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RESUMEN

La presente investigacion se llevo a cabo para determinar la actividad
hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) en ratas inducidas a hiperglucemia, en la marcha fitoquimica se
determind la presencia de saponinas, triterpenoides, compuestos fendlicos, como
flavonoides y alcaloides. En la cromatografia de capa fina se identificé flavonoides
usando como estandar la quercetina para flavonoides y cafeina para alcaloides,
mediante el revelado de luz UV a la longitud 254 nm. Se evalud la toxicidad aguda
por via oral en ratas, segun Guia OECD — Test 423 (Método de Clases) y la
Actividad Hipoglucemiante por via oral mediante la técnica citada en el Manual del
Cyted, como inductor a la hiperglucemia se usé Aloxano en dosis 60 mg/kg peso,
disuelto en una solucion de buffer citrato de sodio 0.1M estéril. Para ello se
utilizaron 36 ratas machos de 2 meses y medio de edad, divididas en 6 grupos de
6 (control negativo, control positivo, tratados con glibenclamida[40 mg/kg] y tres
dosis del extracto hidroalcohdlico [250, 500 y 1000 mg/kg]). Se evaluaron los
niveles de glucosa e insulina en sangre, con la toma de muestra del seno venoso
retro orbital, técnica validada. Los resultados de la prueba, indican una
disminucion (p<0.05) en los niveles de glucosa en sangre en las ratas diabéticas
inducidas con Aloxano. La administracion oral del extracto hidroalcohdlico por 28
dias del extracto hidroalcohdlico de Lepichinia meyenii en las dosis de 250, 500 y
1000 mg/kg peso corporal tuvo un efecto reductor de glucosa significativo en ratas
diabéticas inducidas con Aloxano monohidrato (p<0.05). En conclusion el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) presento
actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo 2, su posible
mecanismo de accién seria el aumento de la concentracién de insulina en sangre,
a la dosis de 250, 500 y 1000 mg/Kg de peso corporal, sin efectos adversos

significativos.

Palabras clave: PACHA SALVIA, Lepechinia meyenii, extracto hidroalcohdlico,

hipoglucemia, Diabetes mellitus, Aloxano.



ABSTRACT

The present investigation was carried out to determine the hypoglycemic activity of
the hydroalcoholic extract of the leaves of Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) in
rats induced to hyperglycemia, in the phytochemical march the presence of
saponins, triterpenoids, phenolic compounds, such as flavonoids and alkaloids. In
flavonoid chromatography, flavonoids were identified using quercetin for flavonoids
and caffeine for alkaloids as standard, by developing UV light at the 254 nm
length. Acute toxicity was evaluated orally in rats, according to OECD Guide - Test
423 (Classes Method) and oral Hypoglycaemic Activity using the technique cited in
the Cyted Manual, as an inducer to hyperglycemia, alloxan was used in 60 doses.
mg / kg weight, dissolved in a sterile 0.1M sodium citrate buffer solution. For this,
36 male rats aged 2 months and a half were used, divided into 6 groups of 6
(negative control, positive control, treated with glibenclamide [40 mg / kg] and
three doses of hydroalcoholic extract [250, 500 and 1000 mg /kg]).The glucose
and insulin levels in the blood were evaluated, with the sampling of the venous
sinus retro orbital, validated technique. The results of the test indicate a decrease
(p<0.05) in blood glucose levels in diabetic rats induced with Aloxane. The oral
administration of the hydroalcoholic extract for 28 days of the hydroalcoholic
extract of Lepechinia meyenii in the doses of 250, 500 and 1000 mg / kg body
weight had a significant glucose-lowering effect in diabetic rats induced with
Aloxane monohydrate (p<0.05). In conclusion the hydroalcoholic extract of the
leaves of Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) presented hypoglycemic activity in
rats with diabetes mellitus type 2, its possible mechanism of action would be the
increase in the concentration of insulin in blood, at the dose of 250, 500 and 1000

mg / Kg of body weight, without significant adverse effects.

Keywords: Pacha salvia, Lepechinia meyenii, hydroalcoholic extract,

hypoglycaemia, Diabetes mellitus, Aloxane.



INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad comun y expandible, es un problema mundial,
ya sea por ser hereditario o contraido por el estilo de vida en estos tiempos, como la

obesidad, sedentarismo, el estrés laboral, y malos habitos alimenticios.

Se muestra la enfermedad mediante trastorn6 metabdlico de la hiperglicemia (McCune y
Johns, 2002). En el caso de la diabetes mellitus tipo |, es provocada por la exudacién no
normal de insulina de las células B pancreaticas. En el caso de diabetes mellitus tipo I,

por el incremento de la produccion de glucosa hepética y la resistencia hacia la insulina.

La DM tipo 1 se controla con el consumo de insulina y una alimentaciéon limitada en
azucares (Tiedge et al., 2000; Aguilar, 2008), para el caso de DM tipo 2 con una
alimentacion adecuada en azUcares Yy la ingesta de medicamentos hipoglucemiantes
como la glibenclamida; sin embargo el consumo de ello refleja provocar efectos
secundarios como son las nauseas, temblores, diarreas, vision opaca e incluso esta

involucrada con los casos de ictericia colestésica. (Lisson Abanto, 1999)

En el Perd, se ha observado un incremento por el uso y la mercantilizacion de
fitofarmacos y productos naturales con desenlaces medicinales en la poblacion. (Garcia
et al., 2004). El presente estudio del efecto hipoglucemiante de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) se basa en la observacion de su uso en la etnofarmacologia peruana
y se busca evaluar la actividad frente a la disminucion de la glicemia en sangre del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) en ratas

hiperglucémicas inducidas por Aloxano®.

En la actualidad se estd dando énfasis en nuevas investigaciones para encontrar
antidiabéticos naturales, con la finalidad de ser usados para el beneficio de la poblacion,

ya sea por recursos y su accesibilidad, mediante la industria farmacéutica.

La region sierra y selva de nuestro pais posee una cultura diversa de flora, y gracias a
ello, varias especies bondadosas a la salud. Con el ahinco de aportar a la busqueda de
antidiabéticos naturales, se escogi¢ una planta de la region andina, Lepechinia meyenii

(PACHA SALVIA), con el objetivo de determinar la actividad hipoglucemiante. Buscando
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las sustancias responsables que le confieren dicha actividad, mediante la marcha
fitoquimica y la cromatografia de capa fina.

Existen en la industria farmacéutica muchos medicamentos, para esta patologia, ya sea

para darle una calidad de vida al paciente.

Se comparé en el estudio la actividad con tres dosis del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA), con un medicamento comun como la
Glibenclamida®, evaluando si nuestra planta es igual o superior efecto que el
medicamento comparativo, también evaluamos su efecto toxico en un tratamiento de 28

dias.



CAPITULO |
PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1Planteamiento del problema
1.1.1 Descripcion de larealidad problematica

La diabetes mellitus (DM) es un trastorn0 metabdlica, presenta varios
origenes; registrada por la hiperglucemia crdnica, asi como también por las
anomalias en las funciones del metabolismo de los carbohidratos, grasas, las

proteinas y la secrecién de insulina presente. )

Segun la Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés -
International Diabetes Federation), tendrian un promedio de 387 millones de
habitantes con diabetes, de los cuales 179 millones (46%) estarian no
prescritos con un tratamiento, entre las edades de 40 y 59 afios. El 77%
habitarian en paises con ingresos intermedios y necesitados. Se calcula que
para el 2035 aumentaria 205 millones de habitantes diabéticos en el mundo.
En América 64 millones de habitantes con diabetes: 25 millones en América
Central y América del Sur, y 39 millones en América del Norte y El Caribe. Se
estima para el afio 2035 que el predominar de diabetes en la region de
América Central y América del Sur subira en 60%.?

Las personas que tienen diabetes presentan un riesgo alto de mutilacién de
miembros, 25 veces mas de insuficiencia renal terminal, 20 veces mas de
ceguera, 2 a 5 veces mas accidente vascular encefalico y entre 2 y 3 veces

maés infarto agudo al miocardio. ©®

En el Peru, segun la Organizacion Mundial de la Salud, existirian un 6.7% (IC
95%; 4.1% - 9%) de individuos con 18 afios a mas que presentan
hiperglucemia (=126 mg/dL) o ingieren algun farmaco hipoglucemiante o
fueron diagnosticados precozmente de esta enfermedad, en el caso de
personas de 25 afios a mas, habria un predominio de diabetes mellitus de 7%
(IC 95%; 5.3% - 8.7%) de los que el 4.2% (60%) utilizan medicacion para
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tratarla como son el uso de antidiabéticos orales o insulina. En una de las
ultimas Encuesta Demogréfica y de Salud Familiar del afio 2014 (ENDES
2014), realizada en sujetos de 15 afios a mas, el 3,2% de los sujetos
presentaban diabetes o hiperglucemia; siendo esta predominio de 2,9% en
hombres y 3,9% en mujeres. Aparte, segun la Direccion General de
Epidemiologia, la diabetes mellitus se considera la sexta fuente de gravamen
como enfermedad en el pais y la primera en personas de 45 a 59 afios de
edad @,

Segun el INEI, en el Pera el 3,2% de la poblacion de 15 y més afios de edad
fue diagnosticado con diabetes mellitus. Segun sexo, el 3,6% de la poblacién
femenina padece de diabetes y el 2,9% de la masculina. Por region natural, el
mayor porcentaje de personas con diabetes se ubica en Lima Metropolitana

con 4,5% y el menor porcentaje en la Sierra con 2,0%.%%

PERU: PERSONAS DE 15 Y MAS ANOS DE EDAD CON DIAGNOSTICO
DE DIABETES MELLITUS, SEGUN SEXO Y REGION NATURAL, 2014
(Porcentaje)
45
Total
25
2.0
Mujer | | 36
Lima Costa Sierra Selva
Metropolitana {sin LM)

Figura N 1: Peru personas de 15 y mas afos de edad con diagndstico de

diabetes mellitus, segin sexo y region natural, 2014(porcentaje)

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica e Informatica- Encuesta demografica y de

Salud Familiar.

1.1.2 Definicion del problema general y especifico

La hiperglucemia se manifiesta con un alto nivel de glucosa en
sangre(>250mg/dL) cuando el organismo no tiene la suficiente cantidad de
insulina o la cantidad de insulina es muy insuficiente para su funcion normal.
También se manifiesta cuando el organismo no tiene la capacidad de utilizarla

adecuadamente.


http://www.diabetesbienestarysalud.com/2015/05/que-hago-si-me-sube-el-azucar/
http://www.diabetesbienestarysalud.com/2015/05/que-hago-si-me-sube-el-azucar/

Para mantener un adecuado control sobre la diabetes, es necesario medir con
frecuencia el nivel de azlcar en sangre. Es importante tratar la hiperglucemia
apenas sea detectada; tener un adecuado control para evitar complicaciones,
que se puede presentar como sufrir una afeccion denominada cetoacidosis y
llegar en el peor de los casos al coma diabético. La cetoacidosis se manifiesta
cuando el organismo no tiene la suficiente cantidad de insulina, de modo que
no puede usar la glucosa como combustible energético, en su lugar el

organismo usa los depdsitos de grasa para la produccion de energia.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

¢ El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) presentara actividad hipoglucemiante en ratas

inducidas a hiperglucemia?

1.2.2. Problemas especificos

1. ¢Qué clases de metabolitos presentara el extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)?

2. ¢A qué dosis el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA) presentara actividad hipoglucemiante en

ratas inducidas a hiperglucemia?

3. ¢Cual sera la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) en comparacion a la

glibenclamida?



1.30bjetivos

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) en ratas inducidas a

hiperglucemia.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Identificar clases de metabolitos existentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

que se relacionan con la actividad hipoglucemiante.

2. Determinar la actividad hipoglucemiante en varias dosis del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

en ratas inducidas a hiperglucemia.

3. Determinar la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) en comparacion

a la glibenclamida.

1.4 Justificacién

Se justifica realizar estudios fitoquimicos de las hojas de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA), porque hasta la fecha no hay estudios comprobados de la
planta que nos brinde eficacia y seguridad como actividad hipoglucemiante en

diabetes mellitus tipo2.

Esta investigacion es importante porque el sistema de salud no cuenta con la
cantidad de medicamentos para la poblacion y estos no llegan a todos los
rincones del pais ademas debemos estar a la busqueda de nuevas

alternativas terapéuticas. Se debe ampliar los estudios de la investigacion de



Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) porque asi se contribuye a ofrecer una
alternativa en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, debido a su facil
acceso a diversos lugares e accesibles y a un bajo costo, los beneficiarios de

esta investigacion sera la poblacion.

Es accesible, porque se utiliza una especie vegetal que crece en nuestro pais,
en la provincia de Pucara departamento de Huancayo en las alturas a 3362

msnm, con lo cual se evaluara la actividad hipoglucemiante.

Es factible, puesto que se cuenta con la especie biolégica de estudio, también
la universidad cuenta con los materiales, reactivos y equipos necesarios para
desarrollar este proyecto ademas el costo de investigacion no es tan elevado

lo cual permite culminar la parte experimental.

Es de importancia porque se tiene referencia de la poblacion con
hiperglucemia y diabetes que viven en la provincia de Pucara departamento de
Huancayo que mencionan haber consumido la infusion de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) y se sintieron mejor; esto motiva a realizar el presente
trabajo de investigacién para demostrar que el extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA), tiene efecto hipoglucemiante y
asi brindarle una mejor calidad de vida a la poblacion del Pertu y a nivel

mundial.

Segln los antecedentes Y 9 |os metabolitos secundarios presentes en la
hoja de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) que le confieren la actividad
hipoglucemiante de los extractos tanto hidroalcohdlico y acuoso podria
corresponderse a la presencia de altas cantidades de antocianinas,
flavonoides, triterpenos y compuestos fendlicos. Ademas se ha evidenciado
cientificamente ®® que se avala la presencia del acido ursélico que se

encuentra en la planta, tendria relacion con el efecto hipoglucemiante.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes tedricos
2.1.1. Nacionales

Carrefio T y Castagnino M (Lima, 2017); realizaron su tesis de grado titulada
“‘Evaluacion del efecto del consumo agudo de semillas de chia (Salvia
hispanica L.) En agua sobre la glicemia posprandial en sujetos sanos” Su
objetivo fue evaluar su efecto a través de la ingesta aguda de semillas de
Salvia hispanica L. (chia) en agua sobre la contestacion glicémica posprandial
en individuos saludables, para el presente trabajo se tomaron muestras de
sangre con la ayuda del capilar a 15 personas y leidas a través glucémetro
para evaluar la glicemia basal en el tiempo 0 y la posprandial a los 15, 30, 45,
60, 90 y 120 minutos, distribuidos en tres grupos, el primero con ingesta de
agua y pan blanco con 50g de carbohidratos dispuesto, el cual se llamé
control; el siguiente con 24 g de chia remojado en agua durante 15 minutos y
pan blanco, el cual se llamo6 grupo chia remojada; el ultimo con 24g chia en
agua no remojada y pan blanco, que se llamé grupo chia instantanea. Los
resultados se manifestaron a través del area bajo la curva del ABC,
encontrdndose variaciones significativas en el ABC de los tres grupos
evaluados (p<0,05). En el caso del ABC de la chia instantanea se observo un
valor mayor a comparacion de la preparacion control y que la de chia
remojado. Como conclusion aportan que el consumo de chia remojada durante
15 minutos en agua, no se observa una subida posprandial en sujetos
saludables, en el grupo de chia instantanea resulto ser desfavorable en

relacién al control de la glicemia, por presentar crecida en el ABC. ®

Vaca E y Villena M (Trujillo, 2016); realizaron su tesis de grado titulada
“Efecto del extracto acuoso de semillas de Salvia hispanica L. sobre diabetes
inducida en Mus musculus Balb/c”. Su objetivo del mencionado, fue elaborar la
efecto de la misma sobre la diabetes inducida, a través de la disminucion de la

glicemia. Para el proyecto se usaron como modelo 18 ratas de cepa Mus
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musculus Balb/c, de sexo macho y un peso promedio 25 a 30 g. distribuidas
en tres grupos, Uno testigo conformado con diabetes provocada recibieron
solucion salina fisiolégica por veintiuno dias. Otro problema | y II, con diabetes
provocada a ambos, recibieron 2ml de extracto acuoso de semillas de Salvia
hispanica L. (chia), a través de la via oral al 1% y 2% por catorce dias.
Ademas se tratdé por los Ultimos siete dias pos- tratamiento los grupos
problemas recibieron solucion fisiologia. Se evalud la glucosa basal al principio
del experimento y después de las 48 horas de haber suministrado el inductor,
que fue el aloxano a la dosis 75mg/kg/dia en buffer citrato por via
intraperitonial, y también en los 1, 3, 7,14 y 21 dias en todos los grupos de
experimentacion. Para la medicion se tomo la muestra extraida del apice de la
cola y leida con el glucometro Accu-cheK. Obtuvieron como resultado en la
marcha fitoquimica, en las dos concentraciones del extracto acuoso al 1%
como al 2%, manifestd flavonoides, taninos, alcaloides, sesquiterpenlactonas.
Como conclusién, el extracto acuoso de semillas de Salvia hispanica L.
presentd efecto positivo como hipoglucemiante hallando que el extracto al 2%

es de mayor efectividad. ©

Mejia A, Zuloeta D y Palacios F (Lima, 2016); elaboraron el articulo titulada
“Efecto hipoglucemiante del consumo de yacdn (Smallantus sonchifolius) en
ratones con diabetes tipo 2 provocados con aloxano”, tuvierbn como objetivo
determinar su efecto a través de la administracion del Smallantus sonchifolius
(yacon) en ratones albinos con diabetes mellitus tipo 2, evaluados mediante
sus valores de glucosa. Distribuidos en un grupo control y grupos tratamientos
conformados por 21 ratones en cada grupo, de pesos promedio entre 30 g a
40 g, a los ratones se le administro el aloxano a través de una solucién de
0.5gr/ 200 ml de agua destilada por via intraperitoneal aplicados a la dosis de
0,1 a 0,7 ml/ por 36 dias, como medio inductor. Como resultado obtenido en el
grupo con tratamiento se observd que en su nivel de glucosa preliminar
inducida era 135.30 mg/dL, y se disminuyé a 107.70 mg/dL, a un nivel de
confianza al 99%, mostrando asi diferencia estadistica significativa respecto al
valor cuadrado. La glucosa inicial y final del grupo control fue 130.60 mg/dL y
151.45 mg/dL respectivamente, no presento grado de significancia. Estos

resultados se interpretaron también a través del estudio anatomo patoldgico
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para observar el efecto citotoxico que ocasionaria el Aloxano como inductor
reflejado en el péncreas, el cual se observdO malformacion de células
estructurales y pérdida de los islotes de Langerhans. Se concluyé que el
consumo de 100 g de yacon a través de la raiz en ratones inducidos a
diabetes mellitus tipo 2 durante un periodo de 34 dias disminuye
significativamente el nivel de glicemia, esto se puede deberse gracias por su

alto contenido de fructooligosacaridos. ")

