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RESUMEN

En este estudio se realizO una propagacion masiva in vitro y ex vitro de plantas de
Moringa oleifera provenientes de tres localidades mexicanas sin reguladores de
crecimiento. Con las hojas frescas y secas de plantas de moringa in vitro y ex vitro, se
realiz6 un estudio de composicién nutrimental de; macronutrientes, proteina cruda,
grasas, cenizas, extracto libre de nitrdgeno (carbohidratos contenidos en el alimento),
fibra cruda y aporte energético, ademas se observd que existe diferencia significativa
de proteina, entre hojas ex vitro con la reportada en la literatura, mas no en las in vitro,
no existe diferencia en aporte nutrimental de macronutrientes (cenizas, grasa y fibra)
entre ambas hojas comparadas con la literatura, sin embargo, las hojas in vitro son
significativamente mas ricas en Potasio y Sodio que las ex vitro, y no existe diferencias
en el contenido de Cobre, Hierro, Zinc y Calcio de hojas in vitro y ex vitro. Para la
ganancia de peso, se utilizaron ratas wistar adicionando a la dieta hojas de moringa; al
final de este experimento, se observé que no hay diferencia de peso entre las ratas
tratadas con los controles ni en el contenido de proteinas totales. Para analizar el
efecto hipoglucemianate de hojas de moringa, se diabetizaron ratas hembras wistar
con estreptozotocina; el resultado de este andlisis mostré una leve reduccion de
glucosa sanguinea cuando se administraron extractos de moringa, en cambio para el
analisis hipolipedémico se observo un efecto positivo en la reduccion de colesterol y
triglicéridos con extractos de moringa. A las ratas tratadas en todos los experimentos,
se les hicieron cortes histolégicos de pancreas y riién para conocer la histopatologia
de la enfermedad y se observé que los extractos de moringa actian como protectores

de los islotes pancreéticos y protectores contra el de dafio renal.
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ABSTRACT

In this study a massive in vitro and ex vitro propagation of Moringa oleifera plants from
three Mexican localities without growth regulators was carried out. A study of nutritional
composition quantifying; macronutrients, crude protein, fats, ashes, nitrogen-free
extract (carbohydrates contained in food), raw fiber and energy supply was conducted
also it was observed that there is a significant difference of protein, between leaves ex
vitro with the reports in the literature, but not in vitro, there is not difference in nutritional
contribution of macronutriets (ash, fat and fiber) between in vitro and ex vitro leaves
compared to the literature, however, the in vitro leaves have significantly more content
in Potassium and Sodium than ex vitro and there is no difference in the content of
Copper, Iron, Zinc and Calcium of leaves in vitro and ex vitro. For the weight gain,
wistar rats were used adding moringa leaves to their diet. At the end of this experiment,
it was observed that there is not difference in weight between the rats treated with the
controls nor in the concentrations of total protein in serum. To analyze the
hypoglucemic effect of moringa leaves, wistar female rats were diabetized with
streptozotocin. As a result from this analysis a slight reduction of of blood glucose
when administered moringa extracts was found. On the other hand, a positive effect on
the reduction of cholesterol and triglycerides with moringa extracts was observed in the
analysis. In relation to the rats treated in all experiments, histological sections of the
pancreas and kidney were made to know the histopathology of the disease and it was
observed that the moringa extracts act as protector of the pancreatic islets and protects

against the damage of the kidney.
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1. INTRODUCCION

En el mundo existe alimento suficiente para poder satisfacer a toda la poblacién, sin
embargo, sufren de hambre méas de mil millones de personas (FAO, 2010) a nivel
mundial. La inseguridad alimentaria afecta a comunidades en las que la pobreza
impide un acceso garantizado a los alimentos. Aparte de causar un sufrimiento
humano, la inseguridad alimentaria provoca la degradacion y el agotamiento de los
recursos naturales, migraciones a areas urbanas en distintos paises y por ende
problematicas politicas y econdémicas (Villareal & Ortega, 2014).

En los ultimos afios se han buscado mas herramientas y alimentos que pueden
beneficiar a la poblacion que viven en zonas de mayor escases de alimentos y mayor
tasa de problemas de malnutricibn. La desnutricibn es una condicién patologica
sistémica reversible como resultado de la deficiencia de nutrientes que se acompafa
con distintas manifestaciones clinicas y diferentes grados de seriedad. Caracterizada
por la pérdida de peso 0 masa, ya sea en un porcentaje menor o alto debido a la
asimilacion deficiente de alimentos por el organismo, por deficiencia de calidad o por
deficiencia de cantidad de los alimentos consumidos (Gémez, 2003). La deficiencia de
nutrientes, no es especifico de una situacién de desnutricion, sin embargo, se presenta
con frecuencia, el 30% de todas las mujeres embarazadas sufren de deficiencia de
Hierro (OMS). Se estima que en el mundo 178 millones de nifios menores de cinco
afos sufren de desnutricién crénica, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT 2012), el 21% de la poblacién rural infantil menor de 5 afios en México
esta desnutrida y el 11% en zonas urbanas. La prevalencia reportada de anemia en
nifios de 1 a 4 afos en el afio 2006 fue de 23.7%, por deficiencia de Hierro 26% vy
deficiencia de Zinc 28%, en esa edad en una etapa critica para el crecimiento y el
desarrollo (Rivera 2012).

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica de causas mdltiples, que
se esta convirtiendo en una epidemia del siglo XXI, estimaciones de la OMS refieren
que en el afio 2010; 285 millones de personas en el mundo sufrian de DM, en 2012;
347 millones, de seguir asi se estima que en afio 2030 existiran mas de 438 millones
con este padecimiento. En México; segun la ENSANUT 2012 existen mas de 6.4
millones de personas que han sido diagnosticados con esta enfermedad, y
desafortunadamente va en aumento, en México y en todo los paises se presenta la

misma problematica. Esta enfermedad representa, una las primeras causas de muerte



en México. Segun datos de la Federacion Internacional de Diabetes, China, India,
Estados Unidos, Brasil, Rusia y México colocados en este orden, son los paises con
mayor nimero de casos (Hernandez-Avila et al.2013).

Moringa oleifera es un arbol originario del sur del Himalaya, el nordeste de la India,
Bangladesh, Afganistan y Pakistan (Pérez et al., 2010) y se ha adaptado en México en
varias zonas del pacifico y el Caribe. Las hojas de moringa entre otras partes del arbol
resultan ser es una buena fuente de proteina altamente digestible, rica en diversos
minerales como Calcio, Hierro, y vitaminas del complejo B, A y C. Moringa es
consumida en muchas regiones en desarrollo, donde la desnutricion es un problema
importante. La moringa puede emplearse como fuente alimentaria y se le han atribuido
diversas propiedades medicinales tales como cardiacos, circulatorios, procesos
antitumorales, antihipertensivos, hepatoprotectores, se dice que es usado para tratar
las dislipidemias, y es usada como buena fuente de antioxidantes y sustancias con
actividad antibacteriana y antifingica (Rizky et al., 12013).

Las hojas de moringa contienen proteinas que podrian ser una opcion para el
consumo de los infantes en zonas rurales, ya que aporta aminoacidos esenciales para
el sano desarrollo y crecimiento en esta etapa de la vida (Pérez et al., 2010). Los
estudios de composicion de alimentos de hojas secas, hojas frescas, otras partes de la
planta y harina de moringa provenientes de India y Africa, reportan un alto contenido
en proteinas, vitamina A y C, Calcio, Hierro, Potasio, Zinc (Pérez et al., 2010; Dhakar
et al., 2011).

Existen estudios de moringa en otras partes del Mundo con diferentes climas y suelos,
sin embargo, hace falta realizar estudios en la composicion de nutrientes de arboles
localizados en México para conocer su valor nutrimental y ademas saber si existen
diferencias entre regiones y poder utilizar este arbol como fuente alimenticia rica en
nutrientes y satisfacer las necesidades y requerimientos nutricionales de la poblacién
Mexicana. Asi mismo, estudiar el efecto hipoglucemiante de moringa en un modelo de
diabetes experimental. Debido a que moringa no es originaria de México, una manera
de tener ejemplares es la propagacion masiva, una forma de hacerla y generar las

condiciones artificiales adecuadas es la propagacion in vitro.



2. ANTECEDENTES

2.1. Origen y distribucién

Moringa oleifera Lam., conocido cominmente como palito de tambor, Marango,
reseda, arbol de rdbano (horseradish tree), arbol de baqueta (drumstick tree), angela,
arbol de los esparragos, arbol de las perlas, arbol, rabano picante, bean oil tree, y
otros nombres es nativa del sub-Himalaya y del noroeste de la India, Pakistan,
Bangladesh y Afganistan, Asia Menor, Africa y Arabia (Reyes & Ledin 2006; Rizky et
al. 2013; Villareal & Ortega 2014). Actualmente, se distribuye en Indonesia, Filipinas,
Tailandia, Cambodia (Rizky et al., 2013), y desde México a Peru, asi como en el
Caribe (Falasca & Bernabé 2008). Se le puede localizar de forma silvestre y cultivada,
el arbol se desarrolla bien en un clima tropical, himedo, entre temperaturas oscilando
entre los 12 y 40 °C. Moringa crece bien en zonas cercanas a rios y arroyos, pero
también en climas y suelos secos y cdlidos. Este arbol resiste sequias pero no a las
temperaturas bajas y existe la tendencia a perder las hojas bajo estrés hidrico, es un
arbol caducifolio, se beneficia de riegos esporadicos, asi como de algun tipo de
fertilizantes ya que no es un arbol fijador de Nitrogeno (Magafia, 2012; Rizky et al.,
2013;).

Moringa se ha usado como alimento y se le atribuyen multiples usos medicinales. Los
romanos, griegos y egipcios extrajeron aceite comestible de las semillas y lo usaron
para perfume y lociones. En el Siglo XIX, a partir de plantaciones de moringa en el
Caribe exportaron el aceite extraido de la semilla hacia Europa para perfumes y

lubricantes para maquinaria (Falasca & Bernabé, 2008).

En México, ya es parte de la horticultura tradicional desde hace tiempo y se
distribuye por la costa del Pacifico, desde el sur de Sonora hasta Chiapas, incluyendo
el sur de la peninsula de Baja California (La Paz y de Todos Santos). Olson & Fahey
(2011), comentan que la planta llegé por primera vez a México en barcos de marinos
filipinos en viajes proveniente de China, siendo probable que fuera utilizada como

alimento de la tripulacion.

Los ejemplares de moringa son abundantes y frondosos en las llanuras calidas en
el sur de Tehuantepec, también, se cultiva en la region central de Chiapas, y en las

cercanias de Apatzingan y otras regiones del pais (Olson & Fahey 2011). Moringa es



un alimento importante para ciertas comunidades, como en la India, Indonesia,

Filipinas, Hawaii y en gran parte de Africa (Rizky et al., 2013).

Figura 1. Localidades y distribucion potencial del cultivo de Moringa oleifera en
México. Los puntos negros indican las 67 localidades donde se ha documentado. M.
oleifera como parte de la horticultura tradicional. Las zonas sombreadas corresponden
a las zonas con alta probabilidad de tener clima ideal para su cultivo (Olson &
Alvarado-Cardenas 2016).

2.2. Taxonomiay descripcion morfolégica de Moringa oleifera
Moringa oleifera Lam. fué descrita por Jean-Baptiste Lamarck, es una especie
pertenece a la familia de la Moringaceae, junto con otras 14 especies, siendo la mas
importante Moringa oleifera. Es un arbol delgado, perenné, de muy rapido creciemirno,
puede crecer mas de tres metros en su primer afio y alcanzar entre 7-12 m de altura y
tiene entre 20-40 cm de diametro (Figura 2A). Es un arbol poco longevo puede vivir
hasta 20 afios, aunque hay variedades en la India que son anuales; tiene una copa
abierta y ramas espaciadas inclinadas y fragiles, corteza con un aspecto corchoso.
Posee un follaje de hojas compuestas pinnadas, de color verde claro, con una longitud
de 30 a 60 cm (Figura 2D), divididas en foliolos dispuestos en raquis, en las
articulaciones de cada raquis se encuentran pequefias glandulas; sus flores son
bisexuales, estan agrupadas en grandes panudculas axilares; cinco pétalos, blancos
con estambres amarillos. Florece a los 7 meses de su plantacion. Los frutos son
vainas que miden entre 10-40 cm de largo, cuando se secan son de color marrén

oscuro, son capsulas trilobuladas, lefiosas (Figura 2C) y cuando se abren, contienen
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una cantidad variable de semillas, dependiendo la longitud de la vaina,
aproximadamente de 12 a 25 semillas por fruto y cada arbol puede producir de 15 000
a 25 000 por afio, las semillas son de color pardo oscuro, globulares de 0.5 -3 cm de

diametro (Figura 2E) con alas café claro (Reyes et al.,2006; Falasca & Bernabé 2008;
Olson & Fahey 2011).

.

N

Figura 2. Diferentes partes del arbol de Moringa oleifera. A) Arbol de
Moringa oleifera maduro). B) Vainas jovenes de moringa. C) Vainas secas
abiertas de moringa D) Hojas frescas de moringa. E) Semillas maduras
(Williams 2013; FAO 2015).



2.3. Usos de Moringa oleifera

2.3.1. Comestibilidad

Moringa oleifera se considera un producto alimenticio importante en su lugar de
origen, recientemente ha llamado la atencién por su aporte nutricional y las
investigaciones acerca de sus propiedades farmacoldgicas. Las hojas, frutos, flores y
vainas inmaduras de este arbol se utilizan por su alto valor nutritivo en muchos paises,
en particular en la India, Indonesia, Filipinas, Hawaii y muchas regiones de Africa
(Habibie et al., 2012). En Indonesia, se conoce como “la mejor amiga de la madre", por
su utilizacién para incrementar la produccion de leche durante la lactancia y, a veces

se prescribe para la anemia (Habibie et al., 2012).

Las vainas (frutos jévenes) son comestibles, se consumen en sopas Yy
diferentes guisados y tienen el sabor a habichuelas. En Haiti y en la India, se
comercializan congeladas y frescas. Las hojas son de sabor agradable usadas en
guisados por ejemplo, o consumidas frescas en ensaladas, o diferentes potajes. Las
hojas tienen un alto contenido de vitaminas, minerales y proteinas, con un perfil de
aminoacidos esenciales balanceado, y buen aporte de vitaminas A, C y antioxidantes
y de las hojas se obtienen extractos como polvos e infusiones. Debido a su
adaptabilidad y bajo costo de produccion, parece ser un alimento con buen prondstico
para el futuro, ademas presenta un 70.5 % de digestibilidad aparente de materia seca
y 65.5 % de digestibilidad aparente de proteina (Nahid et al., 2002; Pérez et al., 2010;
Guevara, 2012; Farroqg et al., 2012; Magafia 2012).

Las semillas se pueden consumir maduras o verdes, secas Yy tostadas, en
polvo, como té o y son muy nutritivas, tienen un alto valor comercial en la India, donde
son exportadas enlatadas, de las semillas se extrae aceite, comestible de muy buena
calidad y lubricante de alta calidad, el aceite de semilla han sido utilizados para varias
enfermedades la medicina indigena del sur de Asia (Gassenschmidt, et al.,1995;
Olson, 2011; Guevara, 2012; Habibie et al., 2012).

Las flores se pueden comer en fresco o cominmente usadas en tisanas por la
medicina tradicional para algunas enfermedades cardiovasculares ya que reduce los

niveles de colesterol, triglicéridos, y las hojas son usadas como antiinflamatorio



también (Nair & Subramanian, 1962; Bhattacharya et al., 1982; Dahot, 1998;
Siddhuraju and Becker, 2003; Mehta et al., 2003).
Todas las partes son usadas por la medicina tradicional de la India; como las hojas,

raices, semillas, flores, frutos y las cortezas del arbol, goma y las vainas inmaduras.

2.3.2. Corteza de tallo y resina

La corteza del tallo se utiliza también en tisanas como un analgésico, en
enfermedades oculares, y tiene actividad antituberculosa (Bhatnagar et al.,, 1961,
Siddhuraju & Becker, 2003). La goma o0 resina es usada contra caries dentales, es
astringente y rubefaciente, para tratar a pacientes con sifilis y afecciones reuméaticas
(Fuglie, 2001).

2.3.3. Raiz

Las raices son usadas en la medicina tradicional para fertilidad, procesos
antiinflamatorio, laxante, afecciones como reumatismo, inflamaciones, dolores
articulares, sacrolumbalgia. La raiz se aplica externamente como una cataplasma en
casos de inflamacion (Farooq et al., 2007).

El efecto de la aplicacion oral de extractos acuosos y alcohdlicos de raiz de moringa
han sido estudiados en ratas albinas Wistar macho y redujo significativamente el
oxalato urinario elevado, que muestra una accién reguladora sobre la sintesis de
oxalato endégeno. El aumento de la deposicién de los componentes de la formaciéon
de célculos renales también se redujo significativamente por el tratamiento curativo y
preventivo utilizando extractos acuosos y alcohdlicos. Los resultados indican que la
raiz de Moringa oleifera tiene actividad antiurolitiasico (Williams et al., 2013).

En el area culinaria, las raices son utilizadas normalmente como condimento, por su

sabor picante, ya que vienen de la misma familia que el rabano (Guevara, 2012).

2.3.4. Semilla

La semilla contiene un 35-40 % de aceite, de alta calidad, el perfil indica que el
73% es acido oleico. Es empleado en cocina, no se vuelve rancio. También, es
empleado para lubricacién, esto significa que el aceite de moringa tiene el mismo nivel
de calidad que el aceite de oliva. Las pruebas de laboratorio indican que la pasta que
queda después de la extraccion del aceite contiene los ingredientes activos de efecto
coagulante, este puede considerarse un subproducto de la extraccion del aceite

(Gassenschmidt, et al.,1995; Pérez et.al., 2010; Magafia 2012). Las semillas tienen los



mejores floculantes naturales conocidos y se emplean en la depuracion de aguas
fluviales, aguas turbias y purificacion de agua potable. Las semillas trituradas son un
reemplazo viable de coagulantes sintéticos, la efectividad de coagulacion de las
semillas de moringa varia en funcién de la turbidez inicial, siendo que puede reducir
entre el 92% y 99% (Berger et al., 1984; Olsen, 1987; Gassenschmidt, et al.,1995;
Olson & Fahey 2011; Magafa, 2012).

Las semillas de moringa son fuentes de lecitina y debido a que las lecitinas
enlazan a los peptidoglicanos y lipopolisacaridos en la pared celular bacteriana, la
lecitina del agua soluble de moringa es separada y reduce la turbidez del agua, se
sugiere que la lecitina puede actuar como coagulante de bacterias que no las inactiva
(Beltran & Sanchez 2008; Santos et al., 2010; Umesha et al., 2013) han estudiado la
eliminacion de laurilsulfato de sodio por coagulacién/floculacién con extracto de semilla
de moringa y encontraron la capacidad del extracto para retirar un agente tensioactivo
aniénico como el lauril sulfato de sodio, el cual se eliminé a partir de soluciones
acuosas de hasta 80 %, a través del proceso de coagulacion/floculacion. Este trabajo
indicé que la utilizacion del Moringa oleifera es comparable al sulfato de aluminio. Las
semillas de moringa también, tienen propiedades suavizantes, ademas de ser un
corrector de pH (reduccién de alcalinidad), se emplea en la clarificacion de miel y del
jugo de cafa de azucar (Farooq et al., 2007; Magafia 2012).

2.3.5. Produccion de Biodisel

Se ha investigado el aceite de Moringa oleifera como una posible fuente de
biodiesel. “El biodiesel se obtuvo a partir de aceite de semillas de moringa por medio
de alcali-catalizada de trans-esterificacion con metanol acido después de pre-
tratamiento y como resultado, los ésteres metilicos (biodiesel) obtenidos muestran un
alto nimero de cetano de aproximadamente 67, uno de los mas altos encontrados
para un combustible biodiesel’. El aceite moringa parece ser un sustituto aceptable
para el diésel de petréleo y para los combustibles de biodiesel derivado de aceites
vegetales (Farooq et al., 2008; Knothe et al., 2008; Moser et al., 2008; Rashid et al.,
2008;)



2.3.6. Propiedades farmacolégicas

2.3.6.1. Efecto antimicrobiano y antihelmintico

Se encontré que los extractos acuosos de moringa de hojas y flores actuan
como inhibitorios contra muchas bacterias patégenas tales como: Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Los aceites y
extractos tienen también actividad anti-fungica (Chuang et al., 2007; Farooq et al.,
2012; Fatima et al.,, 2014). Un estudio realizado por Chuang et al., (2007) utilizé
extracto etandlico de hojas, semillas y flores, mostro la actividad antimicrobiana frente
a E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter, Salmonella typhi A, S. aureus, Streptococcus y
Candida albicans. Varios componentes son los responsables de la actividad
antihelmintica incluyendo; niazirinin, glucésido, niazirin y tres glucésidos de aceite de
mostaza, niaziminin A, B y 4- [4 'O acetil-a-L rhamnosyloxy) bencil] isotiocianato
aislado de hojas y de vainas enteras; D-glucosa, D-manosa, acido ascorbico, la
proteina y el polisacarido aislado de flores maduras; 0-[2'-hidroxi-3'-(2"-heptenyloxy)]
propilo dodecanoato, metil-p-hidroxibenzoato, tiocarbamatos, isotiocianato, nitrilos, O-
etil-4 - [(a-1-rhamnosyloxy) bencil] carbamato, y B-sitosterol. Otros compuestos
bioactivos, tales como Spirochin y Anthonine se encuentran en la raiz y son activos

contra varias bacterias (Chuang et al., 2007).

2.3.6.2. Antiparasitario

Los parasitos representan un problema severo para la industria de la ganaderia
por sus grandes pérdidas. Se ha utilizado moringa como tratamiento contra ciertos
parasitos como Dracunculosis (gusano de Guinea), esquistosomas y tripanosomas, los
extractos han tenido un buen resultado y se pueden emplear como una alternativa de
tratamiento contra helmintiasis en poblaciones humanas y en animales de granja
(Chuang et al., 2007).

2.3.6.3. Actividad analgésica local y anestésica

Los extractos alcohdlicos y varias fracciones de extracto de éter de petrdleo,
acetato de etidio, dieter de etidio, muestran una potente actividad analgésica
comparada con la aspirina 25 mg/kg de peso corporal, los extractos de las semillas

posen una marcada actividad analgésica. Se han realizado experimentos en cerdos



guinea y ranas con extracto metandlico de Moringa para comprobar el efecto de
anestesia local (Biswas et.al 2012).

2.3.6.4. Actividad antinflamatoria

Algunas partes de Moringa tienen actividad anti-inflamatoria por ejemplo, el
extracto de raiz mostré significativa reduccion en la inflamacion inducida de la pata de
rata Wistar. Por otra parte, el extracto de n-butanol de las semillas mostré actividad
antiinflamatoria en vias respiratorias inducida por ovoalbumina en los conejillos de
indias (Mahajan et al., 2009).

Mejorar enfermedades inflamatorias crénicas es posible con los presentes bioactivos
de moringa, como consecuencia, esta planta muestra efectos beneficiosos en el asma,

el dolor y otros sintomas resultantes (Farooq et al., 2012).

2.3.6.5. Actividad antioxidante y cardioprotectora

Farooq et al.,, (2012) reportaron que las hojas de moringa son ricas en
antioxidantes, los extractos metandlios y etandélicos de hojas, vainas y semillas tienen
65y 66.8 % de antioxidantes respectivamente. Los responsables de esta actividad son
los compuestos fendlicos como quercetina y kaemferol. Estudios por Ogbunugafor et
al., (2011) compararon el poder antioxidante del aceite de moringa contra el aceite de
palma y descubrieron que las semillas de moringa son superiores para captacion de
radicales libres. Algunos de los compuestos encargados de este efecto son los
glucosinolatos, isotiocinatos, tiocarbamatos y flavonoides. Estos compuestos reprimen
a los ROS quelando iones de metal y regenerando antioxidantes unidos a la
membrana (Biswas et.al 2012).
Nandave et al.,, (2009), realizaron un experimento para evaluar el efecto
cardioprotector del extracto liofilizado hidroalcohdlico de hojas de moringa en el
modelo inducido por isoproterenol (ISP) de infarto de miocardio en ratas macho Wistar
con 200 mg/kg durante 1 mes, el tratamiento crénico con moringa demostro efectos
atenuantes en dafios hemodinamicos inducidos por ISP (presion arterial media MAP),
la frecuencia cardiaca (FC), la presion final diastdlica del ventriculo izquierdo (PFDVI),
y el pico del ventriculo izquierdo positivo, el tratamiento crénico con moringa resulté
significativo en la modulacion favorable de las enzimas bioquimicas (superéxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, lactato deshidrogenasa, y la creatina
quinasa-MB), pero no pudieron demostrar ningun efecto significativo sobre el glutation

reducido en comparacion con el grupo de control con ISP. En este estudio se demosto
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gue moringa posee efecto cardioprotector, que puede atribuirse a sus propiedades
antioxidantes, antiperoxidativas, y conservantes miocardicas (Nandave et al., 2009).

2.3.6.6. Actividad antihipertensiva y diurética

Las hojas de moringa contienen varios compuestos bioactivos, que ejercen un
efecto directo en la presién sanguinea, y por lo tanto éstos se pueden utilizar para la
estabilizacion de la presion arterial. Los compuestos encargados del efecto hipotensor
se encuentran en las hojas, dichos compuestos son nitrilo, glucésidos y tiocarbamatos.
Ademas, la actividad diurética de moringa se debe a compuestos presentes en las
raices, hojas, flores y la infusion acuosa de semillas (Farooq et al., 2012).
La raiz de moringa reduce el oxalato urinario elevado y baja el deposito de los
componentes formadores de célculos en los rifiones de ratas formadores de célculos
renales (Abdulrahman et al., 2014).

2.3.6.7. Activiad hipocolesterolémica

Estudios realizados por Chumark et al., (2008), demostraron el efecto
hipocolesterolémico del extracto acuoso de hojas de moringa sobre los radicales 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), y el efecto inhibidor sobre Cu;* en la oxidacion inducida
por lipoproteinas de baja densidad (LDL). En este estudio se evaluaron los niveles de
colesterol y las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) y formaciones de
placa de ateroma en conejos alimentados con una dieta rica en colesterol. Como
resultado, los conejos hipercolesterolémicos, a las 12 semanas de tratamiento, sus
niveles de colesterol redujeron significativamente la formacién de placa aterosclerética
a aproximadamente 50 y 86% comparados con el control, respectivamente, estos
resultados fueron comparables a los de la simvastatina. Los resultados indicaron que
esta planta poseé actividades antioxidantes, hipolipidémicos y antiateroscleréticos y

tiene potencial terapéutico para la prevencion de enfermedades cardiovasculares.

En otro estudio realizado por Ghasi et al., (2000), alimentaron ratas Wistar con
una dieta rica en grasas durante 30 dias y evaluaron las diferencias entre animales
con y si extracto acuoso de hojas de moringa y una dosis diaria de 1000 mg/kg de
peso corporal; en ratas sin tratamiento, increment6 un 30% su contenido de grasa en
sangre principalmente colesterol total, mientras que las tratadas con extracto, solo

incrementd un 14%. Otro estudio realizado por Jain et al., (2010) con extractos
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metandlicos con dosis de 100, 200 y 300 mg/kg de peso, se observé reduccion en
colesterol total, lipoproteinas de baja y muy baja densidad.

2.3.6.8. Actividad hepatoprotectora

Varios autores (Hamza, 2010; Umesha et al., 2013; Abdulrahman et. al., 2014)
han reportado que moringa tiene propiedades hepatoprotectoras, antiinflamatorias y
anti fibroticas en ratas trtatadas con tetracloruro de carbono (CClys), reduciendo el dafio
hepatico y la fibrosis inducida, también redujo los sintomas de la fibrosis hepatica y
con el extracto hidroetandlico en experimentos por Paliwal et al., (2011), actué como
inductor biofuncional mediante la mejora de antioxidantes, enzimas de la fase | y Il con
proteccion contra el dafio celular y actu6 contra DMBA (Dimetilbenzantraceno) que
ocasiona dafio en el rifién, y en estudios de quimioterapias se encontré que es seguro
usar moringa en dosis de 900 mg/kg de peso corporal (Paliwal et.al, 2011).
Cabe mencionar que también se ha usado los extractos metandlicos de hojas (250-
2000 mg/kg) en epipelsia inducida una disminicion significativa en las convulsiones.
(Bakre et al., 2013)

2.3.6.9. Actividad hipoglucemiante

Algunos estudios que se realizaron con las hojas de moringa, indicaron que
disminuyeron las concentraciones de glucosa en ratas Goto-Kakizaki (GK) en un
experimento agudo con extracto acuoso dentro de las 3 hrs después de la ingestion de
alimentos. En estos estudios se hizo la menciéon de que moringa es una importante
fuente de polifenoles, y estos probablemente son los causantes de la reduccién de los
niveles de glucosa a corto plazo, incluyendo quercetina3-glucdésido, rutina, kaempferol,

glucosidos y otros polifenoles (Ndong et al., 2007; Farooq et al., 2001).

También, se han realizado experimentos sobre la toxicidad de extractos de
Moringa con dosis de; 400, 800, 1600 y hasta 2000 mg/kg de peso via oral con
pruebas hematoldgicas, bioquimicas y parametros histolégicos en ratas, donde se
presentd un ligero cambio en biometria hematica, volumen corpuscular medio,
concentracion media de hemoglobina, con dosis de 400 mg/kg incrementabdo los
valores y en dosis de 2000 mg/kg reduciéndolos, el estudio concluy6 que la planta es
relativamente segura tanto en uso nutricional como medicinal (Adedapo et al., 2009).
Por otro lado, Asomugha et al., (2005) reportaron estudios de toxicidad con extractos

acuosos de hojas de moringa concluyendo que la muerte de animales se di6 hasta los
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2000 mg/kg y que el consumo excesivo de extracto acuoso de hojas de moringa puede

tener ligeros efectos sobre los pardmetros sanguineos en células blancas.

Moringa forma parte del sistema de medicina tradicional en la India, ha sido usada
para disminuir las cifras de glucosa. Se tiene conocimiento de que el extracto acuoso
concentrado de vainas jovenes de moringa disminuyen los niveles de glucemia
(Jaiswal et al., 2009). Ademés en la India, en esos estudios se han identificado en
vainas jovenes, hojas frescas y secas, algunos de los posibles compuestos que tienen
este efecto tales como; Tiocarbamato N-bencilo, carbamatos N-bencilo, bencilo nitriles
y un éster de bencilo aislado a partir de extracto de metanol del polvo seco de la fruta
(Edoga et al., 2011; Dhakar et al., 2011; Jaiswal et al., 2013), entre otros compuestos
guimicos, y se ha demostrado que estimulan significativamente la liberacién de
insulina de las células beta pancreéaticas de roedores (Francis et. al., 2004; Jayaraj et.
al., 2004), lo que deja abierto el campo para seguir con la investigacion de éstas
propiedades farmacol6gicas de moringa en el tratamiento coadyuvante de la Diabetes
mellitus. Los estudios realizados sobre el efecto hipoglucemiente son en su mayoria
hechos en mediciones agudas y no cronicas, los experimentos de mediciones cronicas
han sido con extractos a partir de vainas jovenes (Jaiswal et al., 2009; Gupta et al.,
2011).

Las hojas de otras especies como Moringa stenopetala se utilizan
tradicionalmente en Etiopia para el tratamiento de la Diabetes mellitus y ya han sido
exploradas por su accion hipoglucemiante (Makonnen et al., 1997).

2.4. Contenido nutrimental de Moringa

La mayoria de las fuentes revisadas parecen estar de acuerdo sobre los beneficios
nutricionales de las hojas de moringa, poseen alto contenido de aminoacidos, vitamina
C, complejo B, A, minerales como calcio (Ca?*), potasio (K*), rica en alcaloides, ceras,
quercetina, zeatina, sitosterol, kaempferol, fenoles &cidos cafeilquinicos. Moringa ha
sido usada para tratar la desnutricion proteica, en el Hospital de Walujo Jati desde
2012 en Indonesia (Ferreira et al., 2008; Gupta et al., 2011; Guevara 2012; Williams,
2013; Jaiswal et al., 2013, Rizky et al. 2013).

Las hojas se utilizan en todo el mundo como un suplemento nutricional ya que

contiene significativas cantidades de vitaminas A, vitaminas del complejo B, Hierro y
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proteinas, ricos en carotenoides, principalmente, 3-caroteno y xantinas (Ferreira et al.,

2008), es rica en potasio y fosforo (Jaiswal et al., 2013).

2.4.1. Nutrientes

a) Proteinas; en diversos estudios bromatologicos de diferentes paises como
Cuba, Guatemala, India, Chad, Sri Lanka entre otros, se han reportado
entre 21 y 33 % de proteina por 100 g de hoja cruda seca, las hojas
contienen todos los amino&cidos esenciales, semejante el contenido en la
carne vacuna (Tabla 1) se aprecian 17 aminoéacidos, por lo que se
considera una proteina completa. Las vainas también tienen proteinas 2.5 g
por cada 100 gramos de muestra seca (Alfaro 2008; Pérez et al., 2010;
Dhakar et al., 2011; Moyo et al., 2011; Melanie, 2012; Mathur et al., 2014;
Liyanage et al., 2014; Leone et al., 2015).

Tabla 1. Comparacion de aminoacidos entre hojas de moringa y carne de vacuno por

cada 100 g.
Aminoacidos Cantidad (Media) en % por 100 g
Moringa pulverizada Carne magra vacuno

Arginina 1.78 1.54

Serina 1.087
Acido Aspartico 1.43 2.4
Acido Glutamico 2.53 3.97
Glicina 1.53 1.34
Threonina* 1.35 1.13
Alanina 3.03 1.64
Tirosina * 2.65 0.89
Prolina 1.2 1.15

HO-Prolina 0.093
Metionina* 0.297 0.6
Valina * 1.41 1.31
Fenilalanina * 1.64 1.02
Iso-leucina * 1.17 1.29
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Leucina * 1.96 1.89

Histidina * 0.716 0.8
Lisina * 1.63 2.05
Cisteina 0.01 0.28

Triptofano * 0.486 0.3

Fuente: Moyo et al., (2011) y Souci (1994) respetivamente. *Aminoacidos esenciales.

b) Grasas; los acidos grasos reportados en diferentes experimentos se han
obtenido de; semillas, hoja pulverizada cruda y en extracto metandlico. En
México, una casa comercial (Biotesa®) public6 un estudio de grasa en
2012 de hojas secas, los resultados por cada 100 g de muestra fueron;
acido linolénico 49.28 %, acido linoleico 11.86 %, Acido palmitico 20.28%,
acido oléico 5.67 %, acido miristico 5.4 %, acido miristoléico, 2.16 %, &acido
laurico 1.16 %, acido estearico 1.84 %, acido araquidico 0.83 %, &cido
behénico 0.734 %, acido caprico 0.338 %, &cido palmitolénico 0.139 %,
acido margarico 0.137 % y acido caproléico 0.043 %.

Los acidos grasos encontrados en extracto metandlico (Moyo et al., 2011)
son acido a-linolénico 44.57%, heneicosanoico 14.41%, g-linolénico 0.20%,

acido palmiteico 0.17% y acido céprico 0.07%.

Los &cidos grasos de las semillas; acido oléico 73.1 %, palmitico 7.4 %,
behénico 5.8 % y estearico 4%, linolénico 0.19 %, palmitoléico 1.50 9%,
linoléico 0.95 % entre otros con menor cantidad (Marrero et al., 2014). La
semilla contiene de 31-47% de aceite en estudios realizados en Brasil, por
Serra et al., (2007) mostraron que el aceite de la semilla seca contiene un
7% de é&cido palmitico, 2% de palmitoleico, 4% de estearico, 78% de oleico,
1% de linoleico, 4% de araquidico, y 4% de behénico.
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Tabla 2. Cuadro comparativo de andlisis de nutrientes de hojas secas de moringa de diferentes paises por cada 100 g.

Cenizas
Grasa g (soxhlet)
Proteina g (nx6,25)
Fibra crudag
Aporte calérico kcal
Cobre mg
Hierro mg
Manganeso mg
Zinc mg
Potasio mg
Sodio mg
Calcio mg
Magnesio mg

Localidad

Fuente

Nd
2.3
27
19
205
0.57
28.2
Nd
Nd
1324

2003
368

Guatemala

Alfaro N.C. 2008

9.8
3.7
21.59
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
Nd
259
Nd
440
Nd
Cuba

A. Pérez et
al., 2010

10.4 Nd
4.62 Nd
25 88
23 Nd
Nd Nd
Nd Nd
Nd 10.54
Nd Nd
Nd 3.3
Nd 1839
Nd Nd
Nd 1532
Nd 465
Colombia Sri Lanka,
Asia Del Sur

A. Pérez et al.,

2010

R. Liyanage, et

al., 2014

Nd no; hay dato.

16

12.12
6.84
24.55
5.64
361.56
0.57
28.2
Nd
3.8
1320
33,38
2000
368

Morelos, México

Biotesa® 2014

Nd
7
21
7.5
Nd
0.66
12
Nd
2.18
Nd
252
2150
533
Haiti

Leone A. et
al., 2015

12
6.5
28.16
9.43
300
1.61
28.66
8
2.72
1570
399.33
2228
4856
Chad Y Sahrawi
Southwester Algeria,
Africa
Melanie Broin 2012,

Moyo 2014, Leone et
al., 2015,



c) Minerales; se ha reportado el contenido de nutrientes de hojas de moringa
como; Calcio (3.65%), Fosforo (0.3%), Magnesio (0.5%), Potasio (1.5%),
Sodio (0.164%), Azufre (0.63%), Zinc (13.03 mg/kg), Cobre (8.25%),
Manganeso (86.8 mg/kg), Hierro (490 mg/kg) y Selenio (363 mg/kg) (Moyo
et. al et al.,, 2011). En la tabla 2, se muestra una comparacion de los

estudios bromatoldgicos reportados de diferentes partes del mundo.

Las hojas secas de moringa contienen aproximadamente Vitaina E 77 mg/100 g, beta-
caroteno con 18.5 mg/100 g. El contenido de fibra neutrodetergente 11.4%, fibra
detergente &cido (FDA) 8.49%, lignina detergente acido (ADL) 1.8% y celulosa
detergente acido (ADC) 4.01%. El condensado de taninos 3.2%, mientras que los
polifenoles totales reportados fue de 2,02% (Moyo et al., 2011).

2.5. Desnutricion
“Existe seguridad alimentaria cuando todas las personas tienen en todo momento
acceso fisico y econdmico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer
sus necesidades alimenticias y sus preferencias en cuanto a los alimentos a fin de
llevar una vida activa y sana” (FAO, 2011).

La desnutricion es el resultado de diferentes factores individuales, familiares,
socioculturales, econémicos, ambientales, acceso a atencion de salud oportuna y de
educacioén. Alrededor de 795 millones de personas en el mundo no tienen el alimento
suficiente para poder tener un estilo de vida saludable, sufren de deficiencia de
alimentos la gran mayoria vive en paises en desarrollo, donde el 12.9% de ellos
presenta desnutricion. En Asia dos terceras partes de su poblacion tiene problemas de
hambre, Africa subsahariana es la regién con mayor prevalencia de hambre. La
desnutricion es una de las principales causas de muertes en nifios menores de 5 afios.
Existen casi 870 millones de personas en el mundo que sufren de malnutricién cronica
representa el 12.5 % de la poblacién mundial (FAO; FIDA ENSANUT 2012; PMA.
2012; Villareal & Ortega 2014).

En América Latina y el Caribe, 49 millones de personas sufren hambre, la FAO
sefiala en su informe de 2012 que en los ultimos seis afios, solo un millén de personas
ha superado el hambre. El hambre a nivel mundial, se debe no a la escasez de

alimentos, sino a los recursos insuficientes para adquirirlos y de esta forma asegurar
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una alimentacion adecuada. La inseguridad alimentaria afecta en mayor medida a las
personas en condicion de pobreza. El crecimiento agricola es eficaz para reducir el
hambre y la malnutricion (FAO 2012; FIDA 2012; WFP 2012; Villarreal & Ortega 2014).

Se estima que 178 millones de nifios menores de cinco afios sufren de desnutricion
crénica en todo el mundo, el 21% de la poblacion rural infantil y el 11% en zonas
urbanas, siendo ésta poblacion la mas vulnerable segun la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT 2012). La prevalencia de anemia en nifios de 1 a 4 afios
en 2006 fue de 23.7%, (casi 1.9 millones de nifios), la prevalencia por deficiencia de
Hierro a nivel nacional es de 26%, de Zinc 28% siendo una etapa critica para el
crecimiento y el desarrollo (Rivera 2012). Segun la Organizacién Mundial de la Salud
2009 (OMS) el 1% a nivel mundial presenta deficiencia de vitamina A, que es causa de
ceguera, de esta cifra, el 8% es en las mujeres embarazadas. El 25% de los nifios de
1 a 8 afios de edad presentan deficiencia subclinica de vitamina A, segun la
ENSANUT 2012, el 30% de los nifios menores de 2 afios de edad y 40% de las
mujeres presentan deficiencia de vitamina C en zonas rurales de México (Rosado et
al., 1995; Villalpando et al., 2003).

Las hojas de Moringa son una buena fuente de nutrientes, podrian ser una
fuente alimenticia en zonas rurales, ya que aporta aminoacidos esenciales para el
sano desarrollo y crecimiento de nifios que cursan esta etapa (Pérez et al., 2010).
Moringa es una alternativa a los suministros de alimentos importados para el

tratamiento de la desnutricion en los paises pobres (Dhakar et al., 2011).

2.6. Diabetes mellitus

2.6.1. Definicion

La Diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de trastornos metabdlicos
frecuentes que comparten el fenotipo de la hiperglucemia. Existen varios tipos
diferentes de DM debidos a una compleja interacciébn entre genética y factores
ambientales. Dependiendo de la causa de la DM, los factores que contribuyen a la
hiperglucemia pueden ser deficiencia de la secrecion de insulina, decremento del
consumo de glucosa o aumento de la produccion de ésta. El trastorno de la regulacién
metabdlica que acompafa a la DM provoca alteraciones fisiopatolégicas secundarias
en muchos sistemas organicos. En Estados Unidos y en México, la DM es la primera

causa de; nefropatia en etapa terminal, amputaciones no traumaticas de extremidades
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inferiores 'y ceguera en adultos. También predispone a enfermedades
cardiovasculares. Dado que esta aumentando su incidencia en todo el mundo, seguira
siendo una de las primeras causas de morbilidad y mortalidad en el futuro proximo
(Kasper et.al 2015).

2.6.2. Clasificacion

La Diabetes mellitus se clasifica con base en el proceso patégeno que culmina
en hiperglucemia. Existen varios tipos de Diabetes, los mas frecuentes son DM tipo 1y
DM tipo 2. Los dos tipos de diabetes son antecedidos por una fase de metabolismo
anormal de glucosa. La DM tipo 1 es resultado de la deficiencia completa o casi total
de insulina y la DM tipo 2 es una enfermedad de etiopatogenia heterogénea y
compleja, caracterizada por trastornos en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y
lipidos como resultado de defectos en la accion de la insulina, también se presentan
grados variables de resistencia a la insulina, menor secrecion de dicha hormona,
mayor produccion de glucosa. Las complicaciones isquémicas de la enfermedad
cardiovascular ateroesclerética son la principal causa de morbi-mortalidad en los
pacientes diabéticos. La DM tipo 2 es precedida por un periodo de homeostasia
anormal de la glucosa clasificado como trastorno de la glucosa en ayunas (impaired
fasting glucose, IFG) o trastorno de la tolerancia a la glucosa (impaired glucose
tolerance, IGT) (Leiva et al., 2010; Kasper et al., 2015).

Existen otros tipos de diabetes, las causas son defectos genéticos especificos
de la secrecion o acciéon de la insulina, alteraciones metabdlicas, trastornos
mitocondriales y un sinnimero de situaciones que alteran la tolerancia a la glucosa. La
DM puede ser el resultado de enfermedad del pancreas exocrino cuando se destruye
gran parte de los islotes pancreaticos. Esta destruccion de estos islotes se ha atribuido
a infecciones viricas, pero son causas muy raras. Las dislipidemias que se presentan
secundarias a la enfermedad se asocian a alteraciones en la estructura, composicion y
funcionalidad de las lipoproteinas plasmaticas, presentandose un perfil lipidico

proaterogénico (Kasper et al., 2015).

2.6.3 Diagnaostico

El National Diabetes Data Group y la Organizacion Mundial de la Salud han
propuesto criterios diagnésticos para la DM basados en lo siguiente: 1) el espectro de
la glucosa plasmatica en ayunas (fasting plasma glucose, FPG) y la reaccién a una

carga oral de glucosa (prueba de tolerancia de glucosa ingerida (oral glucose tolerance
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test, OGTT) varian entre los individuos normales, y 2) la DM se define como nivel de
glucemia al que ocurren las complicaciones especificas de la Diabetes mas que como
desviaciones a partir de una media basada en la poblacion.

La tolerancia a la glucosa se clasifica en tres categorias, con base en la cifra de
glucosa plasmética en el ayuno (FPG)

1) FPG <5.6 mmol/L (100 mg/100 mL) es la cifra normal;

2) FPG = 5.6 a 6.9 mmol/L (100 a 125 mg/100 mL) se define como pre-Diabetes, es
decir, alteracion de la glucemia en el ayuno.

3) FPG >7.0 mmol/L (mayores a 126 mg/100 mL) justifica el diagnéstico de Diabetes

mellitus.

Con base en los datos de la prueba de tolerancia a la glucosa oral (OGTT) se define
Intolerancia a la glucosa con niveles de glicemia en ayunas entre 7.8 y 11.1 mmol/L
(140 y 199 mg/100 mi) y se define la Diabetes como la cifra de glucosa mayor de 11.1
mmol/L (200 mg/100 mi) 2 h después de la ingestion de 75 g de glucosa, como
estimulo. Los criterios actuales de diagnostico de la DM resaltan que el andlisis
espectral de glucosa en ayunas es el método mas fiable y comodo de diagnéstico de
DM en pacientes asintométicos. Una concentracion de glucosa plasmética >11.1
mmol/L (200 mg/100 mi) tomada al azar y acompafiada de los sintomas clasicos de
DM (poliuria, polidipsia y polifagia, ademas pérdida de peso) basta para el diagnostico
de DM. Se sugiere realizar la prueba de sobrecarga oral de glucosa, y la
determinaciéon de hemoglobina glicolsilada (Hb A1C) como conjunto de pruebas
diagnosticas (Kasper et al., 2015).

2.6.4. Complicaciones

Segun la adherencia del paciente al tratamiento, tanto farmacol6gico como
higiénico dietético, pueden o0 no presentarse complicaciones, como la cetoacidosis y el
estado de hiperglucemia hiperosmolar. En la cetoacidosis, la glucosa es sustituida por
grasa como fuente de energia, se descomponen cuerpos cetdnicos que se acumulan
en la sangre y orina; a niveles altos, estos acidos son téxicos. Se produce ademas una
hiperglucemia, con valores de glucosa plasmatica superiores a los 300 mg/dL, debido
a que la falta de insulina provoca acumulacién de glucosa plasmatica (ADA, AMD
2015).
El estado hiperosmolar hiperglicémico, es un estado en el que el paciente presenta

una excesiva hiperglicemia, ademas de una marcada hiperosmolaridad. Esto se debe
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a una baja en la utilizacién por parte del musculo y esto inicia mecanismos como
glucogénesis y glucogenodlisis.

Otras complicaciones de un mal manejo de la enfermedad a largo plazo pueden ser
las complicaciones vasculares y no vasculares. Las complicaciones vasculares se
subdividen en microangiopatia (retinopatia, neuropatia, nefropatia, glaucoma vy
cataratas) y macroangiopatia (coronariopatia (coronary artery disease, CAD),
enfermedad vascular periférica (peripheral arterial disease, PAD) y enfermedad
vascular cerebral, hipertension arterial, enfermedad arterial periférica, insuficiencia
renal y las complicaciones no vasculares comprenden problemas como gastroparesia,
infecciones y afecciones de la piel, digestion lenta de los alimentos, disfuncion eréctil y
sindrome del tunel carpiano, entre otras. La Diabetes de larga duracion puede
acompafarse de hipoacusia, retinopatias, cataratas, glaucoma, nefropatia, problemas
cardiacos, eventos cerebrovasculares problemas nerviosos (como depresion o
ansiedad), problemas en el sistema de coagulacion y lipidos (Kasper et al., 2015;
Hernandez, 2013).

El riesgo de complicaciones crénicas aumenta con la duracion de la hiperglucemia;
suelen hacerse evidentes en el transcurso del segundo decenio de la hiperglucemia.
Como la DM de tipo 2 puede tener un periodo prolongado de hiperglucemia
asintomatica, muchos individuos con DM de tipo 2 presentan complicaciones en el
momento del diagndéstico. Las complicaciones microangiopéticas de la DM son el

resultado de la hiperglucemia crénica.

La dislipidemia es el resultado de la disminucion en la oxidacion de glucosa y la
reduccién de su depdsito como glucégeno, aunado al incremento de la produccion
hepatica de glucégeno. Una de las complicaciones como la nefropatia diabética (ND)
revelan la hipertrofia glomerular y de elementos tubulares; aumento en el grosor de las
membranas basales glomerulares, la acumulacion progresiva de los componentes de
la matriz extracelular, aumento temprano en la tasa de filtracion glomerular con la
hipertensién intraglomerular, proteinuria posteriores, hipertensién sistémica y eventual

pérdida de funcional renal (Abdulrahman et al., 2014).

2.6.5. Factores de predisposicion

Los factores de riesgo mas comunes asociados a esta enfermedad son la obesidad y/o
sobrepeso Obesidad (IMC; >25 kg/m?), sedentarismo, tabaquismo, alto consumo de

carbohidratos y grasas saturadas, edad, trastorno de tolerancia a la glucosa,
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antecedentes de Diabetes mellitus Gestacional o peso al nacer mayor a 4 kg,
Hipertension (presion arterial (>140/90 mmHg), Concentracion de colesterol de HDL
<35 mg/100 mL (0.90 mmol/L), concentracion de triglicéridos >250 mg/100 mL (2.82
mmol/L), sindrome de ovario poliquistico, acantosis nigricans, antecedentes de
enfermedad vascular, antecedentes familiares de Diabetes (p. €j., padres o hermanos
con Diabetes) y tipo de raza (p. €j., afroestadounidense, hispanoestadounidense,
amerindio, ascendencia asiatica, islefio del Pacifico), los latinos tienen una prevalencia
mayor del 10 %, segun estudios realizados por el Centro de Control de Enfermedades
(CDC 2013; Kasper et al., 2015).

2.6.6. Prevalencia y Epidemiologia

La DM es una enfermedad crénico metabolica, asociada al desarrollo de
complicaciones afectacion de la calidad de vida del paciente si el tratamiento es
inadecuado (Garcia et al., 2009). Segun datos de la OMS en 2010, 285, millones de
personas en el mundo sufrian de Diabetes mellitus, en 2012, 347 millones de personas
y segun estimaciones en el afio 2030, 438 millones de personas presentaran la
enfermedad. En México, 6.4 millones de personas han sido diagnosticados con DM
segun la ESANUT en 2012, el 9.2% de la poblacién Mexicana la presentaba y en 2006
fue de 7.3% y en el afio 2000 fue de 4.6% lo que indica que la prevalencia va en
aumento. Méas del 70% de las personas con DM viven en paises de ingresos bajos y
medios. Esta enfermedad representa, una las primeras causas de muerte en México
(ENSANUT 2012).

En Norteamérica, incluyendo Puerto Rico y México, la cifra actual de personas
con esta enfermedad es de 37 millones. En Centroamérica, el resto de El Caribe,
centro y Sudamérica, se estima que existen gue 24 millones de personas con la
enfermedad. A nivel mundial destacan China, con 98.4 y la India con 65.1 millones. Se
estima que en el afio 2035 América Central y América del Sur sufrirAn un incremento
del 60% (38.5 millones). Europa se proyecta con el menor aumento: 22%. A su vez,
los porcentajes de personas fallecidas por esta enfermedad fueron del 38% en
Norteamérica y del 44% en centro y Suramérica, y la cifra mayor 76%, al continente
Africano. En casi todos los paises, la gran mayoria de diabéticos reside en zonas
urbanas, la DM tipo 2 se ha convertido en uno de los mas graves problemas sanitarios
de nuestro tiempo. De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, China,
India, Estados Unidos, Brasil, Rusia y México (en ese orden) son los paises con mayor

namero de personas con DM. Se ha estimado que la esperanza de vida de individuos
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con diabetes se reduce entre 5 y 10 afios (Valdés et al., 2007; Arredondo 2012;
Hernandez et al., 2013; Mora-Morales, 2014).

Es de una necesidad emergente generar una respuesta en politicas publicas
para su prevencion y control. En México, representa entre 5y 14% del gasto de salud
total en su atencion y complicaciones de los casos tratados de la poblacion (Leiva et
al., 2010, Arredondo et al., 2012, Valdés et al., 2007; Hernandez-Avila et al., 2013).
En el pais, la edad promedio de las personas que murieron por diabetes en 2010 fue
de 66.7 afos, lo que sugiere una reduccion de 10 afios. Algunas estimaciones indican
qgue, por ejemplo, Estados Unidos desde 1997 destina mas de 15% del gasto en salud

en la atencion de los diabéticos (Hernandez et al., 2013; Arredondo 2012).

Varios intentos se han hecho para tratar y controlar esta enfermedad. Varios
agentes quimioterapéuticos, cambios de estilo de vida, se han explorado en el pasado
(Abdulrahman et al., 2014). Se han lanzado nuevos programas publicos para tratar
esta enfermedad de manera mas integral. Se ha demostrado que el estilo de vida
(incluyendo la alimentacion) favorecen y reducen drasticamente las complicaciones,
sin embargo, la busqueda de nuevos farmacos con menor impacto en 6rganos y
sistemas implicados en la Diabetes sigue en pie, debido a la alta tasa de mortalidad y
el numero de personas que cada afio asciende a nivel mundial. Los estilos de vida
poco saludables, son frecuentemente tanto en nifilos, adolescentes y adultos en la
poblaciébn mexicana, quienes han ocasionado un aumente agigantado en la
prevalencia de obesidad y sobrepeso que va creciendo cada afo. La obesidad es el
principal factor de riesgo modificable de la Diabetes. Las estrategias de prevencion y
cambio de habitos y estilo de vida (incluyendo la eliminacién de los factores de riesgo)
son altamente efectivos para reducir el riesgo de presentarla o la aparicién de la DM,
México tiene condiciones de alto riesgo, por lo que recientemente se han impulsado
politicas intersectoriales relacionadas con la salud alimentaria y con ello combatir uno

de los mas importantes factores de riesgo, la obesidad (Hernandez-Avila et al., 2013).

A pesar de las estrategias, las indicaciones para la modificacion de habitos
higiénicos dietéticos, los pacientes parecen no modificarlos y contindan presentando
dislipidemias. En un estudio de Framingham (afio de publicacién) se observé que el
13% de los hombres y el 24% de las mujeres con DM tenian dislipideamia. El uso de
plantas medicinales para el tratamiento de la Diabetes mellitus estd aumentando

ahora, sobre todo en los paises en desarrollo. Se estd convirtiendo en una
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preocupacion para entender los efectos del uso de las hierbas medicinales para el
control de diversas enfermedades, como la Diabetes mellitus.

EUROPA EUR

MUNDO

"382M R 4%

@ personas no diagnosticada
con diabetes

Figura 3. Prevalencia de Diabetes mellitus en el mundo. ATLAS de la
DIABETES de la Federacion Internacional de Diabetes 2013.

2.6.7. Pancreas

Es una glandula digestiva accesoria alargada de derecha a izquierda y de
abajo hacia arriba, angosta en sentido anteroposterior, con una concavidad posterior
moldeada sobre la columna lumbar. El pancreas tiene dos tipos de secrecion; exocrina
y enddcrina.

El pancreas contiene tejido exdcrino conformado por células acinares que
producen enzimas para la digestion de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos
nucléicos, se vacia en el duodeno a través de los conductos pancreaticos principal de
Wirsung y accesorio de Santorini y compuesto también por la secreciéon endécrina que
compone las hormonas insulina y glucagon, las células de los islotes de Langerhans
que son hormonas que mantienen la homeostasis de la glucosa. Varios factores
regulan la secrecién exocrina del pancreas, como las respuestas neurolégicas y
hormonales, la presencia de alimentos y la composicion de ellos. Los dos estimulos
hormonales principales de la secrecién pancreatica son secretina y colecistocinina.
Las fases en la que las secreciones influyen son; fase cefélica que esta regulada por el

nervio vago y se activa al estimular los sentidos, como ver, oler, saborear, a su vez
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ésta induce la secrecion de bicarbonato y enzimas pancredticas, otra fase es la
distension del estbmago a la llegada de los alimentos se estimula la fase géastrica de la
secrecion pancredtica, la cual incluye la estimulacion de la secrecion de enzimas, y por
altimo la fase intestinal, que estad mediada por la colecistoquinina. Diariamente el
pancreas produce alrededor de 1200 ml de liquido rico en bicarbonato y enzimas
digestivas, entre 40-50 células acinares forman un acino seroso que contienen tres
células centroacinares y dan inicio al sistema de conductos pacreaticos y el cual
forman el pancreas exocrino. Las células acinares tienen forma piramidal y la base
descansa en la lamina basal, el ndcleo es redondo y basofilo. El sistema de conductos
pancreaticos inicia a nivel del acino seroso formado por células centroacinares y
células cubicas palidas, al agruparse forman los conductos que daran origen a los
conductos interlobulillares de Wirsung, que se unen al colédoco antes de desembocar
en el duodeno en la papila de Vater (Arenas et al., 2005; Mahan et al., 2013; Olvera et
al., 2008; Kasper et al., 2015).

El pancreas enddcrino y su componente principal, los islotes de Langerhans,
estan formados por un conglomero esférico de aproximadamente 3000 células, el
pancreas en total esta constituido por 100 islotes, solo el 1% del tejido total son islotes,
con mayor proporcion de islotes en la cola del 6rgano. La region enddécrina esta
formada por 5 tipos de células, beta, alfa, gamma, células G, y células P.P. Las células
alfa, son productoras de glucagén, éste actia en los hepatocitos activando enzimas
glucogenoliticas. Células beta, productoras de insulina, la insulina es liberada al
especio extracelular cuando se incrementa la glucemia después de una comida rica en
carbohidratos. Células G.- producen gastrina, hormona estimuladora de la secrecion
del (HCI) &cido clorhidrico, el vaciamiento gastrico y la motilidad intestinal. Células P.P.
Polipéptido pancreético, éstas células producen polipéptido pancreético, su funcién es
autorregular la funcién secretora, también ejerce efectos sobre el glucdégeno hepatico y
las secreciones gastrointestinales, la concentracion de los polipéptidos pancreaticos se
ven incrementadas posterior a las ingestas de alimentos, ayunos y actividad fisica
(Arenas et al., 2005; Mahan et al., 2013; Olvera et al., 2008; Kasper et al., 2015)

2.6.7. Insulina

Fue descubierta en 1921, por Frederick Grant Banting, Charles Best, James
Collip, y J.J.R. Macleod de la Universidad de Toronto, Canad4. Es una Hormona

polipeptidica conformada por 51 animoacidos su nombre proviene del latin insula
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“isla”, es la principal responsable del control del metabolismo de la glucosa, la insulina
es producida en las células beta de los islotes de Langerhans, se sintetiza como un
polipéptido precursor de una Unica cadena de 86 aminoacidos de 12 kDa. La pre-
propinsulina, elimina el amino terminal generando la proinsulina. La escision de un
fragmento interno de la cadena de 31 residuos genera el péptido C y las cadenas A
(21 aa) y cadena B (30 aa) de la insulina unida por puentes disulfuro, insulina y péptido
C se almacenan juntos. Con la estimulacion las células islote liberan de forma
equimolar cantidades de insulina y péptido-C, pequefias cantidades de proinsulina y
otras intermedias. El péptido C es menos sensible a la degradacién hepatica que la
misma insulina, éste es un buen marcador para la medicién de la concentracion de la
insulina. Las células beta secretan un polipéptido de amiloide insular (IAPP),
constituye un elemento principal de las fibrillas del amiloide que parecen en los islotes
de pacientes que sufren de Diabetes mellitus. Actualmente la molécula insulina forma
parte de tratamientos farmacolégicos, se producen por tecnhologia de ADN
recombinante. La insulina tiene importantes funciones como la regulacion metabdlica:
inhibe la glucogenolisis, estimula la gluconeogénesis, aumenta el transporte de
glucosa en tejido muscular y tejido adiposo, estimula la glucdlisis, estimula la sintesis
de triglicéridos y proteinas, disminuye la secrecion hepatica, aumenta la recaptacion
de aminoéacidos y de potasio (Arenas et al., 2005; Olvera et al., 2008; Mahan et al.,
2013; Kasper et al., 2015).

2.6.8. Tratamientos para Diabetes Mellitus

2.6.9. Tratamientos Aldpatas

Alopatia es el término utilizado para describir a la medicina convencional,
emitolégicamente proviene del aleman allopathie, y éste de las raices griegas (alos)
(otro, contrario,6 distinto), y (patos) (sufrimiento). La alopatia usa de un medicamento
contrario al sintoma de la enfermedad. La opcién de medicamentos aldpatas que
tienen los pacientes en su control de Diabetes incluyen la insulina y varios agentes
antidiabéticos orales, las cuales son utilizadas como monoterapia 0 en combinaciéon
para lograr mejorar la regulacion glucémica, muchos de los farmacos de esta indole
tienen efectos adversos y en la Diabetes cronica pueden perder su efectividad (Garcia
et al., 2009). El tratamiento incluye insulina y los antidiabéticos orales que se dividen
en grupos como las sulfonilureas, meglitinidas, inihidores de la alfa glucosidasa, la

exenatida, los inhibidores de la dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4) y las glitazonas. Estos
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medicamentos tienen el poder de causar varios efectos toxicos especificos ademas de

la hipoglucemia (Escorcia 2009).

2.6.10. Sulfonilureas

Se comenzaron a utilizar hace mas de 50 afios, son derivados de las
sulfamidas, son acidos débiles que se unen a las proteinas que son metabolizadas por
el higado, se excretadas en la orina por el rifion o por las heces. Estas aumentan la
liberacion de insulina a través de un canal de potasio ATP dependiente, y pueden
disminuir la resistencia periférica a la insulina. Por un lado acttan sobre las células
beta, induciendo la secrecion de insulina, basal como por la ingesta, es por esto que
las células beta deben ser funcionales, asi como mejora la captacion y utilizacion de

glucosa en otros tejidos (Mateos & Zacarias 2002; Alcazar et al., 2006)

Todas las sulfonilureas estan relacionadas con ganancia de peso, los agentes
de primera generacion son: Tolbutamida, acetohexamida, tolazamida vy
cloropropamida. Los agentes de segunda generacion como: glibenclamida, giclazida,
glipizida, y glimepirida, no se unen iGnicamente a proteinas, y es menos probable que
interaccionen con otros farmacos. Las sulfonilureas reducen la glucosa plasmatica de
ayuno de 50-70 mg/dL y la HbAlc 0.8-1.7% (Mateos & Zacarias 2002).

Los efectos secundarios son la hipoglicemia, nauseas, vomitos, hiperacidez gastrica,
dolor epigastrico, anorexia, diarrea, disgeusia, cefaleas, mareos y parestesias,
(Alcazar et al., 2006), complicaciones hematolégicas como anemia hemolitica. Pocas
alteraciones gastrointestinales como dispepsia, nausea. La cloropropamida es la Unica

que produce hiponatremia y retencion de liquidos (Mateos & Zacarias, 2002).

2.6.11. Biguanidas

Son compuestos con 2 moléculas de guanidina como; buformin, fenformin y
metformin. La metformina se introdujo en 1995 en Estados Unidos para pacientes con
DM-2, después de haber sido usada en Europa (Alcazar et al., 2006). La metformina
no tiene riesgo de produccion de acidosis lactica que tienen otras biguanidas, es
eliminado Unicamente por rifién, tiene una vida media corta de 2-4 hrs, con menos
afinidad hacia las membranas biol6gicas. Reduce la absorcion de glucosa a nivel
gastrointestinal, inhibe la gluconeogénesis, estimula la captacion celular de glucosa en
tejido muscular estimula la sintesis de glucégeno, incrementa la uniéon de
insulinareceptor e incrementa los trasportadores GLUT 1 y GLUT 4 y aumentan su

concentracion en varios tejidos. Metformina reduce los niveles de lipidos, colesterol
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seérico, LDL, triglicéridos y VLDL. Reduce la glucemia en ayunas de 50-70 mg/dl y la
HbAl1c entre un 1.4 y un 1.8%. La metfomina esta indicada como monoterapia, aunque
se puede utilizar en combinacién con los secretagogos de insulina, inhibidores de la
alfaglucosidasa, tiazolidindionas o insulina. Los efectos adversos son a nivel
gastrointestinal e incluyen anorexia, nausea, vémito, malestar abdominal, diarrea y
dejan un sabor metalico en la boca, asi como anemia macrocitica. Esta sintomatologia
es transitoria, también se recomienda precauciéon al administrar farmacos que
antagonizan la secrecion de insulina o su accion (B-bloqueadores, corticoides,
diuréticos, antagonistas del calcio) (Mateos & Zacarias 2002; Alcazar et al., 2006;
Escorcia 2009; Surya et al., 2014).

2.6.12. Inhibidores Alfa-Glucosidasa

La oscilacion glucémica postprandial favorece al desarrollo de complicaciones
especificas como la neuropatia, retinopatia, problemas cardiovasculares. Reducen la
glucemia en ayunas de 35-40 mg/dl y la HbAlc entre un 0.4 y un 0.7%. Los inhibidores
de alfa-glucosidasa son: acarbosa, miglitol y vogliobose. Estos farmacos, inhibiendo
los enzimas del borde en cepillo del enterocito que hidrolizan los carbohidratos
complejos que posteriormente son absorbidos, después de una comida, disminuyendo
la hiperglucemia postprandial, retrasan la digestion de carbohidratos, cambiando la
absorcion a las porciones mas distales del intestino delgado y colon, retardan la
entrada de la glucosa a la circulacion sistémica, dando mayor tiempo de la célula beta
para incrementar la secrecion de insulina como respuesta al pico de glucosa
plasmatica. Estos medicamentos son mas usados en pacientes con DM-2 que inician
una terapia. Los principales efectos secundarios se producen a nivel gastrointestinal;

dolor abdominal, flatulencias y diarrea (Alfaro et al., 2000; Alcazar et al., 2006).

2.6.13. Meglitinidas

La repaglinida y nateglinida estan indicadas en DM para el control de picos
postprandiales de hiperglucemia. La repaglinida se elimina principalmente por la bilis, y
el otro médicamente tiene un metabolismo hepatico (Alfaro et al., 2000).
La terapia que modifica la glucosa postprandial es mas efectiva en reducir la HbAlc
que la glucosa plasmética. Las meglitinidas actian a través del cierre del canal ATP
sensible en la membrana de la célula beta, uniéndose a receptores distintos de las
sulfonilureas (SUR1/KIR 6.2). Estos farmacos restauran la primera fase de secrecion
de insulina disminuyendo la hiperglicemia postprandial, sin pico hiperglicémico entre

las comidas. El efecto insulinotropico de la nateglinida ocurre dentro de 15 min y su
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duracion es de 4 hrs. Nateglinida esta indicada como un tratamiento adjunto a la dieta
y ejercicio en diabéticos tipo 2 (Mateos & Zacarias 2002; Escorcia 2009; Surya et al.,
2014).

2.6.14. Tiazolidinedionas

También son llamadas glitazonas o sensibilizadores de insulina; actuan a nivel
muscular y hepatico, disminuyendo la resistencia a la insulina, aumentan la
sensibilidad a la insulina, sin afectar su secrecién y disminuyen la produccién hepatica
de glucosa. Su mecanismo de accidn es promover la captacion de glucosa en musculo
esquelético, tejido adiposo e higado a través de los receptores celulares nucleares
conocidos como receptores gamma proliferador activado del peroxisoma, generan un
aumento de la captacién de glucosa y en las proteinas transportadoras GLUT-1 y
GLUT-4. En tejido adiposo estimulan el transporte de glucosa basal, en el higado las
tiazolidinedionas aumentan la sensibilidad a la insulina. Son metabolizadas por el
higado. Tienen efectos en el metabolismo de los lipidos con las lipoproteinas de alta
densidad. Los efectos secundarios son escasos, pero incluyen ganancia de peso,
retencién de liquidos, hemodilucion, sinusitis, infeccién del tracto respiratorio, faringitis,
cefalea, anemia dilucional y usualmente no son severos (Alfaro et al., 2000; Alcazar et
al., 2006).

2.6.15. Terapia con insulina en diabetes tipo 2

La insulina es necesaria para el metabolismo normal de carbohidratos,
proteinas y grasas. Los pacientes con Diabetes mellitus tipo 1 requieren
necesariamente para vivir de la administracion de insulina, a diferencia del paciente
con Diabetes tipo 2, sin embargo, con el paso del tiempo muchos de estos pacientes
disminuiran su produccién de insulina, siendo necesaria la administracion exégena de
insulina para un buen control glucémico, asi como los pacientes con Diabetes
gestacional o aquéllos con Diabetes asociada a otras condiciones especiales o
enfermedades (trastornos del pancreas exoécrino, uso de esteroides, endocrinopatia,
etc) (Mateos & Zacarias 2002; Escorcia 2009).

Por lo tanto la terapia con insulina debe iniciarse en los siguientes casos:

1. Cualquier paciente con Diabetes tipo 2 con marcada hiperglicemia (280-300mg/dL),
y cetonuria o cetonemia.

2. Pacientes sintomaticos con Diabetes tipo 2 con hiperglicemia de ayuno (280-

300mg/dL) importante.
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3. Cualquier paciente con Diabetes tipo 2 quien después de haberle explicado las
opciones de tratamiento desea recibir insulina como terapia inicial.

4. Mujeres con Diabetes gestacional quienes no se han controlado, so6lo con dieta.
(Mateos & Zacarias 2002; Escorcia 2009)

2.6.16. Inhibidores de DPP-4.

La Sitagliptina es una serinoproteasa, actla evitando la degradacién de las
incretinas, que son hormonas intestinales encargadas de la regulacion de la glucosa,
es inhibidor de la enzima, cuando estas se ven inhibidas incrementa la concentracion
de los GLP-1 y GIP (Glucagon Like Peptide-1 o GLP-1) y el péptido insulinotrépico
dependiente de glucosa (Glucose-dependent insulinotropic peptide o GIP), la actividad
de las incretinas esta limitada por la enzima di pepipil peptidasa 4 (DPP-4). Las
incretinas GLP-1 y GIP, son liberadas por el intestino a lo largo del dia y sus niveles
aumentan en respuesta a las comidas. Si las concentraciones de glucosa son
normales o elevadas, el GLP-1 y el GIP aumentan la sintesis y liberacion de insulina
de las células beta pancreaticas; ademas, el GLP-1 reduce la secrecion de glucagén
de las células alfa pancreéticas. La actividad del GLP-1 y del GIP esté limitada por la
enzima DPP-4. Las incretinas tienen efectos benéficos en el control glucémico a través
de efectos pancreéticos y extrapancreaticos. La sitagliptina se metaboliza en el rifion y
es excretada por la orina. La DPP-4 pertenece a una amplia familia de peptidasas, con
diversas funciones como la DPP-8, DPP-9, la proteina de activacion de fibroblastos
(FAP), QPP (Quiescent Cell Proline Peptidase), la aminopeptidasa P y la prolidasa.
Algunos estudios indican que sitagliptina aumenta el colesterol plasmatico total,
predominantemente transportado en HDL, y disminuye el transporte reverso de
colesterol y su excrecion fecal. Este medicamento probablemente tiene mejor
funcionalidad en la combinacién con otros agentes como metfotmina, glitazonas,

sulfunilureas e insulina (Girolamo et al., 2008 Leiva et al., 2010).
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Figura 4. Mecanismo de accion de la Insulina (Surya et al., 2014).

2.6.17. Diabetes Experimental

El uso de agentes quimicos para causar Diabetes experimental permite realizar
estudios detallados de estudios bioquimicos y morfolodgicos que ocurren después de la
induccion. Para reproducir esta enfermedad se han logrado diferentes técnicas
experimentales, en 1889 von Mering y Minkiwski, desarrollaron Diabetes experimental
en perros por medio de una pancreatectomia y desde entonces ha sido un método
muy usado para desarrollar Diabetes experimental, pero existen otro métodos no
quirdrgicos como en el caso de los métodos por induccién quimica, son sustancias con
citotoxicidad especifica que destruyen a las células beta del pancreas y ocasionan un
estado de deficiencia de insulina, otro grupo de sustancias actlan sobre éstas células
pero no las destruyen, los farmacos mas usados son Estreptozotocina y Aloxana. Otra
clase de sustancias incrementan los requerimientos enddgenos de insulina, debilitan el
pancreas y de esta forma causan diabetes, de este grupo son las hormonas
antagonistas de la insulina, anticuerpos anti-insulina y agentes quelantes como el Zn
(Ramos 1994). 1

2.6.18. Estreptozotocina

STZ [2-deoxy -2-(3-methy-3-nitrosourea) 1-D-glucopyranose] es un antibiético
extraido de Streptomyces achromogenes que posee propiedades antitumorales y
oncogénicas. El primero en detectar la respuesta diabetogénica fue por los
laboratorios Upjohn durante una prueba de poderosos antibiéticos de éste organismo.

Sin embargo, Rakieten et al.(1963) fueron los primeros en describir la necrosis de las
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células betas y el consiguiente estado que podian tener los perros y ratas con una sola
dosis intravenosa (McNeill 1999).

La estreptozotocina (STZ) es un agente diabetogénico ampliamente usado para
la produccion de Diabetes experimental, es una sustancia selectiva y rapida con
accion citotoxica para las células beta de los islotes de Langerhans, en ciertas
especies causa Diabetes de forma permanente, causa dafio desde la primera hora de
su administracion, algunas evidencias indican su toxicidad provoca una reduccion en
los niveles de dinucleotido de nicotinamida y adenina (NAD) (Rosales, 1994; Ramos
1994)

Después de la adminstracibn de STZ la glucosa en sangre presenta una
respuesta que se divide en etapas, a las 2 hrs de la induccién, los valores de glucosa
se incrementa, posterior a 10 hrs las cifras baja, y posteriormente a las 24 hrs
incrementan drasticamente, ocasionando asi una glicemia permanente. La duracion y
la severidad de la Diabetes esta marcado por las dosis empleadas, las dosis muy altas
acaban por terminar la vida del animal dias después de la inyeccion. Un factor a
considerar para la induccion es la susceptibilidad, la especie que se le va a inducir y la
edad del animal, asi como el sexo. A menor edad, tienen mayor sensibilidad los
animales.

El mecanismo de acciébn no es claro, pero se han propuesto tres posibles
procesos;

1.- Metilacién del ADN dado y la STZ funciona como donador del éxido nitrico

en los islotes pancreaticos ocasionando la necrosis de las células .

2.- Destruccion autoinmune de las células f3.

3.- Inhibicion de la enzima N-acetil-beta-D-Glucosaminidasa que cataliza la

ruptura de N-acetilglucosamina unida a una proteina de 135 kDa enlazada por

un O (Rosales, 1994; Ramos 1994; McNeill et al., 1999).

2.6.19. Carboximetilcelulosa

Es un deribado de la celulosa constiituyen los polimeros mas usados en la
industria farmacéutica, alimentaria y cosmética, por sus propiedades puede formar
peliculas, de caracter hidrifilico genera viscosidad es inocuo, espesante y su
comportamiento como solucion coloidal, se convierte en un buen vehiculo de
medicamentos, ademas no genera toxicidad es altamente biodegradable y tiene

biocompatibilidad dependiendo el grado de pureza (Luna 2011).
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2.7. Tratamientos con plantas medicinales

Por otro lado, el control con plantas medicinales haciende a mas de 400
tratamientos naturales con plantas para la Diabetes mellitus que han sido registrados,
pero solo un pequefio nimero de estos han recibido evaluacion cientifica y médica
para probar su eficacia (Garcia et al., 2009). A pesar de ello, los remedios con plantas,
permanecen como tratamientos principales en paises subdesarrollados (Bailey, 2005).
Cada dia se presta mas atenciéon al uso de las plantas medicinales de forma que la
Etnobotanica, la Fitoterapia y la Fitoquimica estan tomando un auge inesperado, tanto
en la practica de la medicina complementaria como en el ambito académico. EI 80%
de la poblacion mundial, mas de cuatro mil millones de personas, utiliza las plantas

como principal remedio medicinal segun lo sefiala la OMS (Garcia et al., 2009).

Mas de 350 plantas medicinales han sido usadas en el tratamiento de DM, pero
solo un pequefio nimero de estas se ha investigado su efectividad. Sin embargo, los
remedios caseros de plantas son el tratamiento principal en zonas semidesarrolladas.
Entre las plantas que se han usado como tratamiento de esta enfermedad estan,
Acacia arabica, Aloe vera, Alpina calcarata, Alliun sativum L., Asparagus racemosus,
Annona squamosa, Bambusa vulgaris, Brassica hispida, Capsicum annuum, Cnetella
asitica, Eugenia jambolana, Grewia asiatica, Misosa pudica, Moringa oleifera,
Terminalia catappa, Tragia invoucrate entre otras que menciona Surya en sus

investigaciones (Surya et al., 2014).

2.8. Cultivo De Tejidos Vegetales (CTV)

El cultivo de tejidos vegetales, in vitro es una herramienta de la biotecnologia
vegetal que incluye muchas técnicas destinadas a introducir, multiplicar y regenerar,
material vegetal en condiciones controladas y asépticas. Para el cultivo de tejidos
vegetales se utiliza cualquier region de la planta, pudiendo ser semilla, apices axiales,
axilares, segmentos internodales, hojas (Roca & Mroginski 1993; Esquivel & Escalant
1994).

Las ventajas que ofrece la micropropagacion con respecto a los métodos
convencionales:
a) Se mantienen todas las caracteristicas genotipicas del material inicial

seleccionado.
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b) Debido a que se realiza en el laboratorio, es libre de contaminantes e
independiente de las condiciones externas no se ve afectado por las estaciones
del afio, sequias, heladas, altas temperaturas, etc.

c) El numero de plantas que se puede obtener mediante micropropagacion es
por su naturaleza practicamente ilimitado.

d) El espacio que se requiere es minimo

e) Las plantas que se obtienen estan libres de microorganismos contaminantes
como bacterias, hongos, etc.

f) Obtencion de metabolitos secundarios

g) Mejora genética de plantas.

h) Conservacién de germoplasma

i) Germinacion de semillas.

La reproduccion de plantas asexual por el cultivo de tejidos vegetales se debe
a que todas células de un organismo poseen la capacidad para permitir el crecimiento
y el desarrollo de nuevos individuos completos, a esta capacidad se llama
totipotencialidad celular, y es caracteristica de células meristematicas presentes en
diferentes partes de la planta. La potencialidad de una célula diferenciada para
generar tejidos nuevos o bien un organismo completo va a disminuir segun el grado de
diferenciacién alcanzado por la célula. Cuando una parte de tejido de la panta crece en
un medio con condiciones asépticas y con hormonas vegetales (va a depender de las
hormonas) se puede desarrollar tejido calloso, que es un crecimiento tumoral puede
dar una respuesta morfogenética por la cual se forman directamente los érganos o

también llamada organogénesis (Roca & Mroginski 1993).

Los cultivos in vitro consisten en colocar una porcion de la planta o llamado
“explante” puede ser un apice, hoja, tallo, embrién, semilla, etc en medio de cultivo
estéril en el cual se generaran una o0 muchas plantas. El contenido de nutrientes del
cultivo de tejidos cambia segun lo que se desee obtener, un tejido desdiferenciado,
como el tejido calloso o tejidos diferenciados. El éxito de la propagacién dependera de
la posibilidad de expresion de la potencialidad celular total, primero debe inducirse la
desdiferenciacion y posteriormente la rediferenciacion celular (Esquivel & Escalant
1994).

La Micropropagacion de plantas in vitro es una técnica muy utilizada, nos
permite cultivar cualquier parte de la planta y que podra dar lugar a un individuo

completo de forma rapida, los cultivos se realizan en medios especificos de cultivos
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con contenidos especificos de nutrientes y en condiciones ambientales controladas
como la temperatura, los ciclos de luz y obscuridad. La micropropagacion es un
método biotecnologico de gran importancia, gracias a éste método se producen
grandes cantidades de material que vana hacia la industria farmacéutica, alimentaria,

ornamental, aromatica, etc. (Calva & Pérez 2005).

El cultivo de meristemos se hace por las yemas apicales, donde se encuentran un
grupo de células que forman el meristemo apical, esta parte del tejido tiene toda la
capacidad de generar individuos completos, la velocidad de crecimiento de los tejidos
dependerd de muchos factores como la misma potencialidad del meristemo o de la
especie en crecer in vitro, Optimas condiciones, como la temperatura, el medio de
cultivo adecuado, los ciclos de luz, la ausencia de contaminacion, entre otros (Roca &
Mroginski 1993; Esquivel & Escalant 1994).
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3. JUSTIFICACION

Moringa es un arbol originario del sub-Himalaya y del noroeste de la India,
posee un alto contenido nutrimental, entre proteinas, vitaminas y minerales, ademas
de tener efectos farmacoldgicos importantes en la salud como hipolipemiantes,
antihelminticos, antioxidantes por mencionar algunos. Moringa se puede utilizar como
alimento, todas sus partes son comestibles y son ricas en nutrientes. En México,
moringa se ha introducido y se ha adaptado al clima de zonas tropicales,
semitropicales y secos como Baja California Sur, toda la costa del Pacifico y la costa
del Golfo de Meéxico (Sonora, Chiapas, Guerrero, Yucatan, Veracruz, etc). En
Aguascalientes no se tiene registro de que forma parte de la horticultura natural, sin
embargo, las inducidas se han adaptado bien en traspatio e invernadero, por ser un
arbol caducifolio, pierde sus hojas y parece secarse en presencia de frio aunque en
primavera retofia, los CTV es una forma de mantener ejemplares en buenas

condiciones durante todo el afio sin variaciones genéticas.

Existen diversos analisis bromatolégicos realizados en lugares como
Guatemala, Cuba, diferentes paises de Africa y en la India, sin embargo, no existen
reportes de andlisis de nutrientes en arboles de moringa in vitro, ni cultivadas en
México, este estudio pretende brindar informacién sobre las plantas cultivadas de
forma in vitro y ex vitro en la ciudad de Aguascalientes asi como el analisis
comparativo de nutrientes de arboles generados en la ciudad y los reportados en la
literatura. De la misma manera no se tiene reportado el supuesto efecto
hipoglucemiante de hojas de moringa en ratas wistar diabetizadas de forma crénica ni

estudios histopatolégicos de pancreas y rifion.
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4. HIPOTESIS

Las hojas de moringa generadas in vitro tienen un valor nutricio igual o menor las ex
vitro.

Las hojas de moringa poseen efecto hipoglucemiante en ratas Wistar diabetizadas.

5. OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio bromatoldgico de hojas de moringa generadas in vitro, ex vitro
y aclimatadas y germinadas en sustrato y analizar el efecto hipoglucemiante de hojas

de moringa en ratas Wistar diabetizadas y evaluar si existen cambios en el estado
nutricio de ratas sanas.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Propagar plantas de moringa in vitro a partir de semillas, segmentos

internodales, y yemas apicales, y propagar plantas ex vitro a partir de semillas.
2. Realizar el estudio bromatolégico de hojas de moringa in vitro y ex vitro.

3. Analizar el efecto hipoglucemiante de hojas moringa en ratas Wistar
hiperglucémicas.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Propagacién masiva in vitro y ex vitro de maoringa por cultivo de tejidos vegetales

6.1.1. Material vegetal

Se obtuvieron semillas de Moringa provenientes de tres localidades Guanajuato
(Valle de Santiago), Baja California Sur (La Paz, Cabo San Lucas) y Morelos
(Quebrantadero), de estas se propagaron plantas de forma ex vitro en condiciones de
invernadero y en condiciones de laboratorio e in vitro por medio de Cultivo de Tejidos
Vegetales (CTV) utilizando yemas apicales y segmentos internodales.

6.1.2. Desinfeccion de semillas

El tratamiento de desinfeccion se realizé6 en campana de flujo laminar con
material estéril, con Detergente Hyclean y Tween 20 durante 3 min, en agitacion
constante, posteriormente tres enjuagues con agua estéril, se lavé con etanol al 70%
durante 3 min, después de tres enjuagues con agua estéril, en el lavado se utilizo

hipoclorito de sodio al 10% durante 15 min y se enjuago tres veces con agua estéril.

6.1.3. Germinacion

Se colocaron las semillas en condiciones axénicas en medio basico nutritivo
Murashige y Skoog (1962) al 100%, Sacarosa al 3% y Agar al .7%, con pH 5,7, y
esterilizado a 121°C durante 15 min. Las semillas se colocaron en el medio y se
dejaron germinar en la obscuridad, al dia 7 se revisé la germinacién y se pasaron a luz

con fotoperiodo controlado16:8 luz/oscuridad hrs, con una temperatura de 25 °C £ 2.

6.1.4. Propagacion

La propagacion masiva se realiz6 haciendo cortes de los brotes provenientes
de las semillas germinadas de aproximadamente de 1.5-3 cm de altura, segmentos de
yemas axilares y apicales. Los explantes se sembraron en medio nutritivo MS al 100%,
con fotoperiodo controlado 16:8 hrs luz/oscuridad con temperatura de 25 °C = 2,
sacarosa al 3% y agar al 0.7%. Se realizaron cinco podas de las semillas, después de
un mes de la siembra en medio MS se reseembraron las semillas en buen estado a un
nuevo medio MS, para continuar con su germinacion. Los brotes provenientes de la

germinacion se pasaron a medio MS para su enraizamiento in vitro.
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6.1.5. Enraizamiento y Aclimatacion

Las plantulas se dejaron en medio MS sin reguladores de crecimiento, cuando
las plantulas tuvieron suficientes raices y alcanzaron una longitud mayor a 5 cm se
aclimataron en sustrato peat moss. Se les retir6 cuidadosamente el medio MS solido
de las raices, las plantulas se colocaron en sustrato estéril peat moss, se cubrieron
con una bolsa de plastico impidiendo el intercambio de aire con el medio y dia tras dia,
se hicieron perforaciones hasta que la bolsa se perfor6 por completo para quedar al
descubierto las plantulas. Se aclimataron en condiciones de laboratorio durante 4
semanas hasta que se pasaron al invernadero en Posta Zootécnica de la U.AA,,
JesUs Maria, Aguascalientes, donde permanecieron ahi hasta el término de las

investigaciones.

6.2. Analisis bromatoldgico de hojas de moringa

Se realiz6 un estudio Bromatoldgico 6 Analisis Proximal de Esquema de
Weende (1867) a partir de hojas secas de Moringa oleifera. Se obtuvieron dos
muestras: hojas secas de una plantas ex vitro y de arboles aclimatados que fueron
generados por cultivo de tejidos vegetales en la ciudad de Aguascalientes. Las hojas
fueron secadas a la sombra en temperatura 25 °C + 2, y posteriormente al 100% de
materia seca durante 12 hr a 55° C.

6.2.1. Humedad

Para el analisis de Humedad se pes6 1 g de cada muestra, en fresco y en peso
seco, se registro el peso y se llevo a la estufa a una temperatura de 100-115 °C hasta
peso constante por 4 hrs aproximadamente, se coloco en el desecador para evitar la

hidratacion, se registr6 peso exacto.

Célculos % Humedad= pérdida de peso en gramos X 100

Gramos de muestra

% de materia seca parcial = 100 - % de humedad

6.2.2. Extracto etéreo

Para el Analisis extracto etéreo o grasa cruda se peso6 1 gr de cada muestra y
se colocd en el portadedal y se fijo en el condensador del aparato de extraccion
Goldfisch. Se colocaron en el vaso 30-40 ml de éter, se coloc6 debajo del

condensador cerrado herméticamente. Se abrid la llave del agua y las perillas hasta
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que quedaron en contacto con el vaso. Se revisé si no existian fugas de éter y cuando
el nivel del éter permaneci6é constante se observé periédicamente. A partir del proceso
de ebullicion se extrajo durante 4 hrs. Se retir6 el vaso de extraccion y el dedal, se
colocé en el lugar colector de vidrio. Se destil6 el éter, y poco antes de su evaporacion
hasta la sequedad se retir0 y se llevo a la estufa a 100° C durante 40 min, se enfrio la
muestra en el desecador y se determiné el peso de la grasa.

Calculos %E.E. = (Peso del vaso con la grasa) — (Peso del vaso solo) X 100

gr. De la muestra

6.2.3. Fibra cruda

Para la determinacion de fibra cruda se realiz6 por medio del aparato de
digestion Labconco, se peséd directamente en la bolsa de filtracion 1 g de muestra
desgrasada y el peso de la bolsa solo y se selld. Se coloco la bolsa en el vaso y se le
adicion6 acido sulfurico (0.255 N) a temperatura ambiente en el Vessel (contenedor de
los tray), se programé la digestion a 50 min en agitacion y calentamiento, una vez
pasado este tiempo se lavo con agua caliente 3 veces. Para la digestion alcalina se
agregd hidroxido de sodio NaOH 0.312 N a temperatura ambiente y se programo
tiempo de digestion de 45 min en agitacion y calentamiento en el equipo. Transcurrido
este tiempo se realizé en enjuague hasta el punto 8. Se le retir6 el exceso de liquidos
a las bolsas y se sumergi6 la bolsa en un vaso de precipitados con acetona, se
removieron las bolsas y se elimind el exceso para retirar los sobrantes de acetona. Se
metieron las muestras a la estufa a 105°C durante 2-4 hrs, se enfrié en el desecador y
se peso. La muestra en la bolsa de papel se coloco en el crisol a peso constante y se

calcino durante 2 hrs a 550°C, se enfrio en el desecador y se peso.

6.2.4. Proteina cruda

Determinacion de proteina cruda se realizé por el método de Dumas (AOAC,
968.06) de combustion interna, se realizé con el equipo Leco FP 528. El nitrégeno es
liberado por pirolisis y subsiguiente combustién y acarreada por CO: al nitro metro. El
CO. es absorbido en KOH y el nitrdgeno es medido y convertido a equivalente de
proteina por un factor numeérico de conversion. Se corrieron 3 blancos y se calibr6 con
3 estandares de EDTA marca LECO. Se pesaron por triplicado pellets de 0.16 g de

muestra en un papel de estafio y se analizé la muestra.
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6.2.5. Cenizas

Para la determinacion de cenizas se pesaron 1 g de muestra de hojas secas en
un crisol a peso constante, se llevé a carbonizacién, posteriormente se llevaron a la
mufla a 550-600° durante 6 hrs aproximadamente o hasta cenizas blancas o grises

libres de carbon.

Calculos % Cenizas= (Peso del crisol mas cenizas (g) — Peso del crisol (g) X 100

Peso de la muestra (g)

6.2.6. Minerales

Para el Andlisis de Minerales se realizé por Absorcién Atomica en flama se usé
el quipo AVANTA GBC, los cationes (Ca, Mn, Na y K) y micro elementos (Cu, Fe, Zn,
Mn) se midieron con su respectiva lampara y sus curvas de calibracién. Se pesaron 3
gr de muestra de moringa seca, hojas in vitro y ex vitro, se calciné en la mufla durante

6 hrs hasta llevarla a cenizas blancas, se digirié con acido nitrico al 66.6% y se filtro.

6.3. Extractos de hojas secas de moringa para tratamiento de

ratas Wistar

6.3.1. Extracto Acuoso

Se recolectaron hojas de Moringa oleifera de los arboles provenientes del
invernadero. Las hojas previas a un método de desinfeccién, se secaron a la sombra,
se pulverizaron en un molino. Se registré el peso inicial, el polvo de moringa se dejo
macerar en agua destilada durante 24 hrs, posteriormente se pusieron a bafio maria a
65° C durante 30 min, en constante agitacion, se filtraron y pasaron por un rotavapor a

110° C. El concentrado del extracto se dej6 en la estufa durante 24 hrs a 55° C.

6.3.2. Extracto Etandlico

Se recolectaron hojas de Moringa oleifera de los arboles que fueron generados
por CTV provenientes del invernadero y hojas de arboles ex vitro. Las hojas previas a
un método de desinfeccién, se secaron a la sombra, se pulverizaron en un molino. Se
registro el peso inicial, el polvo de moringa se dejé macerar en proporcion 80:20 etanol

(96%) agua destilada durante 1 semana, posteriormente la maceracion se filtr6 con
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papel Whatman grado 1:11 um, se sec6 a 55 °C, el extracto filtrado se concentrd por

un rotavapor a 35 °C.

6.3.3. Hoja pulverizada
Se tomaron hojas secas de moringa, previamente desinfectadas y secadas a la
sombra a temperatura ambiente, pulverizadas y tamizadas. Este polvo se mezclé con

agua potable y carboximetil celulosa, para obtener una suspension.

6.4. Experimentos con ratas wistar diabetizadas y tratadas con

extractos de hojas de moringa

Se tomaron por muestreo simple aleatorio, 25 ratas Wistar hembras adultas
procedentes del bioterio del Centro de Ciencias Basicas de la U.AA., entre 2 2y 3
meses, con un peso entre 160 y 240 g; manteniéndose bajo condiciones de vida
controladas. Con dieta normal estandar con nutricubos de la marca Purina ®, y agua

ad libitum con un ciclo de oscuridad de 12 hrs diