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RESUMEN:

La presente trabajo de investigacion se realizd con el objetivo de determinar el
efecto Hipoglucemiante del extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago
sativa en Rattus rattus var. Albinus con hiperglucemia inducida. Se realiz0 un
estudio de tipo experimental con una poblacion de estudio de 15 Rattus rattus var.
Albinus, los cuales fueron divididos en 5 grupos experimentales. Se administré 150
mg/kg de Aloxano por via intraperitoneal a los grupos experimentales, excepto al
grupo blanco que no fue inducido con hiperglucemia. Luego de 24 horas de inducida
la hiperglucemia se administré los tratamientos a los grupos experimentales. Al
grupo de control positivo se se administro la dosis de Glibenclamida (Glidiabet) de 5
mg/kg por via oral. Al grupo de tratamiento 1y 2 se administro la dosis de 500mg/kg
y 700 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Medicago sativa por via
oral respectivamente. La determinacion de los niveles de glucemia fue a las 0, 1, 2,
24 y 48 horas después de la administracion de los tratamientos, para lo cual se
extrajeron las muestras sanguineas de la cola del animal y se colocd en las tiras
reactivas para su posterior lectura en el glucémetro TRUE METRIX. La dosis de 700
mg/kg del extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa es la concentracion
mas efectiva con un 76.08% de efecto hipoglicémico, en comparacion con la dosis de
500mg/kg que tuvo menor efectividad y porcentaje de efecto hipoglicémico.
Concluyendo que el extracto hidroalcoholico de hoja Medicago sativa tiene efecto
hipoglucemiante.

Palabras claves: Medicago sativa, Hipoglucemiante, hiperglucemia, glucosa,

glibenclamida.
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ABSTRACT:

The present research work was carried out with the objective of determining the
Hypoglycaemic effect of the hydroalcoholic extract of Medicago sativa leaves in
Rattus rattus var. Albinus with induced hyperglycemia. An experimental study was
conducted with a study population of 15 Rattus rattus var. Albinus, which will be
divided into 5 experimental groups. 150 mg / kg of Aloxane was administered
intraperitoneally to the experimental groups except for the target group that was not
induced with hyperglycemia. After 24 hours of induced hyperglycemia, the
treatments were administered to the experimental groups. The dose of Glibenclamide
(Glidiabet) 5 mg / kg orally was administered to the positive control group.
Treatment group 1 and 2 were administered the dose of 500 mg / kg and 700 mg / kg
of the hydroalcoholic extract of Medicago sativa leaves orally, respectively. The
determination of blood glucose levels was at 0, 1, 2, 24 and 48 hours after the
administration of the treatments, for which the blood samples were extracted from
the tail of the animal and placed on the test strips for subsequent reading on the
TRUE METRIX meter. The dose of 700 mg / kg of the hydroalcoholic leaf extract of
Medicago sativa is the most effective concentration with a 76.08% hypoglycemic
effect, compared to the dose of 500 mg / kg that had less effectiveness and
percentage of hypoglycemic effect. Concluding that the hydroalcoholic leaf extract
Medicago sativa has a hypoglycaemic effect.

Key words: Medicago sativa, hypoglycemic, hyperglycemia, glucose,

glibenclamide.
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INTRODUCCION:

Actualmente, el conocimiento de las propiedades de plantas medicinales se ha
desarrollado de gran forma, que gran cantidad de personas las siguen usando
como medicina alternativa. El uso de plantas medicinales es de gran
importancia en los seres humanos, porque a partir de ellas se obtienen
compuestos purificados de plantas que se usan como medicinas.

Asimismo, la obtencion de sus principios activos para la produccion de nuevas
medicinas, brindando al ser humano la posibilidad de tener curaciones a
infinidades de enfermedades que pueden ser mortales si no se da una posible
curacién, o no se atienden a tiempo. Existen diferentes formas de uso de las
plantas medicinales, y éstas actdan segun su diferente modo de preparacion, en
el plano fisico, mental o emocional. @

Muchas de las plantas medicinales tienen multiples formas de uso y muchos de
estos remedios pueden complementarse o tener efectos similares. Podemos
beneficiarnos de las propiedades de las plantas por medio del alimentos o
bebida, bafios, inhalaciones, colutorios, gargarismos, masajes, emplastos. ©
Por lo tanto, la existencia de distintas enfermedades motiva a que exista
investigacion en plantas medicinales para el beneficio de las personas mas
faciles de obtener y econdémicos. Por ende, se dara mas énfasis en una
enfermedad que es considerada un problema de salud puablica a nivel mundial.
La Diabetes Mellitus considerada una enfermedad crdnica que aparece cuando
el pancreas no produce suficiente cantidad de la hormona que regula el azlcar
en la sangre llamada insulina o cuando el organismo no utiliza eficazmente la

insulina que produce. EIl efecto de la diabetes no controlada es la



Hiperglucemia, que con el tiempo dafian gravemente muchos 6rganos y
sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos.

No existe el farmaco ideal para tratar la DM que sea capacitado para
normalizar la glucemia sin efectos secundarios como hipoglucemias e
incremento de peso y que disminuya la morbimortalidad cardiovascular y el
funcionamiento normal de las células pancreaticas. ©

Por otro lado, la poblacion que padece de diabetes al nivel mundial en los
siguientes 15 afios se duplicara obteniendo cerca de los 300 millones de
personas con esta enfermedad. Asi mismo, se estima que la cantidad de
personas que padecen de diabetes en Ameérica Latina, aumentara en mas de
50% y aproximadamente el 32,9 millones hasta el afio 2030. Por otra parte, en
Peru la incidencia de diabetes se encuentra entre el 1 a 8% de la poblacion en
general, especificamente en Lima y Piura que son los departamentos que se
encuentran mas afectados con esta enfermedad. Se detalla que la poblacién con
antecedentes familiares de diabetes Mellitus (primer o segundo grado) es de 3 a
4 veces mayor en la poblacion, es asi que detectar la enfermedad antes de los
45 afos de edad debe ser necesario para la poblacion como prevencion
secundaria. ©

Es asi, que se valora la existencia de una gran cantidad de plantas medicinales
como hipoglucemiantes con buenos resultados, ya que contienen compuestos
bioactivos para el control de esta enfermedad y algunas de estas ya se han
validado cientificamente. )

Segun estudios, los metabolitos secundarios responsables de la actividad
hipoglucemiante son los flavonoides ya que estos participan en los procesos

iniciales de accion de la insulina en el higado y musculo, quienes realizan el
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mecanismo de ligarse a los receptores de insulina, potenciando la accion de la

enzima tirosina quinasa, siendo esta enzima primordial en la acciones

bioldgicas concluyentes de la insulina como es la reduccion de glucosa en
sangre:

Aunque no existe una cura a esta enfermedad actualmente, la perspectiva de

vida de las personas que padecen de Diabetes Mellitus ha incrementado por la

mejora deteccion y mejor manejo, es por eso, que optar por el uso de plantas
medicinales mejorara la calidad de vida en ellos. ("*®

En relacion a la prevencion de dicha enfermedad se realizo el estudio de

Medicago sativa (Alfalfa), ya que esta planta medicinal tiene propiedades

hipoglucemiantes que ayudan a reducir la cantidad de azucar en sangre, esto es

debido a su alto contenido de metabolitos secundarios como los flavonoides
que parecen actuar previniendo la Diabetes. Sin dejar de lado, las propiedades
curativas que contiene hacia otras enfermedades. ©

OBJETIVOS:

Objetivo General: Determinar el efecto hipoglucemiante del extracto

hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var. Albinus con

hiperglucemia inducida

Objetivos Especificos:

- Determinar la concentracion méas efectiva en la disminucion de la
hiperglicemia inducida por efecto hipoglucemiante del extracto
hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var. Albinus.

- Determinar el porcentaje de efecto hipoglicemiante del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var. Albinus

con hiperglucemia inducida a las 48 horas del tratamiento.



REVISION DE LA LITERATURA:

2.1 Antecedentes:

En el afio 2012 el autor Sarmento, T. Realizo un estudio de investigacion
en Madrid en la cual determiné el impacto del procesamiento sobre la
pared celular y las propiedades hipoglucémicas y tecnofuncionales de
leguminosas, estas pertenecen a la familia Fabaceae, destacan las semillas
de soja, guisantes, alfalfa, lentejas y garbanzos que con su fibra
alimentaria disminuyen los niveles de glucosas en sangre en pacientes
diabéticos y absorbe sustancias como las sales biliares y la glucosa que
implican en el control de diabetes y el metabolismo del colesterol. Asi
mismo, la actividad favorable de la fibra en la disminucion de los niveles
de glucosa en sangre puede deberse también a la disminucion de la
respuesta a la insulina. ¢®

Martinez R realizo un estudio de Medicago sativa como mejora de la
productividad y nuevos aspectos de su valor funcional y nutritivo en el
afio 2015 en Granada. Resalto la actividad hipoglucemiante y la actividad
hipocolesterolemiante que caracteriza mas a la familia Fabaceae a la que
pertenece esta planta medicinal. En relacion al efecto hipoglucemiante
indica que las hojas de alfalfa fueron usadas en infusién tradicionalmente
durante décadas anteriores en el sur de Africa para el tratamiento de la
diabetes, segin modelos experimentales la administracion de alfalfa logro
disminuir la glucosa basal en plasma, asi mismo el peso corporal y la

ingesta. @7



En el afio 2016, el autor Puentes J realizo un trabajo de investigacién en
Argentina donde contribuyo al registro de 115 las plantas medicinales y
productos derivados comercializados como hipoglucemiantes en la
conurbacion Buenos Aires — La Plata, para lo cual se hizo una revision
bibliografica de su actividad terapéutica y como actividad
hipoglucemiante para cada especie, dentro ellas considero a Medicago
sativa encontrandose entre las especies antidiabéticas registradas visibles.
Es asi, que la comercializacion de las plantas antidiabéticas incrementa las
posibilidades de que la poblacién tenga la opcion de elegir cualquiera de

ellas para una dolencia caracteristica. ?®

Los autores Gris A y Flatt P realizaron un trabajo de investigacion en el
afio 2007 en Coleraine y evaluaron efectos extra-pancreaticos y
pancredticos de Medicago sativa como planta antidiabética donde
administro extracto acuoso de alfalfa a dosis de 1mg/mL lo que pudo
reducir la hiperglucemia inducida en ratones diabéticos con
estreptozotocina. El efecto del extracto acuoso provoco la estimulacion
gradual de la secrecién de insulina en las células B pancreéticas en 2,5-6,3
veces. Por otro lado, el extracto tiene estabilidad en calor e insoluble en
acetona por lo que mejoro ain mas la exposicion en alcalinidad y acidez
disminuyendo en un  25% con dialisis para la eliminacion de
componentes con masa molecular. Los resultados demuestran la presencia
de actividad antihiperglucémica, liberadora de insulina y similar a la

insulina en la planta antidiabética tradicional. ?%



Swanston F, Dia C, Bailey C y Flatt P en su estudio de investigacion
realizado en Reino Unido en el afio 2011 determinaron el efecto de 11
plantas medicinales para la Diabetes como las hojas secas de agrimonia,
alfalfa (Medicago sativa), mora, celidonia, eucalipto, manto de la dama,
lirio del valle, semillas de cilantro, bayas secas de enebro, bulbos de ajo y
raices de regaliz; donde evaluaron el nivel de glicemia en ratones con
diabetes con hiperglucemia de estreptozotocina y ratones normales. Se
administraron como infusiones, decocciones a dosis de 1g/400mL y con
agua potable con 12 dias de tratamiento, tuvieron como resultado una
reduccion del nivel de hiperglucemia de parte del tratamiento con
agrimonia, alfalfa, eucalipto, enebro y cilantro en el desarrollo de la

diabetes inducida por estreptozotocina y anulo el efecto hipoinsulinémico.

(30)

En el afio 2018, los autores Bhadoriya S, Ganeshpurkar A, Bhadoriya R,
Sahu Sy Patel J, realizaron un trabajo de investigacion en la India donde
evaluaron la actividad antidiabética del extracto hidroalcoholica de la
cubierta de la semilla de Tamarindus en ratas inducida por aloxano. Esta
planta medicinal pertenece a la famila Fabaceae que con el analisis
fitoquimico del extracto hidroalcoholica de la cubierta de la semilla de
Tamarindus indica presento flavonoides lo que relaciona a la dosis Unica
y mdltiple del mismo disminuyendo los niveles de glucosa en sangre en
animales normoglucémicos e hiperglucémicos con induccion de aloxano.
Concluyendo que presenta una potente actividad hipoglucémica gracias al

contenido de flavonoides. GV



Reis C et al. Realizaron un estudio en el afio 2011 en Brasil y evaluaron el
efecto de procesamiento de mani en respuesta glicémica y la ingesta diaria
de nutrientes y energia. Dicho fruto pertenece a la familia Fabaceae. Se
tuvo la participacion de 13 personas sanas en el ensayo clinico, con 12
horas de ayuno los participantes recibieron mani crudo con la piel, mani
tostado y molido sin piel o comida control, mani tostado sin piel. La
respuesta glucémica se evalué 2 horas después de las comidas y la ingesta
de nutrientes y energia; las comidas se controlaron después de las 24
horas. Como resultado se obtuvo que el mani tostado molido sin piel tiene
menor respuesta glicémica postprandial que el mani crudo. Concluyendo
que el mani tostado y molido sin piel disminuye el nivel de glucosa

postprandial y puede prevenir la diabetes. ¢?

Bhagyawant S et al. Realizaron un estudio en el afio 2019 en la India
donde determinaron que la lectina de Cicer arietinum L inhibe la accién de
la a-glucosidasa, ECA y la a-amilasa. Al inhibir a la a-glucosidasa facilita
la eleccion razonable como coadyuvante al tratamiento de la Diabetes
Mellitus debido a que rige en la hiperglucemia postprandial. Dicha planta
medicinal pertenece a la familia Fabaceae. Se utilizd el método de la
Purificada por cromatografia de intercambio idnico, y analisis de la lectina
de garbanzos en obtencion de inhibidores de la ECA-I, antioxidantes in
vitro y caracteristicas antidiabéticas. Como resultado, la lectina inhibid
significativamente la a-glucosidasa y la a-amilasa de manera dependiente
lo que concluye que parece ser una que es una planta medicinal como

terapéutica antihiperglu-.cémica. ¢



2.2 Bases teoricas de la investigacion:

2.2.1 Diabetes Mellitus:
La diabetes mellitus es una enfermedad endocrino-metabdlica
caracterizandose por niveles altos de glucosa en sangre o
hiperglucemia producto de la deficiente secrecion o accion de la
insulina. A causa de una alteracion en la funcion endocrina del
pancreas o por la alteracion en los tejidos efectores, perdiendo su
sensibilidad a la insulina. ¢
2.2.2 Clasificacion de la Diabetes Mellitus:
La clasificacion propuesta por el Comité de Expertos de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) se manifiesta posteriormente. ©2
e Diabetes Tipo 1:
La diabetes tipo 1, es caracterizada por la destruccion de los islotes
pancreéaticos de células beta e insulinopenia total; siendo tendencia
en los individuos para presencia de la cetosis en condiciones
basales. En la clasificacion actual la DM1 se subdivide en dos
subtipos, a saber, la DM1 autoinmune y DM1 idiopatica. ¢
- Diabetes Mellitus tipo 1° Autoinmune:
Los individuos son detectados por la presencia de diversos
marcadores inmunoldgicos, como es la pérdida progresiva de
la capacidad secretoria de las células p. ¢
- Diabetes Mellitus tipo 1° Idiopatica:
Es un tipo de diabetes desconocida, ciertos pacientes tienden a
obtener insulina con tendencia a la cetosis. Manifiestan actos

de cetoacidosis y grados de déficit de insulina en otras



situaciones. Es fluctuante en estas personas la dependencia
absoluta de insulina. ®
Diabetes Mellitus Tipo 2:
Se define como un sindrome heterogéneo originado por la
interaccion genéticoambiental por una hiperglucemia cronica,
como resultado de una deficiencia en la secrecion o accién de la
insulina, que como resultados agudos, cronicas microvasculares y
macrovasculares.339
Diabetes Gestacional:
Se manifiesta como la intolerancia a los carbohidratos durante en el
embarazo. Conlleva un incremento del riesgo a desarrollar diabetes
tipo 2 ya sea corto o largo plazo, que de esta forma presenta un alto
riesgo durante el embarazo, por consiguiente puede desarrollar
consecuencias graves en la madre y en él bebe. 335
Otros tipos de DM:
Redlne una lista de situaciones clinicas con diagnostico de Diabetes

Mellitus, que en general se diferencias de la DM1y DM2. @9

2.2.3 Sintomas:

Sintomas cardinales: Polifagia/anorexia, astenia, poliuria y
pérdida de peso.

Sintomas generales: Infecciones cutaneas recidivantes, prurito,
retraso en la cicatrizacion de las heridas, somnolencia o letargia
postprnadial.

Sintomas por aparatos: Complicaciones en la funcion renal,

retinopatia. ©®



2.2.4 Diagnostico:

Paciente diabético: Sintomas de diabetes y glucemia casual > a
200 mg/dl (11,21 mmol/l), Glucemia en ayunas > a 126 mg/dl (7
mmol/l), Glucemia a las dos horas de una sobrecarga oral de
glucosa (SOG) > 200 mg/dl @7

Valores normales de Glicemia en ratas: Suero, plasma ratas

(ayunas) 60-90mg/dL.

2.2.5 Tratamiento de la Diabetes Mellitus:

Tratamiento no farmacologico: Se recomienda hacer Dieta y

actividad fisica.

Tratamiento farmacolégico de DM1: EIl tratamiento

farmacoldgico para pacientes con diabetes mellitus tipo 1 es la

insulina iniciandose como diagnostico para prevenir la

cetoacedosis y la descompensacion metabdlica, y a las primeras

24 horas se demuestra cetonuria.

Tratamiento farmacologico de DM2: En la actualidad existen

grupos antidiabéticos que estimulan la secrecion de insulina,

disminuyen la resistencia a la insulina y reducen o enlentecen la

absorcion de la glucosa. ©®

Como son las siguientes:

v' Agentes que aumentan el pancreas, la concentracion de
secrecion de insulina.

v' Agentes que disminuyen en el tracto gastrointestinal, la

cantidad de absorcion de glucosa
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v Agentes que incrementan la liberacion de insulina de 6rganos

especificos. ¢

2.2.6 Regulacion de la glucemia:

La regulacion de la glucemia en concentracion de glucosa en sangre

se realiza por las hormonas por lo que el higado es el 6rgano clave en

esta regulacion. ©°

La glucosa: En una situacion de nutricion el cerebro lo utiliza, asi
mismo en la utilizacién de los glébulos rojos. Incluyendo un
funcién importante en el control metabolico, Asi mismo, cuando
existe una alteracion de la glucosa en sangre influird en la
respuesta hormonal (la insulina y el glucagon) quienes dirigen las
reservan de energia en el organismo. ©% 49

La insulina: Es una hormona originada por las células g de los
islotes del pancreas, produciendo la captacion, almacenamiento y
utilizacion de glucosa. la insulina estimula la sintesis de
glucdgeno inhibiendo la gluconeogénesis y la glucogenolisis en el
higado, por ende es una hormona hipoglicemiante. %

Glucagon: La secrecion de glucagon, al igual que la de insulina,
es regulada fundamentalmente por los niveles de glucosa en
sangre. El glucagon es un polipéptido de 29 aminoacidos

secretado por las células del islote pancreatico. 2

2.2.7 Transtornos de la glucemia:

Hiperglucemia: Se define como un incremento excesivo de

glucosa en sangre. Es la principal deteccion en los diferentes tipos
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de Diabetes Mellitus, en caso de no existir un control en el inicio
de la enfermedad. 3

e Hipoglucemia: Se define como una disminucion de la cantidad
normal de glucemia. Determinandose con valores de glucemia

menor a 50 mg/dl (2,8 mmol/l). ¢4

2.2.8 Hiperglucemia inducida por Aloxano:

La Diabetes inducida por aloxano se ha utilizado usualmente como
modelos experimentales de diabetes mellitus que no depende de
insulina. El aloxano se ha investigado con mayor profundidad y en la
actualidad se ha evidenciado que hace en manifiesto un aumento de
secrecion de insulina independientemente de la presencia de glucosa,
apareciendo después del tratamiento con aloxano. La secrecion de
insulina mediante induccién de aloxano que se presenta en forma
particular, es producida por una menor duracion seguida de la
supresion completa de islotes en respuesta a la glucosa ocurriendo lo
mismo en concentraciones altas de glucosa. %

Asi también, en el pancreas se presenta la absorcién rapida de la
accion del aloxano involucrando a las células beta pancreética que al
parecer son determinantes de la diabetogenicidad del aloxano. Por otro
lado, el proceso de reduccion que se produce en las células beta del
pancreas es debido a la presencia de distintos agentes reductores como
glutation reducido, ascorbato, cisteina y grupos sulfhidrilos que se
encuentran ligados a proteinas. Es asi que los grupos sulfhidrilos
reaccionan con el aloxano en la union de la glucoquinasa en el azucara

lo que resulta de la inactivacion de a enzima y la formacion del enlace
12



2.2.9

2.2.10

disulfuro. “®

La reduccion del aloxano tiene como resultado la formacion del acido
dialurico que nuevamente se oxida a aloxano, esto se da mediante el
ciclo Redox que es generado por los radicales superoxido y las
especies reactivas de oxigeno. 540

En otras investigaciones, se ha manifestado la alteracion en la
homeostasis del calcio intracelular lo que atribuye a la
diabetogenicidad del aloxano. Como consecuencia, se presenta el
incremento de concentracion s3istolica de calcio *2 libre en los islotes
pancredticos de las células beta. Este incremento, hace que la
secrecion de insulina en dosis supra fisiologicas aumente aun mas; y
en conjunto con las especies reactivas de oxigeno provoca el dafio de
las células beta de los islotes pancreaticos. “°46)

Tratamiento Farmacologico:

Glibenclamida:

La Glibenclamida es una sulfonilurea de segunda generacién que mediante la
estimulacion de la liberacion de insulina por el pancreas, disminuye las
concentraciones de glucosa plasmatica. La absorcion de glibenclamida es
rapida y casi completa después de su administracion por via oral (> 95%).
Estudios de dosis UGnica en sujetos normales muestran absorcién significativa
de glibenclamida dentro de la primera hora de su administracion,
concentraciones maximas cerca de las cuatro horas y niveles bajos, pero
detectables a las 24 horas. 7

La medicina natural:

La ciencia ha comprobado por métodos cientificos la gran eficacia de

las plantas medicinales. Sin duda alguna la gran cantidad de remedios
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naturales presentan el resultado deseado en el caso de que el individuo

mantenga un estilo de vida sana, por ende el remedio natural eliminara

las causas que causaron la enfermedad. “®

e Drogas vegetales: Las drogas vegetales tienen un control de
calidad para la obtencion de extractos, para brindar la eficacia,
seguridad e inocuidad del producto final. Por ende,
anticipadamente se realizan estudios de control de calidad que nos
brinda la OMS, para tener un control de calidad de la materia
prima y aprobar los procedimientos de Seleccion, Lavado, Secado

y Almacenamiento que se realizan en las drogas vegetales. 9

e Riesgo de su uso: Ciertas plantas medicinales pueden producir
intoxicacion por sobredosis, reacciones adversas e interacciones
perniciosas con otras sustancias. EI consumo de plantas naturales
administrada por cualquier via debe ser informado por el médico,
lo mismo con la interaccion de otros farmacos. Por lo tanto, se
suma importancia el control médico estricto con las plantas
medicinales que con los medicamentos que se consume. ©0

2.2.11 Metabolitos secundarios en la actividad:

Hipoglucemiante:

Los principales mecanismos hipoglucemiantes que se manifiestan son:

la inhibicion de enzimas con la amilasa y glucosidasa., asi mismo en

la reduccion de niveles de glucosa, perfil de lipidos, enzimas
hepaticas, glucdgeno hepatico y insulina, fueron los indicadores mas
importantes para evaluar la actividad hipoglucemiante. Segln

estudios, los metabolitos secundarios responsables de la actividad
14



2.2.12

hipoglucemiante son los flavonoides ya que estos participan en los
procesos iniciales de accidn de la insulina en el higado y musculo,
quienes realizan el mecanismo de ligarse a los receptores de insulina,
potenciando la accion de la enzima tirosina quinasa, siendo esta
enzima primordial en la acciones biolégicas concluyentes de la
insulina como es la reduccion de glucosa en sangre. ¢V

La alfalfa (Medicago Sativa):

La alfalfa es una planta usada como forraje perteneciente a la familia
de las leguminosas. Es una especie autotetraploide de fecundacion
cruzada. Sus raices son bastante profundas, por lo tanto esta planta es

resistente a la sequia. ©?

2.2.12.1 Taxonomia:
REINO: Vegetal
DIVISION: Magnoliophita
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Rosidae
ORDEN: Fabales
FAMALIA: Fabaceae
SUBFAMILIA: Papilionoideae
TRIBU: Trifolieae
GENERO: Medicago

ESPECIE: sativa ®3

2.2.12.2 Descripcion botanica:
La alfalfa es una leguminosa herbacea perenne muy

ampliada. Presenta flores que varia en su colores amarillos o
15



purpura, en algunos casos son blancas; forméandose en
racimos abiertos. Tienen de una a cinco espirales y las vainas
son retorcidas llevando varias semillas de forma arrifionada.
(54)

Las hojas estan en contacto sobre el tallo, son trifoliadas y
pinadas. Tiene una raiz principal en el sistema radicular que
penetra en el suelo hasta una profundidad de 7.5 a 9 m a mas.
Los tallos firmes, alcanzando una altura de 60 a 90 cm.
Conteniendo de 5 a 25 tallos o mas tallos por planta, que

nacen de una corona lefiosa. ¢

2.2.12.3 Composicién quimica:
Contiene carbohidratos, proteinas y grasas. Incluso un gran
contenido de fibra. Presenta minerales como: hierro,
manganeso, magnesio, sodio, cobre., molibdeno. Ademas,
vitaminas como: Vitamina C, D, E, K, B12, &cido pantoteico,
riboflaina, biotina, piridoxina, tiamina. Inclusive contiene
sustancias hormonales como la geninsteina, cumestrol y
biocamina A. Ademas, tiene enzimas digestivas como la
invertasa, pectinasa, emulsina, lipasa, proteasa quienes acttan

como mediadoras de la digestion. ©©

2.2.12.4 Uso medicinal:
Posee propiedades tonificantes, remineralizantes, de
proteccion contra las infecciones y hemostaticas. Esta
indicada en casos de: Anemia por deficiencias vitaminicas o

minerales, raquitismo, desnutricion, ulcera gastroduodenal,
16



22125

dispepsia, fermentaciones intestinales por sus riquezas en
enzimas, estrefiimiento, por su contenido en fibra vegetal.
Hemorragias nasales, gastricas y uterinas. Es necesario tener
en cuenta que cualquier sangrado debe ser motivo de consulta
al médico. 7

En estudios cientifico, se demostré que es antibacteriano,
estrogénico y anticancerigeno. Ayuda a retrasar la absorcion
del colesterol previniendo enfermedades cardiacas y disolver
los depdsitos de placa en las arterias. Su uso es de gran
importancia en enfermos de osteoporosis, porque permite que
el calcio se absorba de forma réapida, por ende mejorar la
masa Osea. Actua como analgésico venciendo los dolores

producto de una fractura de hueso o esguince. &7

Modo de administracion:

Lavar hoja por hoja de cada rama de Alfalfa, con un zacate
con chorros de agua, para la posterior desinfeccion y
abundante enjuage con agua hervida. Se extrae el jugo con un
extractor, disolviendo al 50 % con agua y endulzando con
miel de abeja. En el transcurso del dia consumir 2 onzas de

jugo, dividiendo en dos tomas como se indica.

2.2.12.6 Efectos adversos y toxicidad:

Hasta el momento, no se recomienda consumir por parte de
personas alérgicas a las plantas de la familia de las
leguminosas. Debido a abundancia en proteinas se producen

las alergias pertenecientes a estas familias. La alfalfa debido
17



a su alto contenido de manganeso, puede producir un
descenso de los glucésidos en la sangre, por eso no se
recomienda el consumo en excesivo de esta planta en
personas que tienen hipoglicemia. No se recomiendan los
suplementos de alfalfa durante el embarazo y la lactancia ya
que podrian producir abortos espontaneos. Esta planta se
debe consumir en dosis adecuadas para no presenta efectos
toxicos. (657
I11.  HIPOTESIS:
El extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago Sativa tiene efecto

hipoglucemiante en Rattus rattus var. Albinus con hiperglucemia inducida.
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IV. METODOLOGIA:

4.1 Disefio de la investigacion:

El presente estudio desarrolld los siguientes procedimientos que se seguiran

para resolver nuestra pregunta de investigacion:

41.1

4.1.2

Obtencion del extracto hidroalcoholico de Alfalfa (Medicago
sativa):

Se emplearon 100 gramos de hojas de Medicago sativa que fueron
secadas en estufa a 50 °C y posteriormente molidas, los cuales fueron
macerados en 550 ml de etanol a 80° contenidas en un frasco ambar
con un tiempo de 7 dias de maceracion, bajo proteccion de la luz y
calor. Posteriormente se filtr0 la solucién y se concentré en
rotavapor aproximadamente 2 horas obteniendo 55 mL. El extracto
hidroalcohdlico fue conservado a una temperatura de 1-3°C en frasco
herméticamente cerrado y se refrigero evitando su exposicion a la
luz solar para prevenir su degradacion para su posterior utilizacion.
Ensayo de la actividad Hipoglicemiante:

La evaluacion hipoglucemiante se realizd6 segun Wang et al,
utilizando 15 ejemplares de Rattus rattus. var Albinus, edad 2
meses, peso de 180 a 220 + 20 g del sexo macho que se adquiri6 en
el Bioterio de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote -
Per( y seran divididos en 5 grupos experimentales, se les retiro doce
horas antes el alimento y se mantuvieron con agua Adlibitum,
cumpliendo con un periodo de readaptacion de 7 dias.

Se administr6 a ratas normoglicemicas el aloxano por via

intraperitoneal. Los niveles de glucosa se midieron a las 24 horas
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después de la induccidén, se consideraron hiperglucémicos a los

animales que presentaron un nivel de glucosa sanguinea >250

mg/dL.

e Blanco: Sin hiperglucemia.

e Control negativo: Se administrd por via intraperitoneal a los
animales de experimentacion, dosis Unica de 150 mg/kg de
Aloxano.

e Control positivo: Se administro por via Intraperitoneal a los
animales de experimentacion dosis Unica de 150 mg/kg de
Aloxano y luego de 24 h de inducida la hiperglicemia, se
administré la dosis de Glibenclamida de 5 mg/kg por via oral
con sonda nasogastrica N° 4, siendo considerado grupo de
control positivo.

e Tratamiento 1: Se administr6 por via Intraperitoneal a los
animales de experimentacion dosis unica de 150 mg/kg de
Aloxano y luego de 24 h de inducida la hiperglicemia, se
administro la dosis del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Medicago sativa en 500 mg/kg por via oral con sonda
nasogastrica N° 4.

e Tratamiento 2: Se administr6 por via Intraperitoneal a los
animales de experimentacion dosis Unica de 150 mg/kg de
Aloxano oral y luego de 24 h de inducida la hiperglicemia, se
administré dosis del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Medicago sativa en 700 mg/kg por via oral con sonda

nasogastrica N° 4.
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Se tomaron muestras sanguineas para la determinacion de los niveles
de glicemiaalas 0, 1, 2, 24 y 48 horas.

Determinacién de la concentracion de glucosa en sangre: Los
niveles de glucosa en sangre se realizd por el método de glucosa
oxidasa, utilizado un glucometro marca Nipro True Metrix. Las
muestras de sangre fueron recolectadas del apice de la cola del
animal, desechando la primera gota y recibiendo la siguiente sobre la
tira reactiva, los valores obtenidos seran expresados en mg/dL. Antes
de comenzar a usar el glucometro fue indispensable lavar bien las
manos y se desinfectaron con ayuda de un algoddén y alcohol.
Seguidamente se inserto la tira reactiva en el apartado
correspondiente del glucémetro. Se limpi6 con un poco de alcohol la
cola del animal que se uso para sacar la muestra de sangre. Se esperé
a que el lector del glucémetro le indique que puede colocar la
muestra de sangre sobre la tira reactiva, luego se realiz6 el pinchado
en la cola del animal. Para visualizar en la pantalla del glucémetro el
nivel de azlcar en la sangre.

Determinacion del porcentaje del efecto hipoglicemiante a través
de la siguiente formula:

Diabeticas-Tratamiento

Porcentaje de efecto hipoglicémico = - . x 100
Diabeticas

4.2 POBLACION Y MUESTRA:
Poblacion vegetal: Conjunto de hojas de Medicago sativa.
Muestra animal: Se utilizé 15 especimenes de Rattus rattus var. Albinus.
Muestra vegetal: Se emplearon 100 gramos de hojas de Medicago sativa

que fueron secadas en estufa a 50 °C y posteriormente molidas, los cuales
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fueron macerados en 500 ml de etanol a 80° contenidas en un frasco &mbar
con un tiempo de 7 dias de maceracion, bajo proteccion de la luz y calor.
Posteriormente se filtr6 la solucion y se concentr6 en rotavapor
aproximadamente 2 horas obteniendo 55 mL. El extracto hidroalcohdlico
fue conservado a una temperatura de 1-3°C en frasco herméticamente
cerrado y refrigerado evitando su exposicion a la luz solar para prevenir su
degradacién para su posterior utilizacion. El extracto hidroalcoholico
preparado se diluyo en una dosis de 500 mg/kg y 700mg/kg para la
evaluacion de la actividad hipoglucemiante.

Criterios de inclusion: Hojas en buen estado vegetativo de Medicago

sativa.
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4.3 DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E

INDICADORES:

Variable

Definicion Conceptual

Definicion operacional

Indicador

Variable
dependiente:
Efecto
hipoglucemiante

en Rattus rattus

Capacidad que presenta
el compuesto que con su
utilizacion sirve en la
reduccion de los valores

de glucosa en sangre.

Cuantificacion por medio de
de

la

la medicién

concentraciones con
utilizacion del glucometro

TRUE METRIX ® que

Glucemia en sangre en ayunas
en mg/dL.

% de efecto hipoglicémico.

var. Albinus. brindo  los valores de
glucemia en mg/dL.
Variable Extracto hidroalcoholico | Se reconstituye cierta | Control blanco:
independiente: preparado por | cantidad del extracto seco | Medicago sativa (Alfalfa) 0 mg/kg
Extracto maceracion con la | expresado en mg/kg de peso | Aloxano 0 mg/kg

hidroalcoholico
de de
Medicago sativa
(Alfalfa)

hojas

utilizacion del solvente
que se compone de la
mezcla de alcohol y agua

en proporcion 1:5.

del animal de
experimentacion en  un
volumen determinado de

agua destilada.

Control negativo:

Medicago sativa (Alfalfa) Omg/kg
Aloxano 150 mg/kg

Control positivo:

Glibenclamida 5mg/kg

Aloxano 150 mg/kg

Tratamiento I:

Medicago sativa (Alfalfa)
500mg/kg

Aloxano 150 mg/kg

Tratamiento 11:

Medicago sativa (Alfalfa)
700mg/kg

Aloxano 150 mg/kg
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4.4 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS:
Se utiliz6 la observacion directa, medicion de glucosa en sangre, registro y
otras caracteristicas que se observen en la evaluacion del efecto
hipoglucemiante. Los datos obtenidos seran registrados en fichas de
recoleccion de datos.

4.5 PLAN DE ANALISIS:
Se presentd los resultados a través de graficos y tablas. Los graficos
indicaran la las diferencias que existen entre las medias de los tratamientos
realizados. Las tablas permitiran establecer la relacion entre una variable
dependiente (efecto hipoglicemiante) y un factor independiente

(Concentracion del extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa).
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4.6 MATRIZ DE CONSISTENCIA:

TITULO DE LA FORMULACION TIPO DE DISENO DE POBLACION Y
. OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES ) .

INVESTIGACION DEL PROBLEMA INVESTIGACION | INVESTIGACION MUESTRA
Actividad ¢Tendrd actividad | Objetivo general: El extracto | Variable Estudio de tipo | - Obtencion del | Poblacion
hipoglucemiante hipoglucemiante Determinar la actividad | hidroalcohdlico | dependiente: experimental. extracto vegetal: Conjunto
del extracto | el extracto | hipoglucemiante del extracto | de hojas de | Efecto hidroalcoholico | de  hojas  del

hidroalcoholico de
hojas de Medicago
sativa en Rattus
rattus var. Albinus
con hiperglucemia

inducida.

hidroalcohdlico
de  hojas de
Medicago sativa
en Rattus rattus
var. Albinus con
hiperglucemia

inducida?

hidroalcohdlico de hojas de
sativa en Rattus
Albinus,

hiperglucemia inducida.

Medicago

rattus  var. con
Objetivos especificos:

- Determinar la concentracion

mas efectiva en la
disminucién de la
hiperglicemia inducida por

efecto hipoglucemiante del
extracto hidroalcoholico de
las hojas de Medicago sativa

en Rattus rattus var. Albinus.

Determinar el porcentaje de
del

extracto hidroalcohdlico de

efecto hipoglicémico

hojas de Medicago sativa en
Rattus rattus var. Albinus con
hiperglucemia inducida a las
48 horas del tratamiento.

Medicago
Sativa produce
un efecto
hipoglucemiante
en Rattus rattus
var. Albinus con
hiperglucemia

inducida.

hipoglucemiante
en Rattus rattus
var. Albinus.
Variable
independiente:
Extracto
hidroalcoholico
de hojas de
Medicago
sativa (Alfalfa).

de hojas de
Medicago
sativa.

- Ensayo de la
actividad

hipoglicemiante

Medicago sativa.

Muestra vegetal:
Se empled
aproximadamente

100 gr de muestra.

Muestra animal:
Se empled 15
especimenes  de
Rattus rattus var.
Albinus




4.7 PRINCIPIOS ETICOS:

Se promovid la recuperacion del conocimiento tradicional sobre el uso del
plantas medicinales, no solo para preservar su legado cultural, sino también
pararegistrar informacion relevante y demostrar cientificamente sus efectos
terapéuticos que serviran como nuevas fuentes de medicamentos y otros
beneficios para la humanidad. La finalidad es contribuir con la proteccién de

la biodiversidad, puesto que es un bien comdn.
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V. RESULTADOS:

5.1 Resultados

TABLA 1: Promedio de glucosa de acuerdo a los tiempos medidos para la evaluacion de la actividad hipoglicemiante del

extracto hidroalcoholico de Medicago sativa en Rattus rattus var. Albinus con hiperglucemia inducida.

hidroalcoholico 700 mg/kg

GRUPOS DE CONTROL Y BASAL TIEMPOS
TRATAMIENTO (mg/dL) Hiperglucemia 1h 2h 24h 48h

Blanco 100.33 mg/dL 104.33 mg/dL 103 mg/dL 103 mg/dL 98.67 mg/dL 103 mg/dL

Control ”ega“\’/?(i Aloxano 150 85.33 mg/dL 434 mg/dL 429.67 mg/dL | 429.33 mg/dL | 423.67 mg/dL | 426.33 mg/dL
mg/kg
Control positivo: Aloxano + 87 mg/dL 466.33mg/dL | 363.67 mg/dL | 293.33 mg/dL | 196.67 mg/dL | 107 mg/dL
Glibenclamida 5 mg/kg
Tratamiento 1: Aloxano +extracto | 94 33 mg/dL | 471.33 mg/dL 424mg/dL | 341.33 mg/dL | 232.67 mg/dL | 114.33 mg/dL
hidroalcoholico 500 mg/kg

Tratamiento 2: Aloxano + extracto | 57 67 /4] | 45433mg/dL | 391.33mg/dL | 32033 mg/dL | 223 mg/dL | 108.67 mg/dL

Fuente: Elaboracion propia del autor

GRUPO DE CONTROL:
e  BLANCO: Sin hiperglucemia

e CONTROL NEGATIVO: Aloxano 150mg/kg
e CONTROL POSITIVO: Glibenclamida 5mg/kg

GRUPO DE TRATAMIENTO:

e TRATAMIENTO 1: Aloxano + extracto hidroalcoholico 500 mg/kg
e TRATAMIENTO 2: Aloxano + extracto hidroalcoholico 700 mg/kg
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GRAFICO 1: Comparacion de la actividad hipoglicemiante sobre los niveles de glicemia de Rattus rattus var. Albinus con

Glibenclamida 5 mg/kg respecto al extracto hidroalcohélico de hojas de Medicago sativa 500 mg/kg con hiperglucemia inducida.

B CONTROL
POSITIVO: Aloxano
150 mg/kg +
Glibenclamida 5

mg/kg

B GRUPO DE
TRATAMIENTO:
Aloxano 150
mg/kg + extracto
hidroalcoholico de
hojas de Medicago
sativa 500 mg/kg

Glucosa mg/dl

hiperglucemia 2h
Tiempo en horas

Fuente: Elaboracion propia del autor

28



GRAFICO 2: Comparacion de la actividad hipoglicemiante sobre los niveles de glicemia de Rattus rattus var. Albinus con

Glibenclamida 5 mg/kg respecto al extracto hidroalcohélico de hojas de Medicago sativa 700 mg/kg con hiperglucemia inducida.
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Fuente: Elaboracion propia del autor
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GRAFICO 3: Comparacion de la actividad hipoglicemiante sobre los niveles de glicemia de Rattus rattus var. Albinus con el

extracto hidroalcohélico de hojas de Medicago sativa a dosis de 500 mg/kg y extracto hidroalcohélico de hojas de Medicago

sativa a dosis de 700 mg/kg con hiperglucemia inducida.
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GRAFICO 4: Porcentaje del efecto hipoglucémico del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var.

Albinus con hiperglucemia inducida durante las 48 horas del tratamiento.
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5.2. Anélisis de los resultados:

En la presente investigacion se determind el efecto hipoglicemiante
empleando el extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa, en
Rattus rattus var. Albinus con hiperglucemia inducida. La hiperglucemia
inducida se realizé por medio del método Wang et al. Con el uso del
aloxano como inductor. La hiperglucemia inducida por aloxano se ha
utilizado usualmente como un modelo experimental en Diabetes Mellitus no
dependiente de insulina. Actualmente, se ha estudiado a fondo el mecanismo
de accion del aloxano, en el que diversos estudios experimentales han
confirmado que el aloxano realiza un repentino aumento en la secrecion de
insulina en ausencia o presencia de glucosa, apareciendo después del
tratamiento del aloxano. ©®

En la Tabla 1 se describe el promedio de los niveles de glicemia de
acuerdo a los tiempos medidos en la evaluacion de la actividad
hipoglucemiante de los grupos de tratamiento. Verificandose que con la
dosis de extracto hidroalcoholico de Medicago sativa de 500 mg/kg se
obtuvo el valor de 114.33 mg/dl a las 48h y con la dosis de 700mg/kg se
obtuvo un valor de 108.67 mg/dl a las 48h respectivamente. Comparando
con los valores obtenidos de la administracion de glibenclamida a dosis de
5mg/kg a las 48 horas con 107 mg/dl, lo que indica que disminuyeron
significativamente evidenciandose el efecto hipoglucemiante, sin dejar de
lado los tiempos anteriores que disminuyeron constantemente. Esto se
evidencio, en una investigacion realizada por Bhadoriya S, Ganeshpurkar,
Badoriya R, Saku S y Patel R quienes determinaron la actividad

hipoglucemiante de la fraccidn rica en polifendlicos de las cubierta de la
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semilla de Tamarindus indica en ratas diabéticas inducidas por aloxano,
dicha planta medicinal pertenece a la familia Fabaceae al mismo que
pertenece Medicago sativa. Tuvo resultados significantes en la variacién de
tiempo a partir de las 24 horas hasta las 48 horas, con dosis Unica y simple
lo que redujo el nivel de glucosa en sangre en animales
normoglucémicos e hiperglucémicos. ¢

La comparacion detallada de los niveles de glicemia de Glibenclamida a
dosis de 5mg/kg respecto a Medicago sativa 500 mg/kg mostrada en el
Grafico 1. La glucemia en los grupos experimentales tras la administracion
del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a dosis 500mg/kg
y a dosis 5mg/kg de Glibenclamida disminuyeron con menor significancia
evidenciandose el efecto hipoglucemiante. Con los valores de 114.33mg/dL
y 107mg/dL respectivamente. Esto es debido a la proteccion por parte del
posiblemente a la presencia de los compuestos fendlicos especialmente los
flavonoides que contiene Medicago sativa los que poseen diferentes
actividades biologicas, en particular el efecto hipoglucemiante. Lo que en el
Grafico 2 se muestra la administracion del extracto hidroalcohdlico de hojas
de Medicago sativa por a dosis 700mg/kg y dosis de 5mg/kg de
Glibenclamida que disminuyeron con mayor significancia evidenciandose el
efecto hipoglucemiante. Con los valores de 108.67 mg/dL y 107mg/dL
respectivamente. Lo que es posible explicar la normalizacion post-prandial
de la glucemia inducida por el extracto mediante el asi Ilamado efecto
“insulin-like” observado por ciertos flavonoides. La relacion entre los
flavonoides y la actividad hipoglucemiante ha sido estudiada en modelos in

vivo; donde estudiaron el efecto del flavonoide isoquercetina en ratones con
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diabetes mellitus inducida. La isoquercetina inhibe la accion de la enzima
aglucosidasa localizada en el epitelio del intestino delgado. La inhibicion de
la a-glucosidasa disminuye la absorcion de carbohidratos en el intestino
delgado y consecuentemente disminuye la hiperglucemia. La prevencion de
la diabetes, finalmente, puede estar relacionada con la capacidad de los
flavonoides de disminuir el estrés oxidativo durante el proceso de
lipoxidacion por radicales libres responsable de la destruccion de las células
beta en los islotes de Langerhans en el modelo de diabetes inducida por
estreptozotocina; asi como el aloxano un reactivo diabetogénico, in
presencia de glutation es reducido via los radicales aloxano en &cido
dialurico. ®¥

Es asi que, en el Grafico 3 muestra la glucemia en los grupos de tratamiento
con administracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago
sativa durante 48 horas, con dosis de 500mg/kg y dosis de 700mg/kg fueron
114.33 mg/dL y 108.67 mg/dL que disminuyeron significativamente
evidenciandose el efecto hipoglucemiante. Cabe recalcar que la dosis de
700mg/dl a la 1h disminuyo el nivel de glucosa en mayor cantidad que la
dosis de 500mg/kg con 391.33 mg/dl y 424mg/dl respectivamente,
siguiendo el ritmo de disminucidn en las horas posteriores. Segin un estudio
realizado por Garcia L quien manifiesta que la administracion del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Petroselinum crispum por 14 dias a dosis 1 y a
dosis 2 fueron de 76+10.3 y 76.5+8.8 mg/dL disminuyeron
significativamente (P<0.05), evidenciandose el efecto hipoglucemiante. €
Por ultimo, en el Grafico 4 muestra el porcentaje de efecto hipoglicémico

de acuerdo a los tiempos medidos en la evaluacién de la actividad
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hipoglucemiante de los grupos de tratamiento durante las 48 horas.
Verificandose que la dosis de extracto hidroalcoholico de 500 mg/kg tiene
un 75.74% a las 48h de efecto hipoglicémico y la dosis de 700mg/kg tiene
un 76.08% a las 48h de efecto hipoglicémico respectivamente. Comparando
con los valores de la administracion de glibenclamida a dosis de 5mg/kg a
las 48 horas con 77.05%, lo que indica que los porcentajes de efecto
hipoglicémico en el grupo control y de tratamientos tienen similar eficacia
con en el grupo de control con Glibenclamida. Siendo la dosis de 700mg/kg
la concentracion mas efectiva en la disminucion de la hiperglicemia lo que
se asemeja al de glibenclamida a dosis de 5mg/kg y es mas significante en
relacion al porcentaje de efecto hipoglicémico. Es debido a que la
administracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa
puede regenerar las enzimas antioxidantes en el pancreas a un nivel
estandar. Y realizar su accion , asi como lo manifiesta el autor Sarmento, T
quien realizo un estudio de investigacion en Madrid en el afio 2012 en la
cual determind el impacto del procesamiento sobre la pared celular y las
propiedades hipoglucémicas y tecnofuncionales de leguminosas, estas
pertenecen a la familia Fabaceae, alfalfa que con su fibra alimentaria
disminuyen los niveles de glucosas en sangre en pacientes diabéticos y
absorbe sustancias como las sales biliares y la glucosa que implican en el
control de diabetes y el metabolismo del colesterol. Asi mismo, la actividad
favorable de la fibra en la disminucién de los niveles de glucosa en sangre

puede deberse también a la disminucion de la respuesta a la insulina. ©
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VI. CONCLUSIONES:

1. Se determino el efecto Hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var. Albinus con hiperglucemia
inducida.

2. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa a dosis de 700
mg/kg es la concentracion mas efectiva en la disminucion de la
hiperglicemia por su efecto hipoglucemiante en Rattus rattus var. Albinus
en comparacion a la dosis de 500mg/kg que tuvo menor efectividad.

3. El porcentaje de efecto hipoglicémico del extracto hidroalcoholico de las
hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var. Albinus con hiperglucemia
inducida a dosis de 700mg/kg es de 76.08% lo que tuvo una significancia
mayor a la dosis de 500mg/Kg lo que manifesté un 75.74% en las 48 horas

del tratamiento.
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ANEXO 01
CERTIFICADO DE Herbarium Truxilense - UNT

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo

Facultad de Ciencias Biolégicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Pert

Constancia N 52 — 2017- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

Divisién :  Angiospermae
Clase : Dicotyledoneae
Subclase : Archychlamydeae
Orden : Fabales

Familia : Fabaceae
Género : Medicago
Especie : M. sativa L.

Muestra alcanzada a este despacho por PAOLA YSABEL FLORES SANTOS,
identificado con DNI N° 70120519, con domicilio legal Jr. Pachitea 447- Santa;
estudiante procedente de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote, cuya
determinacion taxonémica servird para la para la realizacién del proyecto de
investigacion para optar el grado de Bachiller: “Efecto hipoglucemiante del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Medicago sativa en Rattus rattus var. albinus con
Hiperglucemia inducida”.

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
que hubiera lugar.

Trujillo, 14 de Julio del 2017

cc. Herbario HUT

E- mail: herbariumtruxillensehut@yahoo.com
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ANEXO 02: Preparacion del extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa

1. Se realizé la recoleccion de la planta completa de Medicago sativa (Alfalfa) durante
1 dia:

2. Lavado y deshojado para seleccion de hojas en buen estado, para proceder al secado

de la muestra durante 2 dias a temperatura de 55 °C en la estufa:

[ Imagen 1: Seleccion de hojas
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Imagen 2: Secar la muestra para proceder a

secar en estufa a 55°C por 2 dias.

3. Pulverizacion de Medicago sativa con ayuda de una licuadora hasta formacion

de polvo.
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4. Preparacion de alcohol al 80° en una Fiola de 500 mL, para la maceracion.

5. Pesar 100 g de la muestra pulverizada para la maceracion y agregar 580 mL de
alcohol de 80°. Seguida de la maceracion por 7 dias en un frasco evitando la luz

solar.
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6. Filtrar lo macerado hasta obtener una cantidad suficiente de muestra.

7. Luego, el filtrado del extracto hidro-alcohdlico se coloca inmediatamente al
rotavapor por 1 hora para obtener muestra semi-seca. La muestra semi - seca
obtenida del rotavapor se le coloco en un tubo falcén, luego se peso la muestra y

se forro con papel aluminio para guardar a refrigeracion hasta el siguiente uso.
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ANEXO 03: Flujograma del efecto hipoglucemiante hipoglucemiante del extracto hidroalcoholico de hojas de Medicago sativa con

hiperglucemia inducida.

@ Adaptaddon en el Bioteno: 7 dias

Induccion de hiperglicemia

g &

1
I (n=3) (n=3)
I Blanco: I Control negafivo: Al o i ’U:] " Al o 1 ’U:] i (@ ..3:' ,
Sin 2 drministra cion I Aloxano 150 mg'kg oxano 150 mg'kg oxano 150 mg'kg Aloxano 150 mg'kg
I alguna
p—
24h Se procedera haceruna puncion enla cola del
T espécimen v se recolectara la gota de sangre en
[ Comprobacion de glicemia las tirasreactivas ACCU-CHEK®.
Fmmm -
! (=6 (a=3) (n=3) @=3) (0=3)
! Blanco: Control negativo: Aloxano 150 mg'kg Aloxano 150 mg'kg Aloxano 150 mg'kg
I Sin administracion Aloxano 150 mg'kg
I alguna
HA 500 mg/kg HA 700 mg'kg G 5 mgkg
[ Se medira la glicemia alas 0, 1, 24 v 48 J
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Fuente. Elaboracién propia. 2019
Leyenda. HA: Hojas de Alfalfa, G: Glibenclamida




ANEXO 04: Induccién de hiperglucemia con Aloxano 150mg/kg
Para la realizacion del estudio, se les retiro doce horas antes el alimento y se
mantuvieron con agua Adlibitum, cumpliendo con un periodo de readaptacion de 7 dias

— Administracion de aloxano 150mg/kg por via Intraperitoneal.

Imagen 1: Readaptacion de 7 dias en Imagen 2: Pesar a los animales de
animales de experimentacion. experimentacion.

E Imagen 3: Administracion de aloxano }

150ng/kg por via intraperitoneal.
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ANEXO 05: Administracion de tratamiento a Rattus rattus var. Albinus a dosis de
500mg/kg y 700mg/kg

Imagen 1: Administracion de

tracto hidroalcoholico de hoias d Imagen 2: Extraccion de sangre de Imagen 3: Colocacion de la sangre
E;I( :ja.c o roa_l cono ";O 'e dojassog la vena safena de la cola del animal en la tira reactiva en el glucometro
edicago sativa a dosis de de experimentacion. para su posterior lectura.

mg/kg y 700mg/kg por via oral.

L

Imagen 4: Nivel de glucemia en la Imagen 5: Nivel de glucemia luego de
hiperglucemia. la administracion de los tratamientos.
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ANEXO 06: Ficha de Recoleccion de Datos para los niveles de Glucosa

Grupo experimental

Sustancia

Dosis

Fecha

arca de
identificacion

Glucosa posta-
administracion de
Aloxano alas 48h

Glucosa antes de la
adm. de Aloxano

Glucosa post- Tratamiento

1h 2h | 12h | 24h
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TABLA 2

RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS A LOS GRUPOS DE CONTROL Y GRUPOS DE TRATAMIENTO PARA
LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO DE Medicago sativa EN Rattus rattus var. Albinus.

24 HORAS DESPUES DE LA INDUCCION DE HIPERGLUCEMIA

RUPOS EXPERIMENTALE REPETICION BASAL
UPOS S clo S GLICEMIA mg/dL
Hiperglucemia 1h 2h 24h 48h
1 99 mg/dL 98 mg/dL 100 mg/dL | 99 mg/dL 82 mg/dL 86 mg/dL
BLANCO 2 98 mg/dL 85 mg/dL 95 mg/dL | 100 mg/dL | 85 mg/dL 90 mg/dL
3 104 mg/dL 130 mg/dL 114 mg/dL | 110 mg/dL | 129 mg/dL 100 mg/dL
4 97 mg/dL 430 mg/dL 420 mg/dL | 420 mg/dL | 421 mg/dL 422 mg/dL
GRUPO

CONTROLNEGATIVO:
CONTROL ALOXANO 150 mg/kg 5 84 mg/dL 465 mg/dL 464 mg/dL | 463 mg/dL | 450 mg/dL 453 mg/dL
6 75 mg/dL 407 mg/dL 405 mg/dL | 405mg/dL | 400 mg/dL 404 mg/dL
7 95 mg/dL 449 mg/dL 321 mg/dL | 300 mg/dL | 200mg/dL 114 mg/dL

CONTROL POSITIVO:
Glibenclamida 5 mg/kg 8 74 mg/dL 500 mg/dL 340 mg/dL | 280 mg/dL | 190 mg/dL 112 mg/dL
9 92 mg/dL 450 mg/dL 430mg/dL | 300 mg/dL | 200 mg/dL 110 mg/dL
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TABLA 3

RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS A LOS GRUPOS DE TRATAMIENTO PARA LA EVALUACION DE LA

ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Medicago sativa EN Rattus rattus var. Albinus.

24 HORAS DESPUES DE LA INDUCCION DE HIPERGLUCEMIA

GRUPOS EXPERIMENTALES REPETICION | BASAL GLICEMIA mg/dL
Hiperglucemia 1h 2h 24h 48h

TRATAMIENTO 1: 10 84 mg/dL 468 mg/dL 438 mg/dL | 330 mg/dL | 220 mg/dL 110mg/dL
ALOXANO + extracto 11 101 mg/dL 495 mg/dL 491 mg/dL | 390 mg/dL | 268 mg/dL | 119 mg/dL
GRUPO DE 500 mg/kg 12 98 mg/dL 451 mg/dL | 343 mg/dL | 304mg/dL | 210 mg/dL | 114 mg/dL
TRATAMIENTO | o\ T AMIENTO 2: 13 91 mg/dL 434 mgldL | 398 mg/dL | 290 mg/dL | 199 mg/dL | 100 mg/dL
ALOXANO + extracto 14 111 mg/dL 490 mg/dL 377 mg/dL | 321 mg/dL | 180 mg/dL | 111 mg/dL
700 mg/kg 15 71 mg/dL 439mgidL | 399 mg/dL | 350 mg/dL | 290 mg/dL | 115 mg/dL
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TABLA 4

PORCENTAJE DEL EFECTO HIPOGLUCEMICO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Medicago sativa DURANTE LAS
48 HORAS DEL TRATAMIENTO.

GRUPOS DE CONTROL

PORCENTAJE DE GLICEMIA

Y TRATAMIENTO
1h 2h 24h 48h
Control positivo: Aloxano
. . 22.01 % 37.19% 57.83 % 77.05 %
+ Glibenclamida 5 mg/kg
Tratamiento 1: Aloxano +
10.04 % 27.58 % 50.64 % 75.74 %
extracto 500 mg/kg
Tratamiento 2: Aloxano +
extracto 700 mg/kg 13.87 % 29.49 % 50.92 % 76.08 %

Fuente: Elaboracion propia del autor

Porcentaje de efecto hipoglicémico =

GRUPO DE CONTROL:

CONTROL POSITIVO: Glibenclamida 5mg/kg
GRUPO DE TRATAMIENTO:

Diabeticas-Tratamiento
x 100

Diabeticas

TRATAMIENTO 1: Aloxano + extracto 500 mg/kg
TRATAMIENTO 2: Aloxano + extracto 700 mg/k
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