Justil C, Angulo P, Justil Hy Arroyo J (Lima, 2015); Elaborarén el articulo
titulado “Evaluacién de la Actividad Hipoglicemiante del Extracto Acuoso de
Abuta grandifolia (Mart.) en ratas con Diabetes Inducida por Aloxano”.
Tuvieron como objetivo de investigacion evaluar su eficacia reductora del
extracto acuoso de A. grandifolia (Mart.) frente a la glicemia en ratas
diabéticas inducidas con aloxano, Para el presente proyecto se tuvieron como
poblacién 30 ratas macho de cepa Sprague Dawley, tres meses de edad, con
peso promedio entre 230 g a 250 g, las presentes se distribuyeron en 6
grupos, denominados, grupo control negativo, control positivo, los tratados con
tres concentraciones del extracto en estudio, los cuales fueron 100, 250 y 500
mg/kg, y el ultimo grupo de glibenclamida a 10 mg/kg. Se provoco la diabetes
a través de la administracion por via intraperitoneal a dosis de 100mg/kg de
aloxano. Las mediciones de glucosa se tomaron con el glucometro; los
resultados fueron tuvieron efecto hipoglicemiante el grupo de glibenclamida y
el grupo del extracto acuoso de A. grandifolia (Mart.) de dosis 100 y 250
mg/kg, en comparacion del extracto de 250 mg/kg tuvo mejor efecto después
de las 6 horas y hasta las 72 horas de su aplicacion, concluyendo asi mismo
gue el extracto acuoso de A. grandifolia (Mart.) 250mg/kg tiene actividad

favorable, reduciendo la glicemia en ratas diabéticas.®

Bello V y Inche J (Lima, 2015); realiz6 su tesis de grado titulada
“Comparacion del efecto hipoglucemiante del Extracto hidroalcohdlico de las
hojas Smallanthus sonchifolius (poepp) rob “yacéon” frente a un extracto de
libre comercio, en ratones hiperglucemicos”. Su objetivo evaluar la actividad
hipoglucemiante mediante la administracion del extracto hidroalcohdlico de las

hojas del yacon y en comparacion a un extracto de libre comercio a través de
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los valores de glicemia en ratones hiperglucémicos inducidos por sobrecarga
de glucosa y aloxano, y también normo glicémicos de ambos sexos. En total
50 ratones de 40 g aproximado de peso, para el ensayo con sobrecarga de
glucosa (2000 mg/kg) distribuidos en 4 grupos de tratamiento, denominados el
grupo | administrado de extracto hidroalcohélico de hojas de yacén a dosis
1000 mg/kg, el grupo Il administrado del extracto de libre comercio 30 mi/kg, el
grupo Il administrado por glibenclamida a 10 mg/kg, y el grupo VI control
administrado por suero fisiolégico. En tanto para el ensayo con aloxano (70
mg/kg ), se usaron 45 ratones de ocho meses de edad con peso promedio de
40 g, los animales que presentaron glucemia mayor a 200 mg/dL eran
denominadas hiperglucémicos, distribuidos en 4 grupos de tratamiento, igual
gue el anterior ensayo. Las medidas de glicemia se tomaron en ayunas en los
tiempos, 0, 2, 4, 6 y 24 horas. Los resultados presenté un aumento
estadisticamente significativa (p>0,05) de los niveles de glucosa sanguinea en
la administraciéon del extracto hidroalcohdlico de hojas del yacon y de un
extracto de libre comercio en ratones normo glicémicos, solo la glibenclamida
presentd este efecto a las 24 horas. Se observé una reduccién estadistica
significativa (p < 0,05) de los valores de glucosa sanguinea a las 6 horas de
administrado los tratamientos, en el caso de ratones hiperglucémicos con
sobrecarga oral de glucosa, con la administracion del extracto hidroalcohdlico
de las hojas del yacon y de un extracto de libre comercio asi mismo en ratones
hiperglucémicos por aloxano. Se concluye asi que presenta actividad
hipoglucemiante frente a una hiperglicemia inducida, en los extractos de hojas
de yacon y el preparado de libre comercio, en tanto en estado de normo

glucemia, no presenta efecto hipoglucemiante. ©

Giraldo L(Lima, 2014), realiz6 su tesis de grado de Magister en Farmacologia
Experimental titulada “Efecto del extracto etanolico del fruto de Physalis
peruviana (aguaymanto) sobre la glucemia en animales de experimentacion”,
El presente estudio fue determinar la actividad hipoglucemiante del extracto
etanolico del fruto aguaymanto en ratas diabéticas inducidas con aloxano,
Tuvieron como poblacion 56 ratas machos cepa Holtzman, distribuidas en 7
grupos, los cuales denominados normal, sobre carga de glucosa, otra de

sobrecarga de glucosa y glibenclamida, una de insulina y la dltima de las tres
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concentraciones del extracto, al final del proceso se dejé descansar dos
semanas, después se distribuyeron en 7 grupos nombrados, grupo normal,
grupo aloxano, otro grupo aloxano y glibenclamida ,insulina y los ultimos tres
concentraciones de extracto, pasando un dia los animales mostraron valores
de glucosa por encima de 250 mg/dL, seguidamente se continué con el
experimento y también se analizé el pancreas a través de un estudio
histoldgico. Los resultados obtenidos, al suministrar las tres concentraciones
del extracto se tuvo el efecto hipoglucemiante mostrandose hasta 41.5% de
reduccion de la glucemia de las ratas del grupo con sobrecarga oral de
glucosa, en la experimentacion de la induccion de la diabetes con aloxano se
observd reducciéon 4.38% a las dos horas con el extracto de mayor
concentracion de 600mg/kg, adicional se demostr6 un menor deterioro del
pancreas en el grupo. Se demostré asi que el extracto etandlico del fruto
aguaymanto, fue efectivo en el grupo con sobrecarga de glucosa y también las

aloxanicas.

Tasayco N (Lima, 2007); realiz6 su tesis de grado de Magister en
Farmacologia Experimental titulada “Actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Smallanthus sonchifolius (yacén) en ratas con
diabetes tipo 1 y 2”. El objetivo del presente proyecto es aclarar si posee la
actividad hipoglicemiante en el extracto de las hojas del yacon al 10 % p/v
frente a ratas con diabetes mellitus tipo 2, también evaluar su posible
mecanismo de accién y su dosis efectiva, comprobar que no muestra actividad
hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo 1, sus posibles
consecuencias adversas sobre las variables bioquimicas y hematologicas en
ratas con diabetes mellitus tipo 2. Para el presente ensayo de la diabetes
mellitus tipo | se utilizaron 45 ratas, divididas en cinco grupos de tratamiento,
denominados grupo control mas suero fisioldgico, grupo glibenclamida 10
mg/kg, grupo yacén de 250 mg/kg, grupo yacén 500 mg/kg y grupo 1000
mg/kg; y para el ensayo de la diabetes mellitus tipo 2 se emplearon 24 ratas,
divididos en cuatro grupos, denominado normal mas suero fisiolégico, control
positivo mas suero fisiologico, glibenclamida 10 mg/kg, y yacén 500 mg/kg, en
los dos estudios ratas machos de cepa Holtzman, para el primer caso de peso

promedio 200 g y 8 semanas de edad, en el segundo caso de peso promedio
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250 g y de 9 semanas de edad. Los resultados observados en la diabetes
mellitus tipo 1 no presento diferenciacion alguna significativa en los niveles de
glucosa en sangre (p>0.05), pero los valores de insulina crecieron
significativamente (p<0.05). En el caso de la diabetes mellitus tipo 2 los grupos
de yacdn y glibenclamida acortaron significativamente los valores de glucosa
(p<0.001); en la evaluacién de efectos adversos al grado bioquimico no
presentd diferencia significativa (p>0.05) y, al grado hematolégico los valores
de hematies, hemoglobina y hematocrito redujeron significativamente en el
grupo del yacén (p<0.05). Como conclusioén el extracto hidroalcohdlico al 10%
p/v de las de yacdn si presenta actividad hipoglucemiante en ratas con
diabetes mellitus tipo 2, su posible elemento de accién es porque corrigen las
concentraciones de insulina en sangre, la dosis 6ptima oscila entre 500 y 1000
mg/Kg, en el otro caso de la diabetes mellitus tipo 1 no muestra actividad

hipoglucemiante ni efectos contrarios significativos. ¥
2.1.2 Internacionales

Mejia Castro V. (Guatemala; 2015); realizé su tesis de grado titulada
“‘Determinacion de la actividad hipoglicemiante de las hojas de Rubus
urticifoliuspoir. (Mora silvestre) y las hojas de Rubus rosaefoliussm.
(Frambuesa silvestre) en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina” su
objetivo fue determinar su efecto hipoglicemiante de las dos especies
vegetales del género Rubus. Utilizando como inductor estreptozotocina (STZ).
En su presente estudio se usaron ratas diabéticas provocadas con
estreptozotocina (STZ), al presentar el valor de glucosa por encima de 200
mg/dl eran declaradas diabéticas. Para el tratamiento usaron dosis de 750 y
1000 mg/dL de los extractos de dos especies vegetales en estudio, en ayunas
por via oral a través de sondas gastricas. La muestra de sangre para la
medicién de glucosa, se extrajo del extremo distal de cola animal, repitiendo
cinco veces, la primera muestra se realiza previamente en la aplicacion de los
extractos y las siguientes cuatro se aplicaron en un lapso de una hora durante
cuatro horas a través del glucémetro. La metodologia utilizada se redundé a
diario durante cinco dias, para el grupo control positivo en el que se administré

el medicamento la insulina (referencia), y al grupo control negativo en el que
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se le administr6 agua como medio. Al culminar su proyecto tuvieron como
resultado, que el extracto acuoso de Rubus rosaefolius no posee actividad
hipoglicemiante, mientras que el extracto acuoso de Rubus urticifolius si posee

actividad hipoglicemiante pero ligero. 2

Ortiz A (Zaragoza; 2013) realizd su tesis de grado titulada “Evaluacion del
Efecto  Hipoglucemiante del Extracto Etandlico de Gnaphalium
semiamplexicaule (gordolobo), en un Modelo de Ratones CD1”. Tuvo como
objetivo evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de gordolobo,
en un modelo de ratones CD1 hiperglucémicos. En el ensayo hipoglucemiante
se utilizaron 6 grupos de 6 ratones con un peso promedio de 40 g. Para la
induccion de hiperglucemia por via subcutanea de glucosa al inicio del ensayo
y a los 60 minutos. Al inicio del ensayo los animales recibieron por sonda
gastrica: solucion salina para el grupo control negativo, dosis del extracto de
25, 50 y 100 mg/kg para los grupos experimentales, glibenclamida y
tolbutamida para los grupos positivos. Se midié la glucemia en intervalos de 60
minutos por 5 horas. Las muestras de sangre se adquirieron por incision en la
parte distal de la cola. Para evaluar el posible efecto toxico, en el ensayo de
toxicidad aguda se usaron 24 ratones machos de 35 g formando 4 grupos de 6
animales. Los animales se observaron diariamente durante 14 dias. Al final del
ensayo se obtuvo los sueros y se extrajeron los riflones, bazo, higado y
corazon y se calculé el peso relativo. En los sueros se determind TGP/ TGO y
electroforesis de proteinas séricas, debido a que los animales tratados
mostraron hepatomegalia y con esplenomegalia. Como resultado se observo
la actividad hipoglucemiante a una a la dosis de 100 mg/kg del extracto al
tiempo 2. No se observaron muertes ni signos de intoxicacion visibles, en los
animales tratados. El grupo tratado a dosis de 25 mg/kg presento
hepatomegalia y se encontraron diferencias significativas entre las medias de
las enzimas transaminasa glutamico piravica (TGP o ALT) contra las diferentes
concentraciones del extracto y el testigo negativo. Los animales tratados con
dosis de 100 mg/kg mostraron una esplenomegalia, en comparacion al grupo
testigo, no se mostré diferencia significativa en los patrones electroforéticos
entre los grupos. Como conclusion segun las diferencias estadisticas

significativas encontradas se demuestran que el extracto etandlico de
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Gnaphalium semiplexicaule (gordolobo), a una dosis de 100 mg/kg tiene
actividad hipoglucemiante asi como efecto en el bazo en el modelo usado;
pero con los marcadores biolégicos ensayados no encontramos diferencias
significativas entre los grupos. A nivel hepatico se sugiere una posible

alteracion celular hepética a una dosis de 25 mg/kg.

Torres A (Zaragoza; 2013) realiz6 su tesis de grado titulada “Evaluacion del
efecto Hipoglucemiante de un extracto acuoso de Trichocereus peruvianus, en
un modelo de ratones CD1”, su objetivo obtener un extracto acuoso del cactus
Trichocereus peruvianus, el cual se obtuvo mediante una técnica de extraccion
mecanica, seguido de un proceso de concentracién del mismo por medio de
un rotavapor, para después evaluar su supuesta actividad hipoglucemiante
mediante los niveles de glucosa en ratones con hiperglucemia temporal,
inducida por una carga de glucosa. Se utiliz6 un modelo animal que se
asemeja a la Diabetes Mellitus tipo 2, cuyo tratamiento es con agentes
hipoglucemiantes orales. Se trataron 3 grupos de ratones con dosis de 25, 50
y 100 mg/kg del extracto respectivamente, 2 grupos de ratones se trataron con
estandares de referencia Glibenclamida y Tolbutamida y un grupo testigo
negativo se traté con solucion salina. Se midieron los niveles de glucemia a
diferentes tiempos durante 240 min. Los resultados se analizaron utilizando un
paquete estadistico. El extracto acuoso de Trichocereus peruvianus, no mostro
efecto hipoglucemiante como se esperaba, sin embargo, se encontré que tiene
actividad hiperglucemiante ya que aument6 los niveles de glucemia en los

ratones tratados con el mismo, por hiperglucemia temporal. ¢4

Pazmifio C (Riobamba; 2011), realizO0 su tesis de grado titulada
“Determinacion de la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de
Justicia chlorostachya Leonard (insulina) en ratones con hiperglicemia
inducida”. Tuvieron como objetivo determinar la actividad hiperglucemiante de
la Justicia chlorostachya Leonard (insulina vegetal) en ratones
hiperglucémicos, provocados por sobrecarga de sacarosa en una proporcion
4g/Kg de peso, para el estudio usaron el método empirico analitico, los
ratones usados tuvieron un peso promedio 30-40 g de peso. Se distribuyeron

seis grupos los cuales fueron denominados, Control negativo, Control Positivo

15



(Acarbosa 0.7 mg/Kg), Dosis | (16 mg de Jc/Kg), Dosis Il (32 mg de Jc/Kg),
Dosis Il (64 mg de Jc/Kg), y Testigo. Evaluando la glicemia en tiempos de 0,
30, 60 y 120 minutos después de la induccion, tomando las muestras de
sangre, con el apoyo del glucémetro Progride. Los datos obtenidos se
interpretaron estadisticamente a través del ANOVA y la prueba de Tuckey en
un intervalo de confianza del 99%. Los resultados indican que presenta efecto
hipoglucemiante el extracto hidroalcoholico de Justicia chlorostachya, a partir
de la dosis mas baja utilizada que fue de 16 mg/kg, siendo asi un potencial
sustituyente e igualmente eficaz que el tratamiento con Acarbosa (0.7mg/Kg
de peso). También se evalud el andlisis toxicoldgico e histopatolégico que la
dosis administradas reflejaron ser no toxicas, e histolégicamente seguras en
los 6rganos farmacocinéticas involucrados como son el estbmago, el higado y
el rindn. Se comprobé mediante este estudio que el uso natural que se le
brinda a la insulina vegetal, como hipoglucemiante es seguro y a la vez
efectivo, también que los metabolitos secundarios causantes de este benéfico

son los compuestos Fendlicos como el Flavonico.

Rosero M (Riobamba; 2010); realiz6 su tesis de grado titulada “Efecto
hipoglucemiante del extracto acuoso de canela (Cinnamomum zeylanicum), en
ratas (rattus novergicus) con hiperglicemia inducida”, Tuvieron como objetivo
explicar el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de canela , en una
poblacion conformada por 18 ratas hiperglucemias producida a través de la
administracion intraperitonial de aloxano a 150 mg/Kg peso, dividas en seis
grupos, nombrados: Patrén; Control positivo; Control negativo; Grupo | - dosis
0,2 mL de canela; Grupo Il - dosis 0,4 mL de canela y Grupo Il - dosis 0,6 mL
de canela. Se les administro como tratamiento el extracto acuoso de canela
elaborado de la corteza, tanto el grupo I, Il y Illl, respectivamente a
concentracion de 0,6 g/Kg; 1,2 g/Kg; 1,7g/Kg. al grupo control negativo se le
administro 1 mg/Kg de glimepirida (amaryl), el grupo patrén y control positivo
solo vehiculo. Realizado el procedimiento del tratamiento del extracto acuoso
de canela, presentd una visible disminucion de la glicemia observandose los
siguientes valores promedio: patron 92,7 mg/dL; control positivo 375,0 mg/dL;
control negativo 89 mg/dL; Grupo | 85 mg/dL; grupo Il 41,5mg/dL; Grupo Il

26,5 mg/dL. También mediante la evaluacion histopatologica se demostré que
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no presenta dafio alguno en los érganos como el rifién e higado. Se concluy6
asi que el extracto acuoso de la canela elaborado de la corteza no tiene efecto

atoxico, y presenta efecto positivo como hipoglucemiante. ®

Valle D y Carrion M (Santa Cruz; 2007); elaboraron su tesis de grado titulada
“Actividad Hipoglucemiante de la planta tuna (Opuntia ficusindica) en ratones”.
Su objetivo determinar la actividad hipoglucemiante de la planta en este caso
la tuna. Para el presente proyecto utilizaron 30 ratones machos de cepa Balb/c
con una edad de cuatro semanas con un peso promedio entre los 29 a 32 g.
distribuidos en tres grupos conformados por 10 ratones. Se tomaron las
muestras de sangre para los valores normales a través de la incisién en la
vena lateral del apice de la cola por las mafianas durante un tiempo de tres
semanas y en cada grupo se experimenté en un periodo de cinco semanas.
Fueron inducidos a una hiperglucemia endégena mediante la administracion
de glucosa, el primer grupo solo adquiri6 como tratamiento el extracto de la
tuna, el otro grupo recibid glibenclamida se denominé control negativo, y el
altimo grupo suero fisiolégico denominado control positivo. Se comparan los
resultados con los grupos que reciben extracto de tuna y glibenclamida,
observandose que con el extracto de tuna la actividad es lenta en comparacion

con la glibenclamida que mostré un efecto rapido. 7
2.2 Bases Tedricas
2.2.1 Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

2.2.1.2 Descripcion
Arbusto: 20-22 cm de alto. Hierba perenne

Tallo: postrado-ascendentes, radicantes.

Inflorescencia: en glomérulos foliosos en grupos de 3 a 6 flores, blancas

hermafroditas, de 10 mm de altura.

Flores: pequefias, hermafroditas, de simetria zigomorfa.
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Caliz: formado por 5 piezas soldadas en la base formando un corto tubo
y terminado en 5 dientes.

Corola: entamera, tubular, terminada en 5 l6bulos desiguales.

Androceo: formado por 4 estambres adnados al tubo de la corola, en su

mitad superior, filamentos cortos.

Hojas: opuestas, pecioladas; lamina simple, ovadas a ovado eliptica,
apice obtuso a agudo, margen crenado, de 4-6 cm de largo y 2-3 cm de
ancho; base obtusa; haz finamente hirsuta y rugosa, envés glandulosa,

pubescente. Inflorescencia terminal y axilar, densa y foliosa.

ARBUSTO

COROLA

1mm

%] SEMILLA O
FRUTO

Figura N 2: Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) y sus partes.

Fuente: articulo "Las Labiadas del Noroeste de la Argentina” Epling, C. C. 1939c
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2.2.1.2 Taxonomia (ver Anexo N 24)

Divisién :Magnoliophyta
Clase :Magnoliopsida
Sub clase:Asteridae
Orden : Lamiales
Familia : Lamiaceae
Género :Lepechinia

Especie:Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

Nombre wvulgar :"PACHA SALVIA",
"salvia", “pampa salvia”

Figura 3: Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)
Fuente: Mahabir P. Gupta, "Plantas medicinales originarias en el alto

platon andino y la region de los valles centrales de Bolivia, Ecuador y
Perd", unido, 2006.

2.2.1.3 Habitat
Lepechinia meyenii (Walp.), también llamada salvia, PACHA SALVIA,
kotapurifia; es una especie vegetal que se desarrolla en Argentina,

Bolivia y Peru entre los 3800 y 4200 msnm. Florece en tierras secas,
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llanas y laderas. En el Pert se ha reportado en varios departamentos
como Ancash, Cuzco, Huanuco, Cajamarca, Junin, Huancavelica, La
Libertad y Puno. ®®

Reside ampliamente la sierra peruana. En Cajamarca ocupa la jalca
baja, sobre habitat graminoso abierto. 9

Esta especie procede principalmente en las localidades altas del ande
cercanas al valle del Cusco como son Pisac, Urubamba, Calca,
Limatambo, San Jerénimo, Pachatusan, QoraoySaylla-Huasao. Pero han
sido encontradas en menor volumen en los departamentos de Puno,

Apurimac y Ayacucho. @?

El Género Lepechinia fue descrito por primera vez en el afio 1806 por
Willdenow tomando asi el nombre del botanico Ruso Ivan Ivanovic
Lepechin (1737-1802). Epling sefial6 a los géneros Alguelaguen,
Stachys, Sphacele y Astemon como sinénimos de Lepechinia.
Actualmente el género comprende treinta nueve especies, las que ahora
fueron acogidas en 8 secciones por Epling y en 2 por Hart. Se
encuentran distribuidas en el continente americano y su habitat es el

paramo y sub paramo de altitud entre 3200 — 4500 msnm. *®

Lepechinia meyenii, en Tambo Machay, Cusco a 3700 msnm. En
tiempos antiguos esta planta medicinal tendria otro nombre, porque
“Salvia” implica un sustituto americano de la planta europea Salvia
officinalis, lo que significa, que los farmacéuticos-médicos de Ila
conquista, en su afan de encontrar sustitutos a sus agotadas provisiones
de plantas medicinales, adoptaron a L. meyenii como “Puna salvia”
(PACHA SALVIA), su alto contenido en AR (4cido rusmarinico) valida
parcialmente este hecho, AU (acido ursolico) y AO (acido oleandlico). Y
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Figura N 4: Localizacién del Pert de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) en
Provincias: a. Cajamarca, distrito Celendin; b. Cusco distrito Quillabamba; c.
Puno; distrito San Antonio de Putina; d. Huanuco; distrito Huaycambamba; e.
Junin; distrito de Huancayo; f. Huancavelica; distrito de Huaytara.

Fuente Wikipedia.

Salvia Vargas-Llosae es una nueva especie de salvia que aparecié en
Perl es nacida en la jalca de la Provincia Celendin, Cajamarca en las
localidades de Sendamal, Kumulca y Challuayaco, encontrandose por
encima de los 3,000 msnm de altitud esto quiere decir que requiere de
altitudes elevadas para su desarrollo. Constituyendo poblaciones cortas

de la planta. ??
2.2.1.4 Composicion quimicay propiedades de la hoja

En la especie se ha registrado compuestos polifenélicos como el
carnosol, diosmetina, acido cafeico y acido 2-hidroxicafeico, presentando
asi efecto antioxidante debido al &cido2-hidroxicafeico y al carnosol y
triterpénicos como el &cido ursolico ©”. También se ha apreciado
derivados de flavonas como naringenina, derivados de acido

hidroxicinamico como el &cido cumarico y acido clorogénico,
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demostrando asi que las hojas de L. meyenii presentan efecto

antioxidante principalmente.®"

La actividad atribuida a los flavonoides se debe gracias a sus

propiedades antiinflamatorias y antioxidantes. ¢V

CH
[ COH
HO
-~ o
OH
HO

Acido rosmarinico

Apigenina Acido ursélico

Figura N 5: componentes quimicos de Lepechinia meyenii.

Fuente: Salvia. Fitoquimica, farmacologia y terapéutica, Vol. 16. Num. 7.Julio 2002. T.
Ortega a, M® E. Carretero a, A. M2 V. Del Fresno; Departamento de Farmacologia.
Facultad de Farmacia. UCM.

2.2.1.5 Efecto farmacologico

En cuanto a los estudios farmacolégicos realizados, la especie presenta
actividad antibacteriana frente a microorganismos gram positivo
(Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis ,Staphylococcus aureus,
Micrococcu sluteus, Staphylococcus faecalis; Streptococcus beta-
hemoliticus) y también en los gram negativo (Salmonella enteriitidi,
Escherichiacoli, Shigella flexneri, Pseudomona aeruginosa) Yy
adicionalmente se ha observado su actividad antifingica contra Candida

albicans y Trichophyton mentagrophytes) *®

Las hojas son utilizadas en las siguientes afecciones como el dolor de

estbmago, como digestivo, para la fiebre tifoidea, reumatismo, ciclo
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menstrual, malaria y también ayuda para evitar la tuberculosis. Los
pobladores del Callejon de Huaylas, entre Caraz y Huaraz, en la Region
de los Libertadores de Wari, lo consumen como infusion la planta entera
sola o afadido con culén y orégano blanco para el tratamiento de

diarreas, afecciones hepaticas célicos, y como aperitivo ‘%

En la medicina ancestral costumbrista son usadas variadas especies de
Lepichinia, en el caso particular la Lepechinia meyenii (Walp.), como
emenagogo, antidiabético, abortivo, digestivo, carminativo para el
tratamiento de bronquitis, también para tratamiento de tumores uterinos,
en el ciclo menstrual, y tratamiento de heridas. Con esto podemos decir

que tiene amplias bondades. ¢
2.2.1.6 Toxicidad y efectos adversos

Se ha observado que al administrar prolongadamente el aceite esencial
y el extracto alcohdlico podrian manifestarse convulsiones
epileptiformes. También se ha observado convulsiones seguidas de
vomitos e interrumpidas por escenas de obnubilizacidn, hiporreflexia e
hipotonia, siendo asi mas neurotoxico el aceite esencial. En las ratas se
ha presentado convulsiones a la dosis de 0,5 g/kg administrados por via
intraperitoneal y llega a ser mortal a 3,2 g/kg. La DL50 estimadas para el
aceite esencial son 2,6 g/kg administrados por via oral en ratas y 5 g/kg

via intradérmica en conejos y cobayos.

La toxicidad, es generada por los monoterpenos oxigenados como las
tuyonas o también en menor valor al alcanfor, se le concierne a una
inactivacién del metabolismo oxidativo de las neuronas y/o modulador
del canal de cloro coligado a los receptores GABA A y presenta un

sindrome parecido al antagonista de picrotoxinina. ¥

2.2.2. Diabetes
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2.2.2.1 Definicién

Es una enfermedad cronica que se presenta cuando el pancreas no

tiene la capacidad de producir insulina o cuando el organismo no

maneja adecuadamente la insulina que se elabora enddégenamente. La

insulina es una hormona que regula el azlcar en sangre. La presente

enfermedad no controlada se manifiesta a través de episodios de

hiperglucemia, que con el tiempo dafia gravemente varios 6rganos y

sus sistemas, principalmente los nervios y los vasos sanguineos.

Los sintomas que se manifiestan con sed excesiva, hambre, aumento

de la respiracion, nausea, resequedad en la boca y visién borrosa.

2.2.2.2 Clasificacién

Tabla N 1: Clasificacion de tipos de diabetes

dependiente).

aplicacion diaria de esta hormona.®®

TIPO DE DEFINICION SINTOMAS

DIABETES
TIPO 1 Se manifiesta por una elaboracién | Sus sintomas aparecen de manera
(insulino defectuosa de insulina y requiere la | subita, consisten principalmente, en

excrecion excesiva de orina, sed
excesiva, hambre constante, pérdida
de peso, perturbaciones visuales y
cansancio.

TIPO 2
(No insulino
dependiente).

Se caracteriza por el manejo no eficaz de la
insulina. Este tipo de diabetes se manifiesta
el 90% de los casos mundiales y se debe
habitualmente a la obesidad y a la poca
actividad fisica. Actualmente también se
presentan en nifios, siendo asi un problema
mundial, gg no solo exclusivo de personas
mayores.

Los sintomas pueden ser similares a
los de la diabetes de tipo 1, pero a
menudo menos intensos y
complicados. @)

Diabetes
gestacional

Es el estado hiperglucémico que aparece o
se manifiesta por primera vez durante el
embarazo, quienes lo manifestaron tienen el
mayor riesgo de desencadenar hacia la
diabetes de tipo 2.%%

Sus sintomas son parecidos a la
diabetes de tipo 2, pero se
diagnostica en las pruebas
prenatales, motivo el paciente
presenta sintomas.

Fuente: Arnoa A. et al, Criterios y pautas de terapia combinada en la diabetes tipo 2; 17va
ed; Barcelona- Espafia; Editorial Andaluza; 2001; p 82-97®
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2.2.2.3 Complicaciones

La diabetes es una enfermedad muy complicada empezando por su
génesis y la fisiopatologia desencadenada, debido principalmente a la
hiperglucemia, la cual genera gran impacto vascular, por sus
complicaciones manifestadas, de naturaleza microvascular y

macrovascular, lo que le hace peligrosa. *?

2.2.2.3.1 Complicaciones microvasculares
o Nefropatia es la alteracién renal que se producen en el

sistema urinario, en los glomérulos y en los tabulos.®”

e Neuropatia es el resultado del dafio de los nervios atribuido
a acumulados trastornos nerviosos coligados a la diabetes;
presentdndose en las extremidades, siendo las piernas y
los pies las areas mas dafadas, también las afecciones
pueden tomar sitio en cualquier 6rgano, incluso al corazon
y el tracto digestivo.?”Estas mdltiples causas desarrollan
las afecciones propias de la neuropatia diabética, la cual se
especifica en neuropatia: periférica, autbnoma, proximal y
focal, solo diferenciada por las zonas corporales que son

afectadas.*?

e Retinopatia diabética, es la causa mas particular de la
diabetes mellitus, caracterizada por el dafio de los vasos
del tejido ocular, ocasionando pérdida parcial y total de la

vision.@"

2.2.2.3.2 Complicaciones macrovasculares
e Enfermedad arterial coronaria (EAC): Se manifiesta por
endurecerse las arterias que son encargadas de
suministrar la sangre hacia el tejido cardiaco. Estas arterias

defectuosas no solamente se endurecen, sino que también
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se angostan, complicando su funcion normal de la arteria

que es recibir el flujo de sangre. %

Enfermedad arterial periférica (EAP): se manifiesta a través
de la ateroesclerosis afectando varias zonas vasculares,
sin dolor. Comparte los factores de riesgo de la EAC, sus
mayores factores son el tabaquismo y la diabetes mellitus.
@9Sin embargo, al no poder satisfacer el aumento de la
demanda circulatoria, aumenta el riesgo de amputacion,
debido a la vasculopatia que dificulta la cicatrizacion y el
control de la posterior infeccién, manifestacion principal en

pacientes diabéticos.®

Enfermedad Cerebro Vascular: en pacientes diabéticos es
la mayor causa de morbilidad y mortalidad debido a sus
condiciones coexistentes de hipertension arterial vy

dislipidemia.®V

2.2.3. Farmacos Antidiabéticos

2.2.3.1 Hipoglucemiantes orales.

Los hipoglucemiantes orales son un vinculado heterogéneo de drogas

que se atribuyen elaborar una disminucién en los niveles de glucemia

luego de su posterior ingesta, cumpliendo con esta accién gracias a los

mecanismos pancreaticos y/o extrapancreaticos. (32)

Tabla N 2: Farmacos antidiabéticos

FARMACOS MECANISMO DE VENTAJAS INCOVENIENTES CONTRAINDICACIONES
ACCION
BIGUANIDAS Baja la Baja de peso, Hipoglucemias, *Insuficiencia renal severa y
elaboracion arregla el perfil subida de peso, enfermedad hepética severa.
METFORMINA hepatica de la lipidico, y neuropatia, *Insuficiencia cardiaca
glucosa. ausencia de hepatopatia,e descompensada y

hipoglucemia.

interacciones
farmacoldgicas.

respiratoria.

*Alcoholismo y
deshidratacion.

*Utilizacién de contrastes
intravenosos y cirugia mayor.
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SULFONILUREAS

Incremento de

Descenso de la

Efectos adversos

Insuficiencia renal, excepto el

secrecién de glucemia en grasto uso de gliquidona que es de
GLIBENCLAMIDA insulina ayunas intestinales, eliminacion biliar y gliclazida
gll::II\D/IIéIIDDIQIDA pancreética. y pos-prandiales, _acidqs_is Ié_ctica, glimfepirida, insuficiencia
GLIQUIDONA son muy usados. | insuficiencia hepatica, excepto en el uso
renal, tener glipizida, de eliminacion renal.
cuidado en *Alergia a sulfamidas y
pacientes con tiazidas.
insuficiencia
hepatica, *cardiopatia isquémica
cardiaca o
pulmonar.

INHIBIDORES A LA | Baja absorcion Ausencia de Alteraciones No utilizar en hepatopatia
ALFA de glucosa en el | riesgo de gastrointestinales, | severa.

GLUCOSIDASA intestino. hipoglucemia hepatopatia

ASCORBASA

MIGLITOL

REGULADORES Incremento de Inicio de accién Hepatopatia, No usar en insuficiencia
PRANDIALES secrecion rapida, baja la aumento de peso | hepdtica, ni es aconsejable en
METIGLINIDAS insulina glucemia en insuficiencia renal.
REPAGLINIDA pancreética. ayuncrjl_s Iy pos

NATEGLINIDA prandiales.

TIAZOLIDINDIONA

Aumento en el

Descenso de la

Hepatopatia,

No utilizar:

S manejo resistencia a insuficiencia -Insuficiencia cardiaca.
periférico de insulina, cardiaca
ggg;gﬁ?&gg,\l A glucosa. aumento de uso | congestiva, -Hepatopatia
de glucosa. aumento de peso,
edema -Osteoporosis
-Estados con tendencia a
producir edemas
-Insuficiencia renal.
IDPP-4 Subida *Hipoglucemias | Crecida a *Se tiene que ajustarla dosis
(GLIPTINAS) posprandial de raras veces, desarrollar en personas con insuficiencia
incretinas *neutralidad episodios de renal excepto con el
ALOGLIPTINA L : . . : e
LINAGLIPTINA |mp!d|endo la apreua(_ja, pancreatitis. tratamiento linagliptina.
SAXAGLIPTINA enzima que a su | *Mecanismo de
SITAGLIPTINA vez no activa las | accion gluco *Chequear constante las
VILDAGLIPTINA incretinas y dependiente. enzimas hepaticas en el uso
estimulan la de vildagliptina.
exudacion de
insulina en la *Evitar vildagliptina en
célula beta e insuficiencia hepética.
inhabilitan la
secrecion de
glucagén en
células alfa
pancreaticas.
ANALOGOS DEL Se adhieren a Disminucioén al *Producen *Insuficiencia renal y hepatica
GLP-1 los receptores cuadro de nadseas y avanzada.
del GLP1, hipoglucemias. vomitos en
SIL_JIIB_IECI;_IL_JJITIIDI'DAA Incitando_la *Redqcci()n _epis_odios _ *\_/aciamiento gastrico en la
EXENATIDA segregacion de apreciada. iniciales, en dosis | diabetes.
EXENATIDA LAR insulina en las dependientes.
LIRAGLUTIDA células B e *Caida flexible
LIXISENATIDA impiden la de presién *Se administra
exudacion de arterial. por via
glucagén en la subcutanea
células alfa *Prudente
pancreaticas. reduccion de * Crece el riesgo
triglicéridos de generar
Baja la afluencia pancreatitis.
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del vaciamiento

gastrico. *Se puede
presentar subida
Incitan el punto al riesgo de
de saturacion tumores de
hipotalamico. células C
tiroideas.
ISGLT-2 Cierran la *No provocan Mayor presencia Escasez renal con filtrado
(GLIFOZINAS) reabsorcion de hipoglucemias de infecciones glomerular mayor a 45 ml/min.
glucosa por los usados de genitales y *Insuficiencia hepatica
DAPAGLIFOZINA cotransportador | manera urinarias, en avanzada
CANAGLIFOZINA . . '
EMPAGLIFOZINA es de sodio- separada. mujeres.
glucosa tipo 2
en el tibulo de *Producen *Riesgos altos de
la nefrona, disminucion mareos por
ocasionando apreciada hipotension.
presencia de gradualmente.

*Ligera subida de
*Baja presion colesterol total y
arterial. LDL

glucosa en la
orina sin
hiperglucemia.

*Riesgos altos de
cetoacidosis con
hiperglucemias
mayor a 250 mg.

(IDPP-4: Inhibidores de la DPP-4; ISGLT-2: Inhibidores de los SGLT-2; FG: Filtrado

glomerular).

Fuente:

Farmacos antidiabéticos aprobados en Espafia. Junio  2016.

http//diabetesmadrid.org.

2.2.4. Farmaco Patron Empleado en el Ensayo

2.2.4.1 Glibenclamida

Pertenece a una clase de medicamento de segunda generacion
llamados sulfonilureas, es hipoglucemiante oral recetada en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 que no han conseguido la normoglicemia,
se caracteriza por la respuesta eficaz terapéutica en la clinica y asi
como también muchos estudios médicos; desde su primera aparicion
en 1969. ¢

Muestra una favorable absorcion administrandolo por via oral sin
diferenciaciones significativas, ni efectos acumulativos si se ingiere
junto con los alimentos, muestra un periodo de accién de 24 hrs.
mediante un campo de vida media de diez horas. Presentado
respuesta en la secrecion de Insulina entre un rango de dos a tres
horas. Se encuentra unido a proteinas seéricas entre un 98 y 99%,
siendo su medio de biotransformacion hepatica elaborando metabolitos
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inactivos que son débiles. Segregandose y eliminandose por medio de

los metabolitos, el 50% por bilis y el restante 50% por la orina. ¢

2.2.4.2 Mecanismo de acciodn

Incremento de susceptibilidad en las células beta ocasionando

hiperglicemia e aumenta la segregacion de insulina. Uniéndose a

receptores de membrana selectivas de las células beta en los islotes de

Langerhans debido a su elevada proximidad a los canales de K+. Al

aliarse la Glibenclamida a su aceptador se inhibe los canales de K+

susceptibles al ATP y produce una baja infiltracion de la membrana al

K+ . (33)

El latente reposo de las células beta se forma por su variable de

permeabilidad a los iones K+, el descenso de las acciones de los

canales K+ da sitio a la despolarizacion de la membrana, este

descenso diferencial del eventual de la membrana plasméatica da lugar

a la apertura de los canales de Ca2+ ionico, que libera la exocitosis

mediante la alteracion en la actividad enzimética, las gabelas

electrostaticas de la membrana y/o traslocacién de los granulos

secretores que desencadenan la liberacién de insulina, por lo cual la

Glibenclamida disminuye los niveles de glucosa en sangre mientras

sigua su aptitud de coexistencia exégena de segregar insulina. ¢

MECANISIMO DE ACCION:
Glibenclamida

Hiperglucemia

I | I(;l.l"l 4
|
v

Cierre de los .. ® | iberacion

canales K* .q de insulina
F \ Memabolismo ® o P
K~ N\ ==
_—e " - P
) \ .:
N ? v ‘— o
% ATP ( r \
¢ ADP Ca2+)
A
Depolarizacion \ \
_______ - >

a2+

DIAB-GLIB Canales abiertos

Figura N 6: Mecanismo de Accion de la Glibenclamida.Fuente: DIAB-GLIB

Especialidades Farmacéuticas Ltda. Abril — 2015, Disponible en http//es.slideshare.net.
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2.2.5 Diabetes Inducida
2.2.5.1 Induccioén quimica

El uso de medios quimicos para provocar la diabetes brinda una
instruccion detallada de los sucesos bioquimicos y morfolégicos que
suceden al inicio y final del estado diabético @Y. Estas sustancias se
caracterizan especificamente por su actividad de depurar las células
beta del pancreas y provocando la deficiencia insulinica, otros sobre las
células betas pero no las depura. Una tercera condicién que aumenta las
exigencias endogenas de insulina, debilitando al pancreas y en efecto
provoca la diabetes. Este Ultima clase lo crean las hormonas
antagonistas de la insulina, anticuerpos anti insulina y determinados

agentes quelantes en exclusivo el Zinc

Los medios quimicos mas habituales son el Aloxano y Estreptozotocina
como inductor, estos compuestos a dosis de generar diabetes actian

sobre las células betas especificamente.
2.25.2 Aloxano

El efecto diabetogénico del Aloxano se explica por presencia de tilos
intracelulares, especialmente glutationes, el aloxano genera especies
reactivas a oxigeno en un ciclo de reaccion de redox, el cual tiene como
producto el acido hialurénico. La autooxidacion del acido hialurénico
genera radicales superoxidos, siendo el mas importante el radical
hidroxilo. Debido a la baja capacidad antioxidante de las células Beta,
este radical hidroxilo genera una serie de cambios estructurales en las
células pancreéticas lo que conlleva a la muerte celular y la consecuente
hiperglicemia®. La dosis diabetogénica de aloxano en ratas es de 65
mg/kg, pero cuando se administra por via intraperitoneal (IP), o
subcutanea (SC) su dosis efectiva debe ser mayor, por ejemplo, una
dosis intraperitoneal por debajo 150 mg/kg puede ser insuficiente para la
induccion de la diabetes en esta especie animal. En ratones, las dosis

varian entre 100-200 mg / kg por via intravenosa (1V). @90
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2.2.6 Extractos Vegetales
2.2.6.1 Definicién

Se determina como el producto liquido adquirido a partir de plantas o
parte de ellas que pueden ser hojas, tronco, raiz generalmente a través
de varios procesos y solventes. Entre sus variadas elaboraciones
galénicas, la tintura madre espagirica (extracto hidroalcohdlico en el
cual se evidencia todo el poderio de la planta fresca), ofrece y

proporciona un elevado nivel cualitativo y cuantitativo para estudio. ©¢”

2.2.6.2 Tipos:
— Extractos fluidos o liquidos
— Extracto semisolido o blando
— Extracto seco

— Crio extracto
2.2.7 Extracto hidroalcohélico

2.2.7.1 Definicién:
Los extractos hidroalcohdlicos son extractos liquidos concentrados,
obtenidos de la extraccién de una planta o parte de ella como hoja,

tallo, fruto, utilizando como solvente alcohol y agua. ©¢®

2.2.7.2. Obtencion:

Se macera colocando la muestra en el solvente y deja unos dias; para
ello, se usa el material de la planta que se desea extraer, seco y molido
gue se coloca en un recipiente color ambar e hermético, se le adiciona
agua y alcohol al 70% en una relacion 1:1. Se agita y se deja en reposo
de 10 a 15 dias, moviendo ocasionalmente; cumplido el periodo segun
la planta y otros medios, se purifica la mezcla; se descarta el desecho y
asi se obtiene el extracto, se conserva a una temperatura ambiente

entre 15y 20 °C., en un lugar fresco y protegido de luz. ¢
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Las mezclas alcohol con agua brinda generalmente gran aumento de
principios activos encerrado en las plantas. Si solo se trabaja en el
extracto con un contenido alcohdlico menor al 15% v/v puede
malograrse, motivo se genera un medio para el crecimiento de
microorganismo. Es debido que por esta caracteristica se suele
manejar alcohol para la elaboracion de extractos. La USP nos brinda
informacion especifica dos procesos puntuales para la elaboracion de
tinturas: por percolacién, designado como proceso “P”, y por

maceracién como proceso “M”. 4%

Mediante la produccion de maceracion se trata de poner en contacto la
droga y el solvente, durante un periodo de dias, dando como resultado
el equilibrio entre ellos, y depende mucho de los factores que estan
unidos a la droga, como por modelo, su naturaleza, el dimension de la
particula, su comprendido de humedad, la abundancia y también
factores relacionados al solvente, como modelo, la excelencia y la
abundancia. La productividad del extracto se reduce cuando el vinculo
droga/solvente crece. Ademas el incremento de la droga es un medio
de acontecimiento, debido a la crecida de la infiltracién de la pared
celular y la expansion del solvente. La fluidez del equilibrio esta en
relacion al volumen de la particula de la droga molida, asi también el
grado de incremento de las células y de la posesién del solvente, como

modelo, su viscosidad y su polaridad. “?
2.3 Formulacién de Hipotesis
2.3.1 Hipotesis general
El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) presenta actividad hipoglucemiante en ratas inducidas a

hiperglucemia.

2.3.2 Hipotesis especificas
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1. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) contienen clases de metabolitos relacionados con la actividad

hipoglucemiante.

2. El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA

SALVIA) presenta actividad hipoglucemiante a diferentes dosis.

3. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) presenta actividad hipoglucemiante en comparacion a la
glibenclamida.

2.4 Variables

2.4.1 Variable independiente (V.1).

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA).

2.4.2 Variable dependiente (V.D).

Actividad hipoglucemiante.

2.4.3 Tabla de operacionalizacion de variables.
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Tabla N 3: Tabla de operacionalizacién de variables.

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES UNIDAD DE INSTRUMENTOS
MEDIDA
V.I:

El extracto Fitoquimica Presencia de Marcha Ficha de
hidroalcohdélico compuestos Fitoquimica. observacion ad-
de las hojas de fendlicos, hoc

Lepechinia flavonoides,

meyenii (PACHA aminoacidos,
SALVIA). saponinas,
triterpenoides,
alcaloides.
V.D:
Actividad Farmacolégica Diferencia de las Glucosa en Glucometro
hipoglucemiante. medidas de sangre en Accu-chek
Administracion oral glucosa en mg/ dL “performa nano”
de las dosis sangre, en ratas
250mg/kg; gue presentan
500mg/kg y hiperglucemia.
1000mg/kg.

Fuente: Elaboracion propia.
Tabla N 3: Se observa la variables tanto independiente y dependiente, se
muestra las dimensiones, indicadores,

sus unidad de medida y los

instrumentos, respectivamente.

2.5 Marco conceptual

e Acido ursolico: es un compuesto natural, que se encuentra presente en
varias especies vegetales, principalmente en la familia de las labiadas. Es
considerado una especie de fitoquimico con una estructura triterpenoide

pentaciclico.

e Bioterio: Area de apoyo a los laboratorios del Centro de Diagnostico de
Sanidad Animal, cuenta con infraestructura adecuada para fines de
experimentacion animal y produccion, incluye las areas de cuarentena de
animales, area de animales inoculados y sala de produccion exocriados y
hamsters que son utilizados en diferentes pruebas del Centro de
Diagnostico. Ademas cuenta con modernos equipos Yy condiciones
ambientales controladas para la produccion de cepas de alta calidad
genética y microbioldgica.
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Bioterio de experimentacion: Destinado solamente para alojar animales
durante el tiempo que dure un estudio 0 una investigacion. Se debe tener
en cuenta que existan instalaciones con barreras sanitarias establecidas
para la proteccion de las personas asi como de los animales, con el
equipamiento necesario y los procedimientos normativos operacionales

correspondientes para dichos fines.

Células B pancreaticas: localizadas en el centro del Islote de Langerhans,
del péancreas, encargadas de la secrecion de insulina, hormona

hipoglucemiante.

Concentracion: la cantidad de sustancia presente en un volumen
determinado. La concentracién es la relacion que existe entre la cantidad

de una sustancia disuelta y la del disolvente en una disolucion.

Dosis: la dosis del principio activo de un farmaco, referido en unidades de
volumen o peso por unidad de toma en funcion de la presentacion, que se

dosificara de una vez. También es la cantidad de farmaco efectivo.

Extracto: Se define como la sustancia que se extrae de otra por varios
procedimientos y en forma concentrada, siendo asi su caracteristica
principal. Se producen especialmente en farmacia.

Eutanasia: procedimiento humanitario empleado para terminar con la vida
de los animales de laboratorio, sin producirles sufrimiento.

Flavonoides: generalmente se encuentraen los metabolitos secundarios
presentes en las plantas. Son sintetizados mediante una molécula de
fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través suvia biosintética, cuyo producto
es la estructura base que se cicla gracias a una enzima isomerasa.

Glicemia: es el nivel de glucosa en sangre, el valor normal de la glicemia

se sitia entre 90 a 100 mg/dl en humanos. Asimismo también es el
término de referencia al examen bioquimico que mide la glucemia.
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Glucosa: es la principal azucar que se desplaza en sangre y es la fuente
de potencia en el cuerpo para los seres vivos y plantas.

Hidroalcohdlico: formado por una mezcla de agua y alcohol. Se produce a
los extractos o tinturas obtenidos de plantas, arrancando primero el agua,
dejando evaporar esta y seguidamente depurando el alcohol.

Hiperglucemia: azlcar o glucosa alta en la sangre. Esta glucosa proviene
de los alimentos que uno ingiere.

Hiperglucemia pospandrial: a la glucemia menor a 140 mg/dL, dos horas
después de la comida.

Hipoglucemia: poca glucosa en forma de azlcar en sangre, en el estado
agudo se presentan manifestaciones secundarias a descargas
adrenérgicas o0 neuroglucopénicas debido a valores subnormales de
glucosa, habitualmente mayor a 60-50 mg/dL.

Insulina: hormona polipeptidica elaborada por las células beta de los
islotes de Langerhans; presenta efectos metabdlicos que son anabdlicos,
favoreciendo asi a la sintesis del glucégeno, triacilgliceroles y proteinas.

Maceracion: es una serie de extraccion sélido y liquido. El producto sélido
cuenta con una fase de compuestos solubles en el liquido extractante.

Metabolito secundario: son los compuestos quimicos condesados por las
plantas que desempefian medios no esenciales en ellas, de forma que su
partida no es mortal para el organismo, al opuesto que los metabolitos
primarios interponen en las variaciones ecoldgicas entre la planta y su
medio.

Pancreas: glandula de secrecion, recubierta por una delgada capsula de
tejido conectivo, de la que parten en profundidad septos o tabiques que
contiene los vasos de irrigacion, los colectores de secrecidon exocrina y
fibras nerviosas. Esta glandula cumple una doble funcidn tanto exocrina
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(secrecion de enzimas digestivas) y endocrina (secrecion de insulina y
glucagon).

Solubilidad: indica el hecho de que una sustancia se puede disolver, es la
capacidad con la que cuenta cierta sustancia para disolverse en otra.

Screening fitoquimico (tamizaje fitoquimico): se usa inicialmente enla
investigacion fitoquimica, brindando una orientacion clara de la extraccion
y division de los extractos para la separacion de los grupos de gran
interés cualitativamente a través de los principales medios quimicos
presentes en una planta. Consiste en la extraccion de la planta con
solventes apropiados y la aplicacién de reaccion de color y precipitacion.

37



CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudio y disefio de investigacion.
3.1.1 Tipo de estudio
De acuerdo a las caracteristicas y al alcance de los resultados, es un
estudio de tipo:
3.1.1.1 Segun el nivel de conocimiento cientifico:
» Experimental.
3.1.1.2 Segun la ubicacién temporal:

» Transversal: Debido a que el estudio se realizé en un
determinado tiempo, ya que las variables fueron
observadas, después de trascurrir un periodo empirico
de 28 dias de haber realizado el tratamiento.

3.1.1.3 Segun la planificacion de toma de datos:
» Prospectivo: ya que la recoleccion de datos se

realizara de acuerdo a la ocurrencia de los hechos.

3.1.2 Disefio del estudio
» Experimental in vivo: Debido a que se trabajé con
grupos controles, para nuestro caso grupo control
positivo y control negativo, se manipulo la variable
independiente, la eleccion de la muestra fue de tipo
probabilistico, para la determinacion de la actividad

hipoglucemiante.
3.2 Poblacién y Muestra

» La poblacion del estudio fitoquimico fueron arbustos de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) dentro de 20 m? del distrito de Pucaré, en la provincia de
Huancayo, departamento de Junin a una latitud de -12,1675, altitud 3362
mshm, coordenadas geogréaficas 12°10°20”S 75°08°50” O. y la muestra son
2 kg de hojas frescas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA).
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» La poblacion del estudio farmacologico fueron una camada de 200 ratas

albinas (Rattus novergicus), y la muestra se utilizé 45 ratas albinas (Rattus

novergicus) de la cepa Holtzman machos de 220-240 g de peso y 2 meses

y medio de edad en buen estado de salud; adquiridas en la Universidad

Cayetano Heredia.(Anexo N 25)

Tabla N 4: Criterios de inclusion y exclusion

Inclusion

Exclusion

Ratas machos

Ratas hembras

Ratas de edad dos meses y medio

Ratas de edad de un mes y mayor a

tres meses de edad

Peso de ratas entre 220 y 240

Peso de ratas entre 250 a mas

Hojas recolectadas en Pucara

Hojas de todo Huancayo

Hojas enteras

Hojas deterioradas

Fuente: Elaboracion propia.

El tamafio de la muestra se calculé a nivel de confianza y el margen de

error son 95% y 5%, respectivamente. La seleccién de la muestra fue

probabilistica. (Anexo N 28)

3.3 Técnicas e instrumentos de recolecciéon de datos

3.3.1 Técnicas

Las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) fueron adquiridas en el

distrito de Pucara, provincia de Huancayo. (Ubicado a 3362 msnm) con la

ayuda de un poblador que conoce la ubicacion de esta planta.

El transporte de las hojas desde el lugar que se adquirid, hacia el laboratorio

de quimica organica de la UIGV, se realizd, en bolsas de papel limpios para

evitar la contaminacion y asegurar la ventilacion, evitando la putrefaccion.

Determinacion de la muestra fitoquimica.
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e Evaluacion macroscopica
e Pruebas de solubilidad

e Marcha Fitoquimica.

3.3.2 Instrumentos de recoleccion de datos
Ficha de recoleccion de datos

a.- para la prueba de solubilidad

b.- para el rendimiento y tamizaje fitoquimico

c.- para la actividad hipoglucemiante.

3.4 Equipos, Materiales y Reactivos.

3.4.1 Equipos

Para el trabajo se utilizaron los siguientes equipos:

e Balanza Gramera.- para el pesado de las ratas albinas.

e Balanza Analitica.- para el pesado del estdndar de Quercetina.

e Rotavapor.- para concentrar la muestra de PACHA SALVIA

e Estufa.- para la obtencion del extracto seco de la PACHA SALVIA.

e Plancha de calentamiento.- para evaporar el solvente de la placa
cromatografica.

e Luz UV 254y 366nm.

e Glucometro Accu-Chek® Performa Nano para las mediciones de glucosa

en las ratas.

3.4.2 Materiales

Para la realizacion del trabajo se utilizaron los siguientes materiales:
Material estéril de Laboratorio

e Papel Kraft

e Morteroy pilon

e Matraz Erlenmeyer

e Embudo de vidrio
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o Papelfiltro

e Tubos de ensayo

e Pipetas

e Fiolas de 50 mL

e Peras de Bromo de 250 mL
e Estandar de quercetina

e Estandar de cafeina

e Material quirdrgico

e Jaulas de polietileno

e Tiras reactivas para la medicion de la glucosa.
e Sonda nasogastrica

e Jeringa de tuberculina

e Frasco Ambar 1 L con boca ancha.

3.4.3 Reactivos

Para la realizacion del trabajo se utilizaron los siguientes reactivos:
e Mayer

e Wagner

e Dragendorff

e A&cido Fosfowolframio

e Sonneschein

¢ Reineckato de amonio

e Shinoda (magnesio + acido clorhidrico concentrado)

e Cloruro Férrico

e Reactivo de gelatina al 1%

e Hidroxido de sodio al 5% (Reaccion de Bortranger)

e Ninhidrina
e Lugol

e Fehling A
e Fehling B

e Alcohol de 70°C
e Metanol
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e Etanol

e Cloroformo

e Agua destilada

e Isopropanol

e Butanol

e Dicloro metano

e Eter de petrdleo

e Acetona

e Reactivo de Tricloruro de Aluminio al 2%
e Reactivo Metanol : Agua (25:75)

e Reactivo BAW (Butanol : Agua : AAG) (4:3:1)
e Acido sulftrico 2 N

e Hidroxido de sodio al 10%

e Reactivo Libermann-Burchard.

3.5 Procedimiento experimental

El procedimiento experimental para el siguiente trabajo consta de dos partes, una
parte Fitoquimica en donde se trabajé las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) para obtener un extracto hidroalcohdlico que nos sirvié para las pruebas

de solubilidad, tamizaje fitoquimico y cromatografia en capa fina.

La segunda parte Farmacologica donde se pudo evidenciar el posible actividad
hipoglucemiante de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) en ratas
albinas cepa Holtzman mediante la medicion de glucosa por el método de

sangrado del seno venoso orbital.

3.5.1 Recolecciéon y procesamiento pos cosecha.

3.5.1.1 Secado de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

Se procedié a separar las hojas con cuidado y recolectarlas en papel

Kraft, para luego colocarlo a la estufa a una temperatura de 40 °C; se
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utilizé esta temperatura para no alterar los metabolitos que queremos

evaluar.

3.5.1.2 Extraccion Hidroalcohélica de las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA)

Una vez ya seca las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) son
molidas manualmente, y pesada dando 300 gr. en la balanza analitica con
apropiada asepsia. Vertemos 1000 mL de alcohol etilico de 70° a la
muestra, se coloca en un frasco de vidrio color &mbar y se macera por
dos semanas con agitacion constante y protegidos de la luz para no

alterar los metabolitos.

Después del tiempo transcurrido la muestra Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) es filtrada dos veces con papel Whattman Nro 40, para no dejar

pasar las hojas y si solo el liquido para nuestros analisis posteriores.

3.5.1.3 Extracto Seco de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA)

Para el procedimiento del extracto seco se lleva el extracto filtrado al
rotavapor, equipo que es utilizado para la evaporaciéon del solvente; este
equipo consta de una vasija de calentamiento donde ponemos el agua
destilada, un brazo que sujeta el balén donde es depositada la muestra y
al otro extremo un refrigerante que tiene una terminacion para el recojo
del alcohol en la muestra. Este trabajo es a una temperatura controlada
gue no debe de exceder los 50° C, después de 1 dia la muestra es
llevada a la estufa a 40° C para obtener el extracto seco en forma de

melcocha.
La muestra es recolectada en envase protegido de la luz y guardada a

temperatura de 2 a 8 °C hasta su utilizacion para las prueba fitoquimicas

(Anexo N 3;4;5) y farmacoldgicas ( Anexo N 29).
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3.5.2 Prueba de Solubilidad

Para esta prueba de Solubilidad sacamos de refrigeracion el extracto seco y
tomamos poca cantidad de muestra, lo colocamos en seis (06) tubos de
ensayo; vertiendo de 3 a 5 ml los solventes como (Agua, Cloroformo, Etanol,
Metanol, butanol, acetona, dicloro metano, éter de petrdleo y isopropanol) este

ensayo nos brinda si los solventes son disolubles a la muestra.

Tenemos que tener en cuenta la Polaridad del disolvente ya que esta

propiedad brinda informacion de solubilizacién en diferentes solutos.

3.5.3 Screnning fitoquimico o marcha fitoquimica

Estos ensayos se pueden verificar sobre la muestra; en forma entera,
pulverizada o como es mas frecuente en extractos que se pudieron obtener de

diferentes procedimientos de extraccion de la planta y con diferentes solventes.

Son de tipo cualitativo que permiten la identificacion de la droga a ensayar, es
por lo general la presencia de determinados compuestos especificos derivados

del metabolismo secundario de la planta.

También para los ensayos de metabolitos secundarios se les hace prueba pero
van a hacer comunes a todas las plantas es por eso que carece de interés de

diagnéstico.

Las pruebas para el screnning fitoquimico comprenden reacciones de

identificacion (coloreadas, de precipitacion, fluorescencia, micro sublimacion).
El procedimiento es poner de 2 a 5mL del extracto de la Lepechinia meyenii

(PACHA SALVIA) en los tubos de ensayo para luego agregar de tres (03) a

cinco (5) gotas de los reactivos para la identificacion de los metabolitos.
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Tabla N 5: Identificacién de los metabolitos.

METABOLITOS

PRUEBAS

REACTIVO

COMPRENSION DEL ENSAYO

ALCALOIDES

WAGNER

Constituido por yodo-yoduro de potasio, se observa una
tonalidad marrén cuando se afiade de 3 a 5 gotas.

MAYER

Conformado por Yoduro de mercurio y potasio, se
observa una tonalidad blanca a crema cuando se afiade
unas 3 a 5 gotas al medio acidulada del extracto

DRAGENDORFF

Constituido por Yoduro de bismuto y potasio, se observa
una tonalidad rojo a naranja cuando se afiade unas 3 a5
gotas al medio acidulada del extracto.

REINECKATO DE
AMONIO

Conformada por NH4[Cr(NH3)2(SCN)4]2H20,se observa
un sedimento de particulas coloides de color rosa cuando
se afiade de 3 a 5 gotas.

FLAVONOIDES

SHINODA

Conformada por limaduras de magnesio més HCI
concentrado, brinda las tonalidad amarillas a rojas
(flavonas y flavonoles), diferenciandose entre si, sila
coloracion es rojo a magenta (flavanonoles), si son
tonalidades rojo, violeta o azul (flavanonas), si son
amarillos (isoflavonas), si esta no presenta tonalidad
pueden ser isoflavononas, chalconas y auronas.

Conformado por Cloruro férrico diluido en agua, brinda

COMPUESTOS tonalidad azul, verde o negra cuando se afiade de 3 a5

FENOLICOS CLORURO FERRICO gotas.

TANINOS DE GELATINA AL 1% Conformado con Gelatina més cloruro de sodio, da un
sedimentado blanco cuando se afiade de 3 a 5 gotas.

NAFTANONAS, HIDROXIDO DE SODIO AL | Se observa una coloracion roja al afiadir de 3 a 5 gotas.

ANTRAQUININOS 5%( REACCION DE

Y ANTRANONAS BORTRANGER)

TRITERPENOIDES

LIBERMANN-BURCHARD

Al material de estudio se le afiadié 3 gotas de OHAc mas
3 ml Ac20/H2S04 (50:1), manifestando una coloracion
rojo a rosado purpura.

SAPONINAS ESPUMA PERSISTENTE Agua destilada en agitacién constante con la muestra.
GLUCIDOS REACTIVO FEHLING AY Al material de estudio se le afiade 5 mL de Fehling Ay B
B y se lleva a bafio maria, manifestando un sedimento
anaranjado ladrillo nos demuestra reaccion positiva.
ALMIDON LUGOL Al material de estudio se le afiade 3 gotas de Lugol se
manifiesta a tonalidad oscura nos da la reaccién positiva.
CETONAS REACTIVO DE 2,4 A la muestra se le afiade 1 gotas de DNPH si presenta
DINITROFENILHIDRAZINA | un precipitado amarillo o naranja rojizo nos da la
(DNPH) presencia de cetonas en la muestra.
. Se le agrega de 3 a 5 gotas a la muestra e
AMINOACIDOS NINHIDRINA inmediatamente es llevada a calentar, la presencia de

una coloracion rosada medio lila es positiva para
amino&cidos.

Fuente: Libro de investigacion fitoquimica de Olga Lock
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3.5.4 Prueba cromatografia en capa fina

Es una técnica utilizada en la actualidad permite la separacion de la union con
interés natural.

Su principal ventaja es la versatilidad, velocidad y sensibilidad, al referirnos a la
versatilidad nos referimos al empleo de una variedad de adsorbentes, como la
Silicagel que se usa generalmente.

Su velocidad es debida a la naturaleza compacta entre la muestra problema y
el estandar cuando este absorbe y capta la sensibilidad del medio, se pueden
separar cantidades del orden en microgramos.

La evaluacion de los principios aislados habitualmente se elabora por medios
especificos, la luz UV permite hallar sustancias que captan la longitud de onda
alta 365 nm y de onda baja a 254 nm.

Flujograma del ensayo experimental, recoleccion e identificacion de la planta, y
la elaboracién del extracto hidroalcohdlico.

Recoleccidn de la planta Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

!

Identificacion por el herbario de historia natural UNMSM y asignacion del folio.

v

Preparacion del extracto hidroalcohdlico y concentrado (40°C en estufa)

!

Prueba de solubilidad

A 4

Marcha fitoquimica

v

Prueba de cromatografia de capa fina

Figura N 7: Flujograma del ensayo experimental, recoleccion e identificacion de la planta,
y la elaboracion del extracto hidroalcohdlico. Fuente: Elaboracion propia.
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A.- Cromatografia en capa fina con revelador para alcaloides.

Para el ensayo de cromatografia se emple6 placa cromatografica de la
marca Merck (TLC Silicagel F2s4) como medio estacionario, para la fase
solvente de elucion se usé Metanol: Agua en proporcion de (25:75)

puntualmente, y se inoculo con una jeringa en ul de la muestra.

Para examinar se empled el estadndar de cafeina en concentraciones de
10 mg/ mL de metanol. Se inoculo 5 pul, caso parecido ocurrié con la

muestra.

Una vez contenida la placa cromatogréfica las dos inyecciones es
sumergida en la fase mavil, donde procedera a la separacion de los
metabolitos por absorcion y polaridad, culminada la elucién del activo se
saca la placa cromatografica y se evapora el solvente en una plancha de
calentamiento, luego se visualiza las maculas de corrida en la luz UV 254

nm.

Para determinar los alcaloides en la muestra se rocia acido sulfurico a 2
% y seguido el reactivo de Dragendorff, como revelador, si se observa

manchas naranjas es positiva la identificacion.

B.- Cromatografia en capa fina con revelador para flavonoides.

Para el ensayo de cromatografia en capa fina de alcaloides se utilizéla
placa cromatografica de la marca Merck (TLC Silica gel F2s4) como medio
estacionario, para el solvente de elucion fue BAW (Butanol — Agua - Acido
acético glacial) en proporcion de (20:15:5), esta mezcla se colocé en una
pera de bromo de 250 mL y se sacudio, observando la presencia de dos
fases, el movil que es menos densa. Ademas se utilizé una jeringa en pl

para la inyeccion.
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Para la evaluacion se us6 un estandar de Quercetina® en concentracion
de 10 mg/ mL de metanol el cual se inoculo 5 pl a la placa cromatografica,

caso igual con la muestra.

Finalizada la corrida, luego es secado mediante la plancha de
calentamiento, hasta evaporar el solvente, se observa las maculas en la
luz UV a 254 nm, y se usa como revelador el tricloruro de aluminio, si se

manifiesta maculas amarillas, quiere decirnos muestra positiva.

3.5.5. Prueba de toxicidad aguda oral

Se determind la toxicidad aguda por via oral en ratas, segun Guia OECD — Test
423 (Método de Clases) y la evaluacion de la Actividad hipoglucemiante por via
oral del extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)
mediante la técnica citada en el manual del Cyted y del modelo in vivo, del
modelo citado: Antidiabetic activity of Paspalum scrobiculatum Linn. in alloxan
induced diabetic rats Journal of Ethnopharmacology, Volumen 127, Issue 2, 3
February 2010, Pages 325-328 ®%

Animales de experimentacion:

Fueron usadas ratas albinas machos de cepa Holtzman con 8 a 10 semanas de
edad de un peso promedio de 220 - 240 g +/- 20g.; originadas del bioterio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. El proceso de cuarentena para la
aclimatacién a las condiciones ambientales (30°temperatura y menor a 80% de
humedad), y conductuales fue de cinco dias.

El total de animales para todo el ensayo fueron distribuidos de la siguiente
forma: Un grupo de 3 ratas con una repeticion y un control (total 9, 3 de cada
grupo), para la prueba de toxicidad aguda oral y otros 6 grupos de 6 animales
por cada tratamiento, con un grupo control positivo y uno control negativo, ratas

normales (sin induccién), para el ensayo farmacolégico.

Evaluacion de la Toxicidad Aguda Oral - Método de clases (DL50):
Se evaluo la Toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohodlico de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA), que fue administrado oralmente de acuerdo con la

guia OECD Test 423“?, mediante el uso de una sonda nasogastrica a dos
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grupos de tres ratas cada uno (un grupo con una repeticién) y un grupo control
(agua destilada). Se realizaron observaciones diarias, buscando signos o
sintomas de toxicidad o efectos adversos y mortalidad en los animales de
experimentacion. Ademas se hizo control visual del agua y alimento en

condiciones adecuadas.

La prueba incluyé un tratamiento del extracto hidroalcohdlico con una
sobrecarga de 2000 mg/Kg de peso corporal. El volumen de administracion de
la muestra diluida en agua destilada es de 1 ml, al grupo control se le
administré agua destilada, solo para comparar con el grupo de sobrecarga del

extracto. La mortalidad fue visualizada diariamente hasta los 14 dias.

Después de la ingesta de dosis, se elaboré un rastreo a los animales para
observar si hay mortalidad y si existen conductas anormales (como alteracion
en la actividad motriz, postracién, depresion, irritabilidad) o presencia de signos
de toxicidad (como salivacion, convulsion, piloereccion, disnea, diarrea, entre

otros).

Se realiza registros de peso corporal a los animales de experimentacion, para
evaluar si hay alteracién de aumento o pérdida.
Las evaluaciones y valores de concentracién ensayados son explicados en la

siguiente tabla:

Tabla N 6: Tratamientos de experimentacion con Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) por peso promedio.

Dosis(mg / Kg rata) N° de animales Peso promedio por grupos(g)
2000 3 224.70
2000 (repeticion) 3 226.82
Control 3 222.50

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla N 6: Se observa la dosis y nimero de ratas con su peso para
la Prueba de Toxicidad Aguda Oral.
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3.5.6 Evaluacién de la actividad hipoglucemiante
El ensayo involucro seis grupos de experimentacion.
Las evaluaciones y valores de concentracion ensayados son detallados en la

siguiente tabla:

Tabla N 7: Dosis de experimentacion con Lepechimia meyenii (PACHA

SALVIA)
Grupo Animales Dosis
Control negativo 6 0

Hiperglucémicas sin tratamiento 6 0
Glibenclamida(Control positivo) 6 40 mg/kg

Dosis 1 6 250 mg/kg

Dosis 2 6 500 mg/kg

Dosis 3 6 1000 mg/kg

Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla N 7 : Se observa el tratamiento experimental con la glibenclamida
(control positivo) y Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA), lo cual tambien se

observa la distribucion por cada grupo experimental en numero de ratas.

Determinacion de la actividad hipoglucemiante en ratas hiperglucémicas

Previo al inicio de la prueba, todos los animales seleccionados para el estudio
fueron restringidos en su alimentacion 24 horas antes del ensayo, motivo que
se encuentren en ayunas y no haya ninguna alteracion que pueda manifestarse
por su alimentacion. Los animales fueron mantenidos en jaulas de polietileno
con tapas de acero inoxidable que aloja el agua y alimento y distribuidos al

azar, porgue el trabajo segun el disefio es aleatorio, seis ratas, en cada grupo.
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Administracion del extracto hidroalcohélico de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) como tratamiento:

La dosificacion del extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA). Se realiz6 por via oral mediante sonda nasogastrica. Se administro
un volumen de 1mL del extracto diluido en agua destilada en sus diferentes
concentraciones a todos los animales inducidos con diabetes. El suministro de
alimento se restablecié cuatro horas después de la dosificacion. El acceso al
agua y alimento fue en condiciones adecuadas, de temperatura, humedad y
fotoperiodo (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad).

Induccion de diabetes experimental por Aloxano monohidratado:

El inductor Aloxano® fue administrado por via intraperitoneal en un volumen de
administracion de 1ml, en funcion de la dosis de 60 mg/kg de peso corporal,
disuelto en solucion buffer citrato de sodio 0.1M estéril. Posterior a las 72 horas
de administracion, se tomaron muestras sanguineas de los animales para
determinar sus niveles de glucosa basal. Se determinaron glicemias mayores a
200 mg/dl de glucosa, consideradas como una diabetes quimica positiva.

Todos los animales ensayados alcanzaron y superaron este valor. ®®©7)€D

Glibenclamida

La glibenclamida fue administrada por via oral, por tanto, el volumen de
administracion maximo fue de 1ml, en funcién de la dosis de 40 mg/kg de peso

corporal, hasta los 28 dias de experimentacion.

Con la finalidad de comparar el grupo de ratas hiperglucemicas tratadas con
glibenclamida como mis tres grupos de ratas hiperglucemicas tratadas con el
extracto de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA). En el grupo de ratas
hiperglucemicas administradas glibenclamida como tratamiento las definimos

para nuestro proyecto como control positivo.
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Técnica de extraccion de sangre:

Las muestras sanguineas de los animales de experimentacion se obtuvieron
por utilizaciéon del método de sangrado del seno venoso retro orbital. Técnica
citada en el Manual de CEEA. ©®®

Esta técnica implicé punzar el seno venoso detras del globo ocular. El
sangrado del seno venoso orbital es un método util para obtener optimas

muestras. ©”

Una gota de la muestra sanguinea de los animales tratados es colocada en la
tira reactiva respectiva para su lectura en el glucometro marca ACCUCHEK®.
Este procedimiento se hizo en todos los animales de todos los grupos
ensayados.

Se tomo las muestras en un periodo tiempo de dias el cual en nuestro proyecto
fueron 0, 7, 14, 21y 28 dias (Tabla N 11).

También se realiz6 el comportamiento de la curva de hiperglucemia en los
grupos, se tomé para ello los promedios de los valores solo del dia 28, el cual
fue el Ultimo dia de la experimentacion (Figura N 7) y (Figura N 8).

Disefio experimental de la actividad hipoglucemiante:

Se utilizaron 36 ratas machos, cuales se dividieron en 6 grupos; como indica la
Tabla N 6.

El motivo porque se prefirid las ratas de sexo macho en nuestro proyecto fue
para evitar un falso positivo ya que las hembras podrian ocasionarlo debido

que tienen periodo de ovulacion.

Las ratas duraron 28 dias con diabetes ya que estaban con tratamientos.

52



El estudio duro 28 dias. Al final del ensayo los animales fueron pesados y

sacrificados por dislocacion cervical.

Estimacidn de glucosa sérica

o Evaluacion de la glicemia

Dia 0: Semana de pre-tratamiento, se midi6 glucosa basal de los

animales de experimentacion.

Dia 7: Semana 1 Post induccion con Aloxano, se midié glucosa de todos
los animales de experimentacion, tanto a los que se les administrd
Aloxano como a los que no. En el inicio de la semana, empezé el
tratamiento con extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) en las tres concentraciones y se administré glibenclamida al

grupo control positivo.

Dia 14: Semana 2 Post induccion con Aloxano. Se continué con el
tratamiento con extracto hidroalcoholico de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) y se midi6 la glucosa de todos los animales de experimentacion.
Se continué con la administracion de glibenclamida al control positivo,
para tener una comparacion con el extracto, para ver si tiene actividad

hipoglucemiante.

Dia 21: Semana 3. Post induccion con Aloxano. Pendltima semana de
tratamiento con extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) y se midio la glucosa de todos los animales de experimentacion.

Se continud con la administracion de glibenclamida al control positivo.

Dia 28: Semana 4. Post induccion con Aloxano. Ultima semana de
tratamiento con extracto hidroalcohodlico de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) y se realiz6 la ultima medicion de glucosa de todos los animales

de experimentacion.
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Condiciones de Ensayo:

Las condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo en el tiempo de

experimentacion se registraron en los siguientes parametros:
Temperatura (°C): 22 + 2°C,;
Humedad (%) :< 70 %;

Luz, Oscuridad: 12 L: 12 O.

El consumo de agua y alimento en condiciones adecuadas.

Flujograma  del

hipoglucemiante.

ensayo

experimental,

Ensayo

farmacolégico

Grupos:
Grupo |: agua destilada

Grupo II:
Hiperglucemicas

Grupo lll:Glibenclamida
40mg/kg.

Grupo IV: Extracto
250mg/kg.

Grupo V: Extracto
500mg/kg.

Grupo VI: Extracto
1000mg/kg.

Ensayo farmacoldgico de

la actividad hipoglucemiante

A

N

y

Evaluacién de la toxicidad aguda oral.

A

y

Medicion de

glucosa basal

v

Administracion

del

Aloxano 60 mg/kg

hiperglucemia), excepto el grupo I.

(inductor

de

!

Administracion del tratamiento

A

y

-

Medicién de glucosa alos 0,7, 14, 21 y 28 dias.

Figura N 8: Flujograma del ensayo experimental,
hipoglucemiante. Fuente: Elaboracion propia.

Ensayo farmacolégico
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3.5.7 Procesamiento de datos

El analisis estadistico se realizard con Software Microsoft Excel 2016. Se
utilizara la prueba de test de comparaciéon muiltiple (Test de Tukey) ANOVA
para determinar existen diferencias significativas entre los datos los cuales son

los tratamientos.

¢ Analisis estadistico:

Los resultados obtenidos, en los diferentes tratamientos, se analizaron
estadisticamente para evaluar el efecto del extracto hidroalcohdélico sobre los
diferentes tratamientos con niveles de significancia del 95% (p < 0.05) por un
test de comparacion mdultiple (Test de Tukey) ANOVA para determinar si

existen diferencias significativas entre ellas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados
4.1.1 Ensayo de solubilidad
Los resultados fueron los siguientes:
Tabla N 8: Prueba de solubilidad

PRUEBA DE SOLUBILIDAD
Solventes Extracto seco Resultado de
3ml 3ml Solubilidad
Eter Petréleo )
Cloroformo )
Dicloro Metano )
Acetona (++)
Butanol Extracto seco en A
tubos de ensayo
Isopropanol )
Etanol (+++)
Metanol (+++)
Agua (+++)

Fuente: Elaboracion propia.

Donde:
(-)Insoluble

(+) Poco soluble
(++) Soluble

(+++) Muy soluble

En la Tabla N°8: Se observa que el extracto hidroalcoholico de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA) es muy soluble en etanol, metanol y agua, en
acetona es soluble, en éter de petréleo, cloroformo, dicloro metano, butanol y

isopropanol son insolubles.
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4.1.2 Marcha Fitoquimica

Los resultados fueron los siguientes:

Tabla N 9: Identificacion de metabolitos primarios

IDENTIFICACION DE METABOLITOS PRIMARIOS

Metabolitos Reactivo de ., . Resultado
. . . e Reaccion positiva
Primarios identificacion
Precipitado
Glacidos Fehling Ay B anaranjado (++)
ladrillo
Almidén Lugol Tonalidad oscura )
Cetonas 2,4 DNPH Tonalidad rojizo (+)
Tonalidad oscuro +++
Aminoacidos Ninhidrina o (H++)
violacea

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla N 9: Se observa la presencia de aminoacidos es total, en glucidos es

moderada y tanto almidones como cetonas es leve.

Tabla N 10: Identificacién de metabolitos secundarios

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos Reactivo de Reaccién Resultado
secundarios identificacion positiva
Precipitado ++
Mayer P )
blanco
Precipitado (++)
Wagner 3
marrén
. Precipitado rojo
Alcaloides Dragendorff P _ J
0 naranja (+++)
Reineckato de
. Tono rosa
amonio (+)
Flavonoides Shinoda Tono rojo (++)
Compuestos fendlicos .
Cloruro férrico Tono verde
(+++)
Taninos ) Precipitado
Gelatina al 1%
blanco )
Naftaquinonas, Reaccion de Tono rojo
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antraquinonas, y Bortranger )
antranonas.
. Espuma

Saponinas Espuma _
persistente (+++)

. . Reaccion Libermann- _

Triterpenoides Tono rojo purpura

Burchard (+++)

Fuente: Elaboracion propia.
En la Tabla N 10: Se observa la presencia de alcaloides, compuestos fenolicos,
saponinas y triterpenoides, es moderada y total. Con respecto a los flavonoides es

moderada .

Donde:
(-) La coloracion o precipitado no se evidencia
(+) La coloracién o precipitado es leve
(++) La coloracion o precipitado es moderado

(+++) La coloracion o precipitado es total

4.1.3 Cromatografia de capa fina

4.1.3.1 Cromatografia de capa fina con revelador para alcaloides
Las muestras en analisis de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) dio
positivo para alcaloides, con el revelador Dragendorff, se observo en la
luz a 254 nm manchas naranjas, cabe decir que es una confirmacion de la
marcha fitoquimica. (Anexo N 3)(Figura N 20)

Rf muestra: 0.90

Rf estandar cafeina: 0.74

4.1.3.2 Cromatografia de capa fina con revelador para flavonoides
Las muestras en analisis de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) dio
positivo para flavonoides, con el revelador tricloruro de aluminio, se
observo en la luz UV a 254 nm, maculas amarillas, cabe decir que es una
confirmacion de la marcha fitoquimica. (Anexo N 3)(Figura N 19)

Rf muestra: 0.80

Rf estandar quercetina: 0.68
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4.1.4 Toxicidad Aguda Oral:

El extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) y el control
no produjeron mortalidad en la dosis administrada con una repeticion durante
los 14 dias de evaluacion de este estudio. La DL50 por via oral del extracto
hidroalcohdlico es mayor a 5000 mg de producto/Kg de peso corporal (> 5,0 g/
KQg).

Tabla N 11: Resultados de la Toxicidad Aguda Oral

_ Mortalidad Machos
Dosis(mg/Kg rata)
Muertos/Total
2000 0/3
2000 (repeticion) 0/3
Control 0/3

Fuente:Elaboracion propia.
En la Tabla N 11: Se observa los resultados de la Toxicidad Aguda Oral que no
hubo ningun animal muerto por intoxicacion de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA).

4.1.4 Actividad hipoglucemiante

De acuerdo con los resultados obtenidos la muestra analizada del extracto
hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) presenta actividad
hipoglucemiante en el modelo estudiado, a las dosis de 250, 500 y 1000 mg de
muestra/Kg de peso corporal. Estos resultados son significativos en

comparacion con el control y a las dosis ensayadas.

Para evaluar la actividad hipoglucemiante sobre los diferentes tratamientos con
niveles de significancia del 95% (p < 0.05) por un test de ANOVA vy luego por
uno de comparaciéon mdaltiple (Test de Tukey-Kramer) (Anexo N 23,24) para

determinar si existen diferencias significativas. Tabla N 12.
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Los valores de glucosa sérica de cada uno de los grupos fueron registrados

semanalmente y la variacion de la glicemia (expresado en porcentaje) fue

reportado, en la Tabla N 12 y Grafico N 7.

Los datos son mostrados en la siguiente tabla:

Tabla N 12: Glucosa sérica de la actividad hipoglucemiante

Glucosa sérica (mg/dl)

Nivel de
Grupo/Dosis Basal Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 | significan
cia
) 105.50 +
Control negativo | 90.83 £4.22 | 105.5+3.1 | 104.5+6.21 | 105.17 + 4.18 | 105.5 + 4.35 476
Hiperglicemicas 463.33 = 480.33 513.17 +
89 + 3.69 498.5 + 38.89 528 £ 31.21
sit 42.29 39.83 33.44
Glibenclamida 472.83 304.67 £ *p < 0.05
90 + 2.76 154 + 8.85 112.5+6.95 | 92.67 £ 2.94
40 mg/kg 38.56 58.48
461.33 347.83 227.17 *p <0.05
250 mg/kg 90.83 £3.13 285 + 29.97 193 + 16.10
48.22 23.50 25.15
502.17 + 32117 + 27117 + 212.33 188.33 + *p < 0.05
500 mg/kg 94.83 +4.52
40.77 22.92 15.06 6.10 12.04
295.33 + 154.33 = 109.83 = *p <0.05
1000 mg/kg 92.67 £6.77 | 493 £ 15.44 217.83 + 8.68
35.88 15.15 6.15

Fuente: elaboracion propia.

* p < 0.05= Existen diferencias significativas con respecto al control (ratas hiperglucemicas), segun el test de

Tukey-Kramer;+DS (desviacion estandar).

De acuerdo con el porcentaje de actividad hipoglucemiante, se encontrd los
sgte valores tomados del ultimo dia de tratamiento dia 28 del promedio de cada
grupo de tratamiento: Glibenclamida: 82.45 %, 250 mg/kg: 62.88%, 500 mg/kg:
64.33% y 1000 mg/kg: 79.20%. Ver Grafico N 9.

También con los valores tomados de la glucosa sérica (mg/dL) el dia 28, el
altimo dia de los tratamientos, teniendo como datos el valor promedio y la

desviacién estandar de cada grupo. Ver Grafico N 10.
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Grafico del % de actividad hipoglucemiante de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA)

90.00

ACTIVIDAD (%)

80.00
70.00 62.88 64.33
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00 0.00 0.00

Control Hiperglicemicas Control positivo 250 mg/ kg peso500 mg/ kg peso 1000 mg/ kg
negativo (sin s/t Glibenclamida corporal corporal peso corporal
induccion ) 40 mg/kg

TRATAMIENTO (%)

Figura N 9: Grafico de barras de la actividad hipoglucemiante, Analisis estadistico en %
con respecto a las hiperglucemicas.

Fuente: Elaboracion propia.

GLUCOSA mg/dL

600.00

Dia 28
500.00 -
400.00 -
300.00 - B PROMED...
200.00 -~
= . ' N
0.00 T T - T T T )

Control negativo Hiperglucemicas Control positivo 250 mg/ kg peso 500 mg/ kg peso 1000 mg/ kg
(sin induccion) (con induccion) Glibenclamida corporal corporal peso corporal
40 mg/kg

Figura N10: Grafico de glucosa de todos grupos del dia 28,teniendo los valores del
promedio y desviacion estandar.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.5 Andlisis estadistico

Descripcion del plan experimental, modelo y estimacién puntual.
Las fuentes de variacion controladas en este experimento son:
— Variable respuesta: Nivel de glucosa

Factor principal:

Dosis - concentracion. (Niveles: 5):

o “Control negativo sin induccién”

e “Hiperglucemias sin tratamiento”

e “Control positivo Glibenclamida 40mg/kg”
e “Concentracion 250 mg/kg peso corporal”
e “Concentracion 500 mg/kg peso corporal”

e “Concentracion 1000 mg/kg peso corporal”.

Factor secundario o factor bloque:

Intervalo de tiempo. (Niveles: 6): Disefio en bloques completos al azar.

Nivel de confianza: 95%

Nivel de significancia: 5%

El modelo mateméatico es andlogo al de un disefio de dos vias de efectos

principales con una sola réplica:

yr}ﬁ =H + {1‘}- + 6}!1 + ‘qih 3

Donde:

Yin denota el nivel de glucosa evaluado en el grupo-concentracion i-€simo
(i=1,2,6) del h —ésimo intervalo de tiempo (h =1,2,...,7,6).

U denota la concentracion media del nivel de glucosa,

a; denota el efecto diferencial (respecto a la media | ) en la concentracion del
nivel de glucosa del grupo concentracion iésimo,

Bn denota el efecto diferencial (respecto a la media ) en la concentracion del
nivel de glucosa del h — ésimointervalo de tiempo,

&ih denota la parte de la respuesta Yi, no explicada por el modelo. Se asume
que los € i, son todos ellos independientes e idénticamente distribuidos segun
una N(0,0 ).

62



Tabla N 13: Factores

Dosis

intersujetos

Factores inter-sujetos

Etiqueta de
valaor

Control Megativo Sin
Induccién

Hiperglicemicas sin
tratamiento

Control positivo
Glibenclamida 40 mofkg

250 mal kg peso corporal

500 maf kg peso corporal

1000 mof kg peso
corparal

INTERVALOS DE TIEMFO
DE MEDIDAS DE
GLUCOSA

INTERVALOS DE TIEMPD
DE MEDIDAS DE
GLUCOSA

IMNTERVALOS DE TIEMPD
DE MEDIDAS DE
GLUCOSA

IMTERVALOS DE TIEMFO
DE MEDIDAS DE
GLUCOSA

INTERVALOS DE TIEMFO
DE MEDIDAS DE
GLUCOSA

INTERVALOS DE TIEMFD
DE MEDIDAS DE
GLUCOSA

—= | | h | | | R o I = I B % ) o = T I % TR % == | | || kD

o = 6 O % R O

L I IR = O %

BASAL SIM
INDUCCION

0 DIA
7 DIA
14 DIA
21 DIA
28 DIA

BASAL SIM
IMDUCCIOMN

0 DIA
7 DIA
14 DIA
21 DIA
28 DIA

BASAL SIM
IMDUCCION

0 DIA
7 DIA
14 DIA
21 DIA
28 DIA

BASAL SIM
INDUCCION

0 DIA
7 DIA
14 DIA
21 DIA
28 DIA

BASAL SIM
INDUCCION

0 DIA
7 DIA
14 DIA
21 DIA
28 DIA

BASAL SIM
IMDUCCION

0 DA
7 DIA
14 DIA
21 DIA
28 DIA

Lacr I o T o B o I s+ R o | [ncr I = I o R o I o R a7 o | || o ;|

[ncr I = I o B o R e 7
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Tabla N 14: Estadisticos descriptivos

Estadisticos descriptivos
Variable dependiente: GLUCOSA (maldl)

IMTERWALOS DE TIEMPO

DE MEDIDAS DE Desviacién
Dosis GLLUCOSA Media estandar
Contral Negativo Sin BASAL SIN INDUCCIOMN 90,8333 462241 &
LEEER 0 DIA 105,5000 330116 6
7 DIA 104,5000 6,80441 6
14 DIA 1051667 457894 6
21 DIA 105,5000 476445 B
28 DIA 105,5000 476445 B
Total 102,8333 710935 36
Hiperg_licemicas 5in BASAL SIM IMNDLCCIOMN 89,0000 3.68782 5]
fratamiento 0 DIA 463,3333 42,29263 B
7 DIA 480,3333 30,832098 B
14 DIA 498,5000 38,89344 6
21 DIA 5131667 33,44493 6
28 DIA 528,0000 31,20897 6
Total 4287222 1568,72197 36
Control positivo BASAL SIN INDUCGIOMN 90,0000 2,75681 B
Glibenclamida 40 malkg )0 472,8333 38,561 21 B
7 DIA 304,6667 5847963 6
14 DIA 154,0000 8,85438 B
21 DIA 112,5000 £,04982 B
28 DIA 92 6667 2,94392 6
Total 204,4444 14513569 36
250 mo/ kg peso corporal  BASAL SIN INDUCCIOM 90,8333 3,43026 6
0DIA 461,3333 5282297 B
7 DIA 347,8333 2574037 6
14 DIA 2850000 32,82682 6
21 DIA 227 1667 27,54935 6
28 DIA 193,0000 16,00969 B
Total 267,5278 122,37145 36
500 mol kg peso corporal  BASAL SIN INDUCCION 94,8333 4,95648 6
0DIA 5021667 4466057 6
7 DIA 321 1667 2510312 B
14 DIA 2711667 16,49747 B
21 DIA 212,3333 6,68331 6
28 DIA 188,3333 12,04436 &
Total 265,0000 130,69594 36
1000 mgl kg peso BASAL SIN INDUCCIOMN 92 6667 B,77249 B
EElE 0 DIA 493,0000 15 44021 6
7 DIA 2053333 3588129 6
14 DIA 217,8333 8,68140 6
21 DIA 154,3333 1514816 B
28 DIA 109,8333 6,14546 B
Total 227 1667 139,89292 36
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Tabla N 15: Variable dependiente- glucosa

Gran media
Variahle dependiente: GLUCOSA (mag/dl)

Intervalo de confianza al 95%

Error Limite
Dosis Media estandar Limite inferior superior
Control Negativo Sin 102,833 821 101,157 104,510
Induccion
Hiperglicemicas sin 428,722 5,690 417101 440,344
tratamiento
Control positivo 204,444 4 835 194,570 214,319
Glibenclamida 40 ma/kg
250 mag/ kg peso corporal 267,528 5,074 257,166 277,890
500 ma/ kg peso corporal 265,000 3,795 257,249 272,751
1000 mal kg peso 227,167 2,977 221,087 233,247
corporal
Tabla N 16: Glucosa - Descriptivos
Descriptivos
GLUCOSA (maidl)
95% delintervalo de confianza
parala media
Desviacion Error Limite
] Media estandar estandar Limite inferior superior Minimo Maximo
BASAL SIN INDUCCION 36 91,3611 4 64237 7373 848 7904 928318 8400 104,00
0DIA 36 416,361 14592408 24,32068 3669874 4657347 102,00 576,00
7DIA 36 3089722 116,66643 19,44441 269,4980 348 4465 95,00 540,00
14 DIA 36 2552778 128,96281 21,49380 211,6430 298,9125 99,00 546,00
21 DA 36 2208333 141 66272 23,59212 1729388 268,7274 98,00 552,00
28 DIA 36 2028888 163,683320 2558887 160,9407 2548371 8900 565,00
Total 216 2402824 1568,50213 10,85275 2278910 2706738 2400 576,00
Tabla N 17: Intervalos de tiempo de medida de glucosa
Estadisticos descriptivos

Wariable dependiente: GLIICOSA  (maofdl)

INTERWALDOS DE TIEMP O 3

DE MEDIDAS DE Desviacion

SLICOSA Media estandar Il

BASAL Sk IRDILC SN 91,3611 4 54237 36

0 DA 416 3611 145 92408 36

T DA 308 49722 116, 66643 36

14 DA 25 2TTE 128,96281 36

21 DI 220,8333 141 55272 36

28 DA 202 2289 153,53320 26

Total 249 2824 159,50213 216
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Tabla N 18: prueba de efectos inter-sujetos, Suma de cuadrados.

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: GLUCOSA (maldl)

Tipo [l de

suma de Media
origen cuadrados al cuadratica F Sig.
Modelo corregido 2138938417 5 427787 682 26,971 ,aon
Interseccidn 13422611,23 1 13422611,23 846,252 ,aon
Intervalos_tiempo 2138938412 5 427787 682 26,971 ,aon
Errar 3330861 361 210 16861245
Total 188492411,00 216
Total corregido 5469799 773 214

a. R al cuadrado = 391 (R al cuadrado ajustada = ,377)

En la tabla N 18 de pruebas de efectos inter-sujetos, la significancia obtenida
(p_valor) es menor que el nivel de significancia por lo que se rechaza la
hipétesis nula. El coeficiente R cuadrado es 0.391 es decir la bondad de ajuste
del modelo puede ser expresado en un 40%.

Variabilidad nivel de glucosa explicada por el modelo formulado: 39.1 %

Por tanto se rechaza la hipétesis nula y se concluye que el nivel de glucosa del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

en ratas con diabetes.

Concluyendo que existe interaccion significativa. EI nivel de glucosa del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)
en ratas con diabetes depende de la combinacion concreta en el tipo de grupo
concentracion empleado, de tal modo que no es posible comparar niveles

glucosa sin considerar el grupo concentracién.
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Tabla N 19: Anova

ANOVA
GLUCOSA (mo/fdl)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 2138938 412 5 427787 682 26,871 Jooao
Dentro de grupos 3330861,361 210 16861,245
Total 5469799773 215

Tal como se observa en la tabla ANOVA, el valor P para grupo y dias es menor
que a = 0,05. Por lo que se rechaza la hipétesis nula. Por tanto, hay diferencias

significativas tanto por grupos como por intervalos de tiempo.

Decision:

Como el p_valor obtenido para el modelo planteado es (0.000) y es menor que
el nivel de la significancia (0.05) se rechaza la hipétesis nula y se concluye que
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) presentan actividad hipoglucemiante en ratas inducidas a
hiperglucemia.

4.1.6 Contrastacién de hipotesis

Para la contrastacion de la hipotesis se procedié a aplicar, andlisis descriptivo e
inferencial con el programa SPSS version 22.

La prueba estadistica ANOVA, que permite la comparacion de las puntuaciones
medias entre mas de dos grupos muestra, como es el caso de la investigacion,
que considera un grupo de control negativo otro control positivo y cuatro grupos
experimentales. El propdsito de esta prueba es establecer si existe 0 no

diferencias significativas entre los grupos.
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Hel: El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) si contienen metabolitos relacionados con la actividad
hipoglucemiante.
Ho: El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) no contienen metabolitos relacionados con la actividad
hipoglucemiante.

Luego de realizar la marcha fitoquimica se determiné la presencia de tipos
metabolitos como compuestos fendlicos, flavonoides, y triterpenoides que
podrian ser los responsables de la actividad hipoglucemiante (Tabla N 9)

(Anexo N 4), por lo que se acepta la primera hipotesis especifica.

Decision: En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula.

He2: El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA

SALVIA) si presenta actividad hipoglucemiante a diferentes dosis.

Ho: El extracto hidroalcoholicode las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA

SALVIA) no presenta actividad hipoglucemiante a diferentes dosis.

Se encontro significatividad en los resultados estadisticos del Anova y el test de
Tukey. Se utilizaron tres dosis del extracto hidroalcoholico de las hojas de
Lepechinia meyenii. Por lo que se segmenta en 3 sub hipétesis especifica.

Al evidenciarse el p-valor menor a 0.05 se puede aceptar la primera sub
hipotesis especifica: “El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA) presentan actividad hipoglucemiante a 250 mg/kg en
ratas hiperglucémicas”, debido a que muestra una diferencia estadisticamente
significativa. (Tabla N 12)

Al evidenciar un p-valor menor a 0.05 se puede aceptar la segunda sub

hipotesis especifica: “El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA) presentan actividad hipoglucemiante a 500mg/kg en
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ratas hiperglucémicas”, debido a que muestra una diferencia estadisticamente
significativa. (Tabla N 12)

Al evidenciar un p-valor menor a 0.05 se puede aceptar la segunda sub
hipotesis especifica: “El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA) presentan actividad hipoglucemiante a 1000 mg/kg
en ratas hiperglucémicas”, debido a que muestra una diferencia

estadisticamente significativa. (Tabla N 12)

Decision: En consecuencia se rechaza la hip6tesis nula.

He3: El extracto hidroalcoholicode las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) si presenta actividad hipoglucemiante en comparacion a la
glibenclamida.

Ho: El extracto hidroalcoholicode las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) no presenta actividad hipoglucemiante en comparacion a la
glibenclamida.

Luego de realizar la diferencia en porcentaje tomados el ultimo dia de
tratamiento (dia 28) con respecto al promedio de cada grupo, se observan los
siguientes valores: Glibenclamida: 82.45 %, extracto 250 mg/kg: 62.88%,
extracto 500 mg/kg: 64.33% y extracto 1000 mg/kg: 79.20%. (Figura N 9). Al
evidenciar que la dosis de 250, 500 y 1000mg/kg del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA), debido a que se muestra
una diferencia menor a la glibenclamida 40 mg/kg, por lo que no se acepta la
tercera hipotesis.

Decision: En consecuencia se acepta la hipotesis nula.
Hg: El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA

SALVIA) si presentan actividad hipoglucemiante en ratas inducidas a

hiperglucemia.
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Ho: El extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) no presentan actividad hipoglucemiante en ratas inducidas a

hiperglucemia.

Se acepta la hipétesis general al comprobar que las tres concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii(PACHA
SALVIA)presenta actividad hipoglucemiante. (Tabla N 12)(Figura N 7, N 8)

Decision: en consecuencia se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis
general.

4.2. Discusion de resultados.

En el procedimiento del ensayo de solubilidad el extracto hidroalcoholico de las
hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA), se determind que es muy soluble
en compuestos polares como etanol, metanol y agua (Tabla N 8, Anexo N 5); esto
puede ser debido por los compuestos presentes en el extracto, son principalmente
polares como los compuestos fendlicos, flavonoides, y alcaloides ©%%®),

triterpenoides por ser saponinas heterosidas.®*%®

La marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA); determind la existencia de compuestos fendélicos como
flavonoides; triterpenoides y alcaloides. (Tabla N 10, Anexo N 4). Por otro lado, en
la investigacion de Arenas Chavez CA et al.”Efecto antiinflamatorio de la fraccién
flavonoide de Lepechinia meyenii (walp.) Epling (salvia) sobre leucocitos en
pacientes con artritis reumatoide”. Se determiné en el extracto metandlico la
presencia de compuestos fendlicos como flavonoides, coincidiendo con nuestra
investigacion.®? @ por otro lado, en la investigacion de Castro Juarez CJ et al.
“‘Uso medicinal de plantas antidiabéticas en el legado etnobotanico oaxaquefio”.
Se determino la presencia de los Triterpenoides y flavonoides, identificados con
actividad antioxidante e inhibitoria de enzimas del metabolismo de carbohidratos.
Estos metabolitos poseen efecto evidente en la regulacion de la glucemia bajo

previos bioensayos in vivo o in vitro., coincidiendo con nuestra investigacion. ©°
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Se procedié a la identificacion por cromatografia de capa fina, al compuesto
fendlico “flavonoides” , debido a que se le atribuye la actividad hipoglucemiante “*
4. 50 En el proceso de identificacion de flavonoides se logré una buena
separaciéon con el sistema de solventes Butanol: Acido acético: Agua (20:5:15),
(Anexo 3). Se obtuvo para la muestra del extracto Rf. de 0.80 la cual fue
comparada con el estandar de quercetina que obtuvo un Rf de 0.68,
demostrandose asi probablemente la presencia de flavonoides en el extracto
hidroalcoholico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA). En el proceso de
identificacion de alcaloides se logré una buena separacién con el sistema de
solventes Metanol:Agua (25:75), (Anexo N 3). Se obtuvo para la muestra del
extracto Rf. de 0.90 la cual fue comparada con el estandar de cafeina que obtuvo
un Rf de 0.74, demostrandose asi probablemente la presencia de alcaloides en el
extracto hidroalcoholico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA), cabe mencionar

que el proceso solo es una confirmacién del screnning fitoquimico.

El extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) en la dosis de
2000 mg/kg de peso corporal no produjo muerte, y no se presentaron signos de
toxicidad, sin cambios representativos durante los 14 dias de visualizacién, en los
animales de experimentacién. “? Se presenté aumento e incremento en el peso
corporal y en el analisis macroscopico no se registraron lesiones algunas. Esto
apoya trabajos anteriores en donde los extractos hidroalcohélicos de productos

naturales no causan mortalidad ni dafio.

La presente investigacion ha demostrado que el extracto hidroalcohdlico de hojas
de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) presenta actividad hipoglucemiante en
ratas albinas, evidencian efecto hipoglucemiante en la dosis utilizadas en la
investigacion (250, 500,1000mg/kg), (Tabla N 12). Las dosis de 250, 500 y 1000
mg/kg muestran diferencias significativas de (p<0.05), este hecho puede estar
relacionado con la presencia de algunos metabolitos en el extracto, demostrando
que a mayor dosis y dias de tratamiento mayor actividad antidiabética
(hipoglucemiante), pero en comparacion a la glibenclamida 40 mg/kg es menor.

Los resultados de la prueba, indica una disminucion (p<0.05) en los niveles de

glucosa en sangre en las ratas diabéticas inducidas con Aloxano. (Tabla N19)
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Esto sugiere que el extracto hidroalcohdlico de la Lepichinia meyenii (PACHA
SALVIA) mejora la utilizacion fisiologica de la glucosa vy, por lo tanto, la mejora en
los niveles de glucosa en ratas diabéticas. Esto también reafirma que la prueba
realizada en el presente modelo es una medida e indicador de la capacidad de las

células para usar glucosa, la principal fuente de energia del cuerpo.“?

La investigacion fitoquimica tiene presencia de flavonoides “® que poseen accion
hipoglucemica, asi como también propiedades antioxidantes. Algunos flavonoides
tienen propiedades hipoglucémicas porque mejoran las elevaciones de la glucosa
y metabolismos oxidativos de los estados diabéticos.”*®También ejercen un

efecto estimulante sobre la secrecion de insulina por cambiar la concentracion de
Ca ++ .10

Es muy probable que los flavonoides sean responsables de esta funcién ya que
se ha comprobado su participacion en las fases originarias de accion de la
insulina en el higado y muasculos de ratas in vivo y uno de sus mecanismos de
accion es que se ligan a receptores de insulina, potencializan la funcién de la

enzima tirosina quinasa de los receptores de insulina (Agullo et al. 1997). 7

Los resultados mostraron una disminucion significativa de la concentracion de
glucosa sanguinea, por efecto de la glibenclamida, (Figura N9, N10) en
comparacion con el extracto hidroalcoholico de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA). Esto es debido a la buena absorcion via oral de la glibenclamida, la cual
tiene una vida media de 10 horas y una accion de 24 horas, presentando una
respuesta de secrecién de insulina desde las 2 horas de su administracion
(Katzung, 2005). ©®
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. EIl extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) presenta compuestos fenolicos como flavonoides vy triterpenoides
gue podrian ser los responsables de la actividad hipoglucemiante.

2. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) presenta actividad hipoglucemiante a dosis de 250, 500 y 1000
mg/kg.

3. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) a la dosis de 1000 mg/kg tiene la actividad hipoglucemiante de
79.20% siendo menor en comparacion a la Glibenclamida 40 mg/kg
(control positivo) 82.45%.

5.2 Recomendaciones

1. Realizar investigaciones para la elucidacion estructural del flavonoide y
triterpenoides especifico, mediante un analisis instrumental el cual puede
servir para la elaboracién de un nuevo Fitomedicamento.

2. Se recomienda seguir la investigacion de la planta Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) como antihiperglucemiante, para ampliar y mejorar la
informacion sobre su actividad hipoglucemiante.

3. Se recomienda para futuras investigaciones de la Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA), identificar la relacién, de los acido fendlicos, el acido
rosmarinico (AR), acido triterpénicos como el acido oleandlico (AO) y el

acido ursolico (AU),si presentan y si le confieren actividad hipoglucemiante.
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ANEXOS

Anexo N 1: Hojas de Lepechenia meyenii (PACHA SALVIA)

Anexo N 1.1: Secado de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

Figura N 11: Secado de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

Anexo N 1.2: Maceracion hidroalcohdlica de las hojas de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA).

Figura N 12: Maceracion hidroalcohdlica de las hojas de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA)
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Anexo N 2: Extracciéon hidroalcoholica de las hojas de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA).

Anexo N 2.1: Filtracion de la maceracién: Una vez pasado el tiempo de

maceracion se procede a al filtrado correspondiente con papel Whattman.

Figura N 13: Filtrado del extracto hidroalcohodlico de las hoja de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA)

Anexo N 2.2: Extraccion del alcohol: La muestra filtrada es llevada al rotavapor
para asi concentrar y poder evaporar el alcohol.

Figura N 14: Muestra filtrada en el rotavapor
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Anexo N 3: Prueba de cromatografia en capa fina con reveladores para
alcaloides y flavonoides.

Anexo N 3.1: Preparacion del medio para la corrida CCF: Preparando el
reactivo de BAW (butanol-acido acetico glacial-agua) (20:5:15) para la prueba
de flavonoides y para alcaloides (metanol-agua) (25:75)

Figura 15: Preparando el reactivo BAW para CCF

Anexo N 3.2: Inoculacién : Preparando las medidas de la placa para la
inoculacién de los estandares de quercetina y cafeina y las muestras de
Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA).

Figura N 16: Marcando la placa de Silicagel para la inoculacion del
estandar de quercetina

84



Figura N 17: Marcando la placa de Silicagel para la inoculacion del

estandar de cafeina

Anexo N 3.3: Reactivos e Implementos usados en la cromatografia de capa

finay las corridas correspondientes.

Figura N 18: Implementos usados para CCF y las placas con sus

repestivas corridas

Anexo N 3.4: Resultados de la corrida de quercetina y cafeina, en el extracto
hidroalcohélico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA).
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Con quercetina,
para Flavonoides

Con cafeina,
para Alcaloides

Figura N 20: Placa con el revelador acido sulfurico 2% mas reactivo Dragendorff y
visto en luz UV 254nm.

Anexo N 4: Marcha fitoquimica de las hojas de Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA)

A.- Se procede a poner la muestra en os tubos de ensayo y acto seguido se
hechan los reactivos siempre comparandolos con un blanco y se procede a ver
los resultados.

Figura N 21: Muestra obtenida
de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) vy el reactivo
de Libermann- Burchard.
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13

Leyenda:

13. Reactivo de Libermann-Burchard

+extracto.

Figura N 23: 13)Coloracion rojo purpura,observado en la marcha fitoquimica.

— EiE __-
y .\.‘ e 1

\ " Leyenda:
il
i f% 1. Reactivo Dragendorff + extracto.

2. Reactivo Wagner + extracto.
.] r

3. Reactivo Mayer+ extracto.
4. Reactivo Reineckato de amonio +

extracto.
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Figura N 24: 1) Coloracion rojo naranjado, 2)pp marén 3) pp blanco 4)coloracion

rosa, observado en la marcha fitoquimica.

Leyenda:

5. Reactivo Gelatina + extracto.
6. Reactivo FeClI3 + extracto.

7. Reactivo Shinoda+ extracto.
8. Reactivo Bortranger +extracto.

Figura N 25: 5) sin pp blanco,6) coloracion verde, 7) coloracién roja, 8) sin

presencia de coloracion roja, observado en la marcha fitoquimica.

Leyenda:

9. Reactivo Lugol +extracto.

10. Reactivo 2,4 DNPH +extracto.
11. Reactivo Ninhidrina +extracto.
12. Reactivo Fehling a y b + extracto.

Figura N 26: 9) coloracion oscura; 10) coloracion rojiza,11) coloracion violaceo

oscuro, 12) pp anaranjado ladrillo, observado en la marcha fitoquimica.
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Anexo N 5: Prueba de solubilidad del extracto seco de las hojas de
Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

Figura N 27: Resultados del ensayo de la Solubilidad

Leyenda:

1. Etanol+extracto

2. Metanol+extracto

3. Acetona +extracto

4. Agua destilada+extracto
5. Butanol +extracto

6. Dicloro +extracto

7. Cloroformo+extracto

8. Eter de petroleo+ extracto
9.Isoprapanol+extracto

89



Anexo N 6: Pesado de los animales de experimentacién

Figura N 28: Manejo de la rata para su pesado Figura N 29: Peso de la rata

Anexo N 7: Pesado de la Glibenclamida, para la dosis correspondiente

Figura N 30: Peso de la glibenclamida tableta
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Figura N 31: Triturando las tabletas de glibenclamida

Anexo N 8: Administracién oral del extracto hidroalcohélico de las hojas de

Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) a los animales de experimentacion.

Figura N 32: Administracion del Extracto Hidroalcohdlico de las hojas de
Lepechinia meyenii ( PACHA SALVIA) en las ratas a través de sonda nasogastrica

Anexo N 9: Sangrado por el método del seno retro orbital.

Figura N 33: colocando el capilar para la extracion de la muestra de sangre.
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Figura N 34: extraccion de sangre por el metodo seno retro orbital.

Figura N 35:0bteniendo la muestra de sangre.

Anexo N 10: Valores basales de glucosa

CCU-CHEK*
lorma Nano

2:20m 21

Qo0 VALOR BASAL
33

Figura N 36: Valor basal de la glucosa tomado el dia 0
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Anexo N 11: Valores de induccion de hiperglucemia en ratas inducidas

ACCU-CHEK*
Performa Nano

GRUPO 2

INDUCIDO SIN
TRATAMIENTO

Figura N 37: Valor de glucosa tomado el dia 7, del grupo sin tratamiento

ACCU-CHEK*
performa Nano

;_’i"'“_ié | GRUPO 3
my/a |
TRATAMIENTO

GLIBENCLAMIDA

Figura N 38: Valor de glucosa tomado el dia 7, del grupo de tratamiento de

glibenclamida inducidas a hiperglucemia

GRUPO 4
TRATAMIENTO
CON EL EXTRACTO

250 mg / kg

Figura N 39: Valor de glucosa tomado el dia 7, del grupo de tratamiento del
extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) a 250 mg/kg

inducidas a hiperglucemia

93



GRUPO 5

TRATAMIENTO

CON EL EXTRACTO

500 mg / kg

Figura N 40: Valor de glucosa tomado el dia 7, del grupo de tratamiento del
extracto hidroalcoholico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) a 500 mg/kg
inducidas a hiperglucemia

GRUPO 6
TRATAMIENTO
CON EL EXTRACTO

1000 mg / kg

Figura N 41: Valor de glucosa tomado el dia 7, del grupo de tratamiento del
extracto hidroslcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) a 1000 mg/kg
inducidas a hiperglucemia

Anexo N 12: Valores de glucemia al dia 28(final del tratamiento) en ratas

inducidas

GRUPO 3

AL FINAL DEL
TRATAMIENTO

CON GLIBENCLAMIDA

40mg/kg

Figura N 42: Valor de glucosa tomado el dia 28, del grupo de tratamiento con

glibenclamida a 40 mg/kg
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GRUPO 4

AL FINAL DEL
TRATAMIENTO

CON EL EXTRACTO

250 mg / kg

Figura N 43: Valor de glucosa tomado el dia 28, del grupo de tratamiento con el
extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) a 250 mg/kg

ACCU-CHEK*
performa Nano

GRUPO 5

AL FINAL DEL
TRATAMIENTO CON EL
EXTRACTO

e 500 mg / kg

Figura N 44: Valor de glucosa tomado el dia 28, del grupo de tratamiento con el
extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) a 500 mg/kg

GRUPO 6

AL FINAL DEL
TRATAMIENTO CON EL
EXTRACTO

1000 mg / kg

Figura N 45: Valor de glucosa tomado el dia 28, del grupo de tratamiento con el
extracto hidroalcohélico de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) a 1000 mg/kg.
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Anexo N 13: Condiciones brindadas a las ratas durante el proceso de

tratamientos.

Ratas Cepa Holtzman

(11T T ]

Figura N 46: Condiciones de las ratas durante el proceso de tratamiento

Evaluacion del peso corporal de las ratas ensayadas

Figura N 47: Evaluacion del peso corporal de las ratas ensayadas

Capilares usados para la toma de muestra

Figura N 48: Capilares usados para la toma de muestra de sangre
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Anexo N 14 Instrumentos de Recoleccion de Datos.

INCA GARCILASO

)
<
a
@
&
-
2
z
E)

VO3A V134

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA
LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lepechinia meyenii (PACHA
SALVIA) EN RATAS INDUCIDAS A HIPERGLUCEMIA.

MARCHA FITOQUIMICA DE Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

Ne METABOLITO Reactivo de Reaccién Reaccién Positiva Resultado
1 CARBOHIDRATOS Fehling Ay Fehling B Precipitado
anaranjado ladrillo
2 | PRIMARIO ALMIDON Lugol Coloracién oscura
3 CETONAS 2,4 DNPH Formacion de anillo
rojizo
4 AMINOACIDOS o Coloracion
Ninhidrina o
violacea
Mayer Precipitado blanco
Wagner Precipitado marrén
ALCALOIDES Precipitado rojo o
5 Dragendorff _
naranja
Reineckato de amonio Coloracién rosa
6 COMPUESTOS L .,
Cloruro férrico Coloracién verde
FENOLICOS
7 TANINOS Precipi n
blanco
8 FLAVONOIDES _ Flavanoles: Rojo a
Shinoda
magenta
9 NAFTAQUINONAS,
Bortranger (NaOH y _
ANTRAQUINONAS 500 Coloracién roja
Y ANTRANONAS )
10 SAPONINAS Espuma
Espuma _
persistente
11 TRITERPENOIDES _ Coloracion rojo
Libermann-Burchand
purpura
Leyenda:

(-) :La coloracion o precipitado no se evidencia.

(+) : La coloracion o precipitado es leve.

(+++): La coloracion o precipitado es total.

(++) : La coloracion o precipitado es moderada.
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Anexo N 15: VALIDACION DEL Anexo N 14 A

UNIVERDIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA ORSERVACION ADHOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
ACTIVIOAD MPOGLUCTMANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS
HOJAS O WWAWULMEIMYMWWA

HIPEROLUCEMIA (RENDIMIENTD ¥ TAMZAIE

| DATOS GENERALES

1- Apalicos y nombres del experto ... L Lvan Gallebes. . €1:%
2 - Cargo @ Inafitucidn donde labora: (99 Y nadar Ot Adegs
1.3.- Tilo profesional (cromice. " " ~‘--Rngsvnmbgoopcomml
1.4 - Grado académico. ... LAk Mencidn; . 742
1.5.- Nombre de instrumento; .. TN 2 Fr e gmimitn

1.6.- Instrucciones: Luego de analizar el mstrumnbyootq:lmmwnwdnmnlamm.
de consistencia, ke solictamos que, en base a su crieno y expanencia profesonal valide
dicho instrumonto.

1 aes
1 e la comld gt osieM

Nota: Para cada criteno considen i escala de 1 8 5 donde

"1 Muy poco 2 -Poco 13 Regular |4 -Aceprsbie S _-Muy sceptable
N* | INDICADORES CRITERIOS _PUNTUACION
12 ]3[4 |5
EPRL" " B relranecio esia 0on o lenguge edecusds I =1 71
(2 | Coivd |8 Wairamento evidenca reccio & dalos cbssaiies T 1T T T 1
3. [Adusiicad | £ Istrumenio 30 a0ecus # o6 cilwios dertifcosy | 1 1 1 | o
1 e Tecnoldgicos. Ll 1l ’/_
4. | Crgamnzacon | Efinstrumanto tierns LA OrgANEAGSN Kgica Ve
| Sfidents | |"Son mAcentes en cavedad y caddad o 1 1 ]
| ! elementos que cordorman ol Bstrumeno v
G | Imendonalidad | C3 WGecwsto pard (elaGona s vasabies en ’
* | mancke. i A4l
7. | Consstencla | S0 basa en aspecis iedncos Centifoos os W /
| | farmacéusics como de s bioquimics |
0. | Comerencla | Exe cobwrencis y relscon oe los  hems, [ / ]
| POCIdores, s diTrsnes y s varables -
8- | Metodologie Iu ®#ratngo resconde ol propisilo oe M | |
o la Investigecon | I
10.- | Pertinencia El retumenio muesta 8 reladon  onire o | I
CoMpOnenmes Se In iInvestigackdn y su adecunciin o v
| matoc centifico | = _{
| Total parcis
Y
’ Total | I I '
1 |
y Putuscen
DL esdile
" ! e
OPINION DE APLICABLIDAD: s bpastyadl ST Y —=
" PROMEDIO DE VALORACION ) T ey
Usiversdad / ofon ¢ |m| 140 Vs, ey
e v Vildn apkom
COFP 20821

Figura N 49: Validacion de instrumento del Anexo N 14 A



Anexo N 16: VALIDACION DE Anexo N 14 B

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
LAS HOJAS DE Lepechinie meyanii(PACHA SALVIA) EN RATAS INDUCIDAS A
HIPERGLUCEMIA (MARCHA FITOQUIMICO)

| DATOS GENERALES P

1.1- Apellidos y nombres del axperio Ma ®T w“»cw

1.2 - Cargo # inslitucidn donde |

1.3.- Tiulo profesionat &,‘F Registro cohgm pmfesoml m%}

1.4 - Grado académico: /7 &G i ST =W...

1.5.- Nombre de instumento ... /7 7RE s ‘l" To S Rice.. .

1.6.- Instrucciones: Luegoe de analizar ol instrumento y cotejar 1 investigacidn con s matriz oe amsmnal
le solcilamos que, @n Dase & su crilério y expernencia profesicnal valde dicho Instrumento,

Nota: Para cada criterio considere la escala de 1 5 donde

[ T-Muypece  [2-Poco | 3-Regular [ 4-Acaptabie [ 5-Muy aceptable
RIS o SN | | !

N* | INDICADORES CRITERIOS | PUNTUACION
‘ 112 |3 |4 |8
L WU ' R + ‘' 1\ )
| 1. Clandad El msirumento asta con & lenguaje adecuado ‘
| 2= | Ctietvidad | Elinstrumento avidencia recofo o¢ dals coservabies | | | |
[3> rAaultdld | Elinstrumento sa adecua a 1os créenics ciantificosy ||| I
==t | Tecnoldgicos | S|
| 4- | Organizacion | El mstrumento Sene una organizaticn idgica I
[5- | Sufcierne Son sulicientes on cantidad y caikiad los elemensos | | | |

I |_que conforman el instrumeetio

|
G- Inmencionalided .E' sdecundo para relacionar las vanables m’ | |

| } | MeOCIGA  —
| 7+ | Consistencia | B¢ basa en aspecios lercos clentécos ce G |
. | tammachusca come ce e bioquimca. L {
| 8- | Coherencia Exists coherencia y relacidn de los Items

8- | Metodoicgia

iu esirategia  resporde  al  propéailo de Iﬂ i
| prov @ la Fvestigacicn

i |

[
4

10~ | Pertinencia B insrumenic muesirs 8 relacion  entre los
componantes de 1a Nvesigecin y su adecuacion al
método clentifce |
Total parcial ‘
| Total o ‘ B |
|
Il OPINION DE APLICABILIDAD: #ﬂ’ CQ‘.B Cg [ Puntuacién
Wl PRQMEDIO DE VALORACION: . </ J [ | l No valido, reformuar
2130 l No valide, modificar
3140 | Vahdo mejoear | |
1-50 f Valido, aphcar

=]

Figura N 50: Validacion de instrumento del Anexo N 14 B
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Anexo N 17 Instrumentos de Recoleccion de Datos.

0
<
8
@
€
w
-
z
5

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS
PARA LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) EN RATAS INDUCIDAS A HIPERGLUCEMIA.

PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA)

N2 SOLVENTES IDENTIFICACION RESULTADOS
1 ETER PETROLEO Soluble o insoluble
2 CLOROFORMO Soluble o insoluble
3 DICLORO METANO Soluble o insoluble
g 4 ACETONA Soluble o insoluble
% 5 BUTANOL Soluble o insoluble
o
= 6 ISOPROPANOL Soluble o insoluble
7 ETANOL Soluble o insoluble
8 METANOL Soluble o insoluble
9 AGUA Soluble o insoluble
Leyenda:
(-) :Insoluble. (++): Moderadamente Soluble.
(+) :Poco Soluble. (+++): Totalmente Soluble.
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Anexo N 18: VALIDACION DEL Anexo N 17 A

UNIVERDIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA DBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DN
LAS MOJAS DE Lepechinio meyeniPACHA SALVIA) EN RATAS
INDUCIDAS A HIPERGLUCEMA (SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO)

v, DATOS GENERALES

1.1- Apalidos y nombres del expano .4/'_'./“:‘”( Galleln, Colk

1.2.- Cargo & institucidn donde tabora: (aved. Asmmend, vk Lo Cptipdmet =y D0
1.3 .- Tito profesional ik ™ee Fauney Registro colagio profesional 296 &2

1.4.- Geado académica; | Swaclesfien crenn.. MENCISR:  TE 13008

15- Nombre de instrumantn:  So/v*C0e0  Pea PN eiid wk

1.6.- Instrucciones: Luego de analzar ol nstrumento y cotejer & investgaciin con la matriz
de consstencia. ke solicitamos que, en base & 5U CHeND y exparnenca profesional valide
dicho instrumento.

Nota: Pam cada criterio considerns \a escala de 1 a § donde

i1-Muypoco 2. -Poco 3 -Regular T & -Aceptable 5.-Muy aceptable

I

N* | INDICADORES

CRITEROS | PUNTUACION
t |23 |4
1~ | Clardad Jamnmu-rmdlmoﬁecm F
2. | Objethaand I METUMenio evIOmN0a (e00[0 08 Calas Oeervaties | ”*’_T_‘T
3. | Achmbded FI mnatrumantn s aoscus 0 108 crilenos coentifees y I |
ood | Tocnologicos. v A -
'S Organizackdn E) ivstramento tene una organzacin Bgica | } ’
g Suticerme Bon suh o ded y ©s| | | ‘
AR elamenias que conforman el instumento ) ]| <
6 } Intoncionandad Es soscundo parn relocionar las vardaties en I ‘
Mancitn
1. )mnm Sa basw wn c de |,
Termacéutics como de o bloguimica. —y— i ! B
6 lumcm Coste coherencia y /8000 On 6 B /1
N s s, los d ¥ '@2s vanable: - ] v
9- | Mewsokgla Lo ceirstogin responda @  progoshe e I /|
‘ ! problemética ce i rrvestigaciin || [ A
10.- | Panrancs | Bl instrumenmo muesrs A relcdn et ke
| | | comp de Ia investgeciin y su adecuscion ol | | |
T Yots porci - I T |
|
Towd - l [ ] |
T S— e
Apl.yadic
V. OPINON DE APLICANLIDAD:. "1 7 —
1% | No vabdo seloemder
V. PROMEDIO DE VALORAGION: ... —0 5 o v ol
hnm"m 34 ' Vehda meprer
= - "ne I Ve, wice
T — |
cOre 20823

Figura N 51: Validacion de instrumento del Anexo N 17 A
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Anexo N 19: VALIDACION DEL Anexo N 17 B

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDAGION DEL INSTRUMENTO

FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCENMIANTE DEL EXTRACTO MDROALCOMOLICO DE LAS
MOJAS DE Lepochink mayeniPACHA SALVIAJ EN RATAS INDUCIDAS A
HPERGLUCEMIA [SOLUBSLIDAD DEL EXTRALTO)

> DATOS GENERALES P
1,1 Apelidcs y nombres del experto Ha Lﬂ-@b } ......
1.2.-Cargo e ins 6ndonde labora:

profesional: . &l ......... stro coleglo profesional... 0"}:}@%

1.4.- Grado académico: ﬂﬂ 2 é{‘— . Mercidén: .

1.5.- Nombre de nstrumento: . j Gl B RA B Toa. EXTeAsTs
1.6.- Instrucciones: Luego de antﬁw el instrumento y cotejar la investigacién con la matriz de
consistencia, e solicitamos que, en base a su criteno y expenenca profesional valde dicho
Instrumento

Nota: Para cada criterio comiders ls sacaln de 1 3 S donde

1.3.- Thulo

| 1-Muy poco ‘ 2.Poco S.LRegu'ar "4 -Aceptadle [ 5.-Muy aceptable |
[ - — 77 N
N NOICADORES CRITERIOS |
‘ ] Clarided 7‘ El inatruments swts con el lnguaje adecuodo |
| S | + . d
[Z- | Chivitnd | Bl vatrumento evdenca ecor de dealca obesrvaties P &
|
| XA |
| 3- ‘hca-m-u | El istruments se adecus & ks crienos cmntifcos § /
| | T EANOP | 2.5
[ ‘ | Crganaackin | Ll initrumento tere sre srpanicacian Bgics /j‘
s “Butcmte Son waficentes en cantdsd Y Gabtad i sererios que I —=" /
.. L corforman o rstruments,
16 h ldad | Es s para lan varsezien e mencitn |
l | endedb e | 1
| 7 | Consmbercia Se tasa en Mpecios tedroos Gentihioe de la lemeckution | | /
}' 00 e @ hogumea .  — A ‘
| 8- ICMm Existe coherendia y rewsion de s ferma, isdcadores, las j‘
| | _Simaraones y e vaciaties ! . |
B ‘mu TLa astrwiega respande al proposte de I probiemand 06 I J | /
I L westigacide : | -
uLIMm:- T El mstrumentc muestra W relackn erme ks companenes 1 I/
Eaealll] § 00 la vestigacidn y su adecuacdn sl mitodo centifcs ! { i ! !
Total parosn |
ot . W . R —
Totsl : | l

I - OPINION DE APUCABILIDAD: Co-'Fver‘r ¢ JE

iiL- PROMEDIO DE VALORACION <2 © R el
2130 | No valde, modificer

[ 30| e e |
| €180 Vs, apiica

P&\U\ DEL EXPERTO

Figura N 52: Validacion de instrumento del Anexo N 17 B
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Anexo N 20 Instrumentos de Recoleccion de Datos.
yr- N iact UNIVERDIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
T FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA ACTIVIDAD
' HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) EN RATAS INDUCIDAS

a
e
-]
@
&
]
=
z
5

VO3A V1 30

ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

GLUCOSA (mg/dL)

BASAL SIN | BASAL CON 7 DIA 14 DIA 21DIA
DOSIS GRUPO RATA INDUCCION | INDUCCION

28DIA

Control

negativo (sin

induccion )

Gl W|N| -

6

Promedio

Hiperglicemicas 7

sin tratamiento 8

9

Il 10

11

12

Promedio

Control positivo 13

Glibenclamida 14

40 mg/kg 15

1l 16

17

18

Promedio

250 mg/ kg 19

peso corporal 20

21

\Y 22

23

24

Promedio

500 mg/ kg 25

peso corporal 26

27

\4 28

29

30

Promedio

1000 mg/ kg 31

peso corporal 32

33

34

VI 35

36

Promedio
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Anexo N 21: VALIDACION DEL Anexo N 20 A

UNIVERDIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
LAS HOJAS DE Lepechinie meysnli{PACHA SALVIA) EN RATAS
INDUCIDAS A HIPERGLUCEMIA {ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIOANTE).

. DATOS GENERALES

1.1- Apailidos y nombres del experta ., O/ ware  Callelos . cmre
12 - Cargo e nsstucion labora: ier i achar oy PSeacam; de ! = O id o -urcw
1.3.- Titulo profesional: & =i C"“'-'i Rogismed.guoptdm

1.4.- Grado académico. ., <11/ /] : -Menckn: .. T3z (7225
1.5.- Nombre de Instrumento: 4,')4."" de, Dby eowumeddy | coa M3xend
1.6-|n91nmoncs'ngoo-amlmvdmmmmoycomuumvsbgwﬂncmhnmnz
de consistenca, e solicitamos que, en base a su criteno y expenenca profesional valide
dicho instrumento

Nota: Para cade cnteno considere la escala de 1 a 5 conde:

I-Muypoco | 2-Poco [3-Regular | 4-Aceptable | 5.-Muy acepiable
— ]
N | INDICADORES CRITERIOS PUNTUACION |
12 s[4 ][5
1- | Clarsaed £] Instrmentc es2a con ol IBNQUAS 0ecuado I a
- I' Objesidac T Inatiumanto evidancit recoj de daios abserabies. T >
3- | Acustded | & strumento se acecus 3 108 citerios clenificos y |
4- | Omanizacén | Exinst O 18N8 UNG Orpa an Iogica. F
Sufidents Son suficentes en cantidad y calded oS |
elementcs que conforman e instrumento |
| 8- | Intenconalidac Es acecuadd para relacionar lus vanables en | #
| PAOCn 1 |
| T~ | Cormstenca Se Dasa en ks n doos de @ %
| i o como de la bgumu ¥
| Coherencia Em coherencin  y relockdn co los  bams, /
| Indic ., 135 dimension th mnb: B | I
8- Metodokogs Lo estratega S o la |
il pe 06 L Investigacd | I I
10- | Pertinencia El instrumento mucw- 18 relactn entre los |
l mmqalaommvwms | Y
| 1=50
Total parcial |
L Yotal - 11 |
1 ! !
.. y P e
1 ikt canuti -
OPINKON DE APLUCABILIDAD ] = - - —
> ! DT
" PROOEDCODEVALORACION Tl - BT "X
Unveridad > Herecha | SESSESRC—
Service de Copl de Cacad Sna Vabdo, meorat
=7 ’i -~ T Vego sphcw
care 20823 T s —

Figura N 53: Validacion de instrumento del Anexo N 20 A
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Anexo N 22: VALIDACION DEL Anexo N 20 B

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

FACULTAD DE CIENCIA FARMACEUTICA Y BIOQUIMICA
HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO

FICHA OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
LAS HOJAS DE Lepechinia meyanii(PACHA SALVIA) EN RATAS
INDUCIDAS A HIPERGLUCEMIA (ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE).

DATOS GENERALES

1.1- Apellidos y nomibres del experto . Mgdﬂ: Caels A Qm

1.2 Car'goe nsmuctqu!onde fabora: 1.3.-Thula
-t Registro colegio profenoml 4—46

1 4 Grado academbco 26’ & & . Mencion:

1.5.- Nombre de Instrumento: .. ﬂé‘h wiT=ae. [l Pl ioiTe

1.6.- Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacion con la matriz de

consistencia, le solictamos gue, en base a su criterio y experiencia profesional valide dicha

Instrumento,

Nota: Para cada criterio considere la escala de 1 @ 5 donde

iflﬂA;y poco 2.-Poco 3.»Regul-a'r‘ [ 4 -Aceprable [ 5.-Muy o:epi;éle_
—_— A

N INDICADORES CRITERIOS ! PUNTUACION
3

"Clandad | B instrumenio esta con el lenguae adecuado

[ Cuistividad | ©  instrumemo  evidenca  recojo  de  daios | |
: YA | observabiles. + + 4
| Actualidac £l instrumenio se adecua a los cnterios centificos y
! | Tecnokigicos.

Organzacion \ £l instrumento thene una organizaciin lagica

["Suficiente | Son suficentes wn cantidad Y calidad los elementos
que conforman ef Instrumento. |
| E¢ adecusdo para relaconar las vanabies en
|mencien. 0 |
Se U888 6n sspectos ledricos clensficos de |a
| farmacéutica como de la bloquimica
Ensio coherencia y relacon de los  Moms,
| indicadores. as dimansicoas y las variables . |
\.8 esralega responde o pmoouto de Ia
pmonomilm de i3 vvestigacion
Bl instrumentc muestra la redacién entre  los
comporanies de |a rvesigaecion y su sdecuscion al
|_método centifico

Total parcial

Total :

1.« OPINSCN DE APLICABILIDAD: {PJM&E

Il - PROMEDIEPOE VALGRAC ?X L e |
| No vabdo, oo |

Vakos. repore
Vakan, aphcaw

EXPERT

Figura N 54: Validacion de instrumento del Anexo N 20 B
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Anexo N 23:

ANALISIS ESTADISTICO DE VARIANZA

Control
positivo 1000 mg/ kg
Control negativo (sin Hiperglicemicas | Glibenclamida | 250 mg/ kg peso 500 mg/ kg peso
induccion ) sin tratamiento 40 mg/kg corporal peso corporal corporal
107 565 96 174 210 112
110 500 94 180 186 119
100 540 94 188 180 112
99 560 94 197 175 110
108 510 89 200 190 104
109 493 89 219 189 102
105.50 528.00 92.67 193.00 188.33 109.83
Analisis de varianza de un
factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Control negativo (sin
induccion ) 6 633 105.5 22.7
Hiperglicemicas sin
tratamiento 6 3168 528 974
Control positivo
Glibenclamida 40 mg/kg 6 556 92.66666667 8.666666667
250 mg/ kg peso corporal 6 1158 193 259.2
500 mg/ kg peso corporal 6 1130 188.3333333 145.0666667
1000 mg/ kg peso corporal 6 659 109.8333333 37.76666667
ANALISIS DE VARIANZA
Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
Origen de las variaciones cuadrados libertad cuadrados F exp Probabilidad para F
Entre grupos 817798.5556 5 163559.7111 678.01 0.00 2.53
Dentro de los grupos 7237 30 241.2333333
Total 825035.5556 35

Andlisis estadistico de varianza
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Anexo N 24: ANALISIS ESTADISTICO PRUEBA DE TUKEY

Diferencia honestamente significativa HSD 27.26537589
Multiplicador (Valor Q alfa de tukey) Mul 4.3
Cuadrado de error medio (suma de cuadrados y grados Mse 241.2333333
de libertad entre grupos)
Tamafio de cada uno de los grupos (nimero de n 6
elementos en cada grupo-cuenta)
Hiperglicemicas Control 250 mg/ 500 mg/ kg 1000
sin tratamiento positivo kg peso peso corporal mg/ kg
Glibenclamida | corporal peso
40 mg/kg corporal
Hiperglicemicas sin tratamiento | ___________ 435.33 335.00 339.67 | 418.17

Andlisis estadistico de prueba de Tukey
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Anexo N 25 MATRIZ DE CONSISTENCIA

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA

TITULO:ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) EN RATAS INDUCIDAS A HIPERGLUCEMIA

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES | UNIDAD DE | INSTRUMENTOS METODOLOGIA
INDEPENDIENTE MEDIDA
¢ El extracto Evaluar la actividad El extracto hidroalcohdlico El extracto Fitoquimica Presencia de Marcha Ficha de TIPO:
hidroalcohdlico de las hipoglucemiante del extracto de las hojas de hidroalcohélico compuestos fitoquimica | observacién ad- | La investigacion que se realiza es de
hojas de Lepechinia hidroalcohdlico de las hojas Lepechinia meyenii de las hojas de fendlicos, hoc tipo experimental de enfoque
meyenii (PACHA SALVIA) de Lepechinia meyenii (PACHA SALVIA) Lepechinia flavonoides, cuantitativo.
presenta actividad (PACHA SALVIA) en ratas presenta actividad meyenii (PACHA aminoacidos,
hipoglucemiante en ratas inducidas a hiperglucemia. hipoglucemiante en ratas SALVIA) . saponinas, DISENO:
inducidas a inducidas a triterpenoides, Experimental
hiperglucemia? hiperglucemia. alcaloides.
NIVEL:
Aplicativo
PROBLEMA OBJETIVOS ESPECIFICOS | HIPOTESIS ESPECIFICA VARIABLE DIMENSIONES | INDICADORE | UNIDADDE | INSTRUMENTO
ESPECIFICO DEPENDIENTE S WIEDIDEA S POBLACION
¢Qué clases de Identificar clases de El extracto hidroalcohélico Actividad Farmacolégica Diferencia de Glucosa Glucometro La poblacion del estudio fitoquimico
metabolitos presentara el metabolitos existentes en el de las hojas de hipoglucemiante Administracion las medidas en sangre Accu- chek ® fueron arbustos de Lepechinia
extracto hidroalcohdlico extracto hidroalcohdlico de Lepechinia meyenii oral de las dosis | de glucosa en en “performa nano” | meyenii (PACHA SALVIA) dentro de
de las hojas de las hojas de Lepechinia (PACHA SALVIA) 250mg/kg; sangre, en mg/ dL 20 m2 del distrito de Pucara, en la
Lepechinia meyenii meyenii (PACHA SALVIA) contienen clases de 500mg/kg y ratas que provincia de Huancayo,
(PACHA SALVIA)? que se relacionan con la metabolitos relacionados 1000 mg/kg. presentan departamento de Junin a una latitud

¢A qué dosis el extracto
hidroalcohdlico de las

hojas de Lepechinia

actividad hipoglucemiante.

Determinar la actividad

hipoglucemiante en varias

con la actividad

hipoglucemiante.

El extracto hidroalcohélico

hiperglucemia.

de -12,1675, altitud 3362 msnm,
coordenadas geogréficas
12010°20”S 75008’50” O.
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meyenii (PACHA SALVIA)
presentaréa actividad
hipoglucemiante en ratas
inducidas a

hiperglucemia?

¢, Cudl sera la actividad
hipoglucemiante del
extracto hidroalcohélico
de las hojas de
Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) en
comparacion a la

glibenclamida?

dosis del extracto
hidroalcohdlico de las hojas
de Lepechinia meyenii
(PACHA SALVIA) en ratas

inducidas a hiperglucemia.

Determinar la actividad
hipoglucemiante del
extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA)
en comparacion a la

glibenclamida.

de las hojas de Lepechinia

meyenii (PACHA SALVIA)
presenta actividad
hipoglucemiante a

diferentes dosis.

El extracto hidroalcohélico
de las hojas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA)
presenta actividad
hipoglucemiante en
comparacion a la

glibenclamida.

La poblacién del estudio
farmacoldgico fueron una camada
de 200 ratas albinas (Rattus

novergicus)

MUESTRA
2kg de hojas frescas de Lepechinia
meyenii (PACHA SALVIA).

45 ratas albinas (Rattus novergicus)
de la cepa Holtzman machos de
220-240 g de peso y 2 meses y

medio de edad en buen estado de
salud; adquiridas en la Universidad

Cayetano Heredia.

INSTRUMENTOS DE
RECOLECION DE DATOS :
Ficha de recoleccion de datos

a.- para la prueba de
solubilidad
b.- para la marcha fitoquimica
c.- para la actividad

hipoglucemiante.

ANALISIS ESTADISTICO
Software SPSS 22 ,ANOVA y test de
Tukey.

La version del software es SPSS 22. Se utilizd ANOVA (analisis de varianza).
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Anexo N 26

|

T ¢ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?\loo%

¢ 0 Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA %
M VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO 1 %‘2:5: 9

(§ MUSEO DE HISTORIA NATURAL s

“Afio del Dialogo y la Reconciliacion Nacional”

CONSTANCIAN®°235-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Carmen Rosa Lépez Caceres y Judith
Irene Olgado Fuentes, estudiantes de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, ha sido
estudiada y clasificada como: Lepechinia meyenii (Walp.) Epling; y tiene la siguiente
posicidn taxondmica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Lepechinia
ESPECIE: Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

Nombre vulgar : “Pacha salvia”
Determinado por: Blgo. Severo Baldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
considere pertinente.

Lima, 13 de junio de 2018

ACE/ddb

Figura N 55: Constancia del herbario de la UMMSM del Museo de Historia Natural
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Anexo N 27

JNIVERSIDALD |

=) RLAMA
¢ CAYETANO HEREDIA

AL IEL]

i
O

CERTIFICADO

Lima, 25 de julio del 201E

Mediante la presents ge certica que las 45 ratas albings (Rartus novergicus) de la cepa
Holtzman, machos con un promedio de pesa de 220 g, adquiridos el 24 de [ulle del 2018 por el

bioterio de la UPCH, s& encuentran en optimo estade sanitaro y fisiokgce para ser ulllizado en
cualquier protocalo bomsédica.

Se explde este docurnento para fines pertinentes.

o] :r‘m—.;_- Fitm PAET
dir dr Rmaria

L -1
= o \:-:f-r:.

Aw. Honotia Dalgade N* 230, Urb. Ingeniaria, San Beitin Se Parras J PO, Bax 4314, Lime 108
Gantralz (811 319-0000 anexos: I¥10
Phgina Wak! www.upth.pa

Figura N 56: Certificado de la Universidad Peruana Cayetano Heredia por las ratas
Holtzman
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Anexo N 28

&

PIRAT

UNIVERSIDAD PERUANA

. CAYETANO HEREDIA

sariuids

P, '\‘“
\

YL

Servicio de Control de Calidad

Lima, 25 de julio del 2018

Sefior Decano de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega.

S.D.
Mediante la presente se pone en conocimiento lo siguiente:

La Bachiller Olgado Fuentes, Judith Irene y Loépez canceres, Carmen Rosa, egresadas de
la facultad de ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas de la prestigiosa Universidad Inca
Garcilaso de la Vega; estan haciendo su tesis de Investigacion en “Actividad Hipoglucemiante
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Lepechinia meyenii (Pacha Salvia) en ratas
inducidas a hiperglicemia” en los laboratorios de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Se expide este documento para fines pertinentes.

Atentamente,

Blgo. JULIO HIDE]:GO ASCENCIO
Coordinador de Toxicologia

UNIVERSIDAD ACREDITADA INTERNACIONALMENTE CON MENCION ESPECIAL EN
INVESTIGACION

Figura N 57: Certificado de la Universidad Peruana Cayetano Heredia por el

laboratorio

uso del
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Anexo N 29

SEGUN LAS NORMAS APA.

1
Tamario de la Muestra.
= Férmula:
Poblacion finita: n = Z2p * q N/ e?(N-1) + Z2p*q

L Proceso de Muestreo
.

= Donde:
n = tamano de la muestra.
N= Poblacién o universo.
Z = nivel de confianza.
p = probabilidad a favor.
g = probabilidad en contra.
e = error muestral.

Figura N 58: Proceso de muestreo

Fuente: http://normasapa.net/wp-content/uploads/2016/11/muestreo-4-728-2.jpg

CALCULANDO:

n = 45 x (1.96)%x (1-0.50) x 0.50 / (0.05)*x (45-1) + (1.96)*x 0.50x (1-0.50)
n=40.37

Para garantizar una estimacién con un nivel de confianza del 95% y una precision
de 5%.
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Anexo N 30

En la parte farmacolégica tenemos 3 dosis que son: 250, 500 y 1000 de mg/Kg de
peso.

Entonces eso quiere decir que se va a preparar una dosis de 250 mg por kg del
animal, como la rata pesa en promedio de 240 gramos hacemos una regla de tres
simples y sacamos la dosis para cada rata.

a.- 250mg-----1000g b.- 500mg-----1000g c.- 1000mg------ 10009
X-mnmmme- 2409 Xemmmmemm 2409 Kemmmmmmmeeee- 2409
x=60mg x=120mg x=240mg

60mg x 6 ratas = 360mg
360mgx 7dias=2520mg
Entonces pesamos 2.52 g del extracto, disuelto en 42ml de agua destilada.

Como cada grupo consiste de 6 animales y la aplicacion es diaria podemos sacar
por el total de ratas y de los dias aplicados.

De igual forma pasa con el farmaco de Glibenclamida que es de 5 mg de activo.
Se pes6 un promedio de 20 tabletas con un promedio de 100 miligramos (0.10 Q)
por tableta.

Eso quiere decir que por cada 100 mg tenemos 5 mg de Glibenclamida, y nuestra
dosis es de 40 mg/Kg . Entonces aplicamos la regla de tres simples.

X=192 mg x 6 animales= 1152 mg x 7dias= 8.064 g X 4 semanas= 32.26 g

Entonces para todo el procedimiento se usa 32.26 g de glibenclamida, disuelto en
168 ml de agua destilada.
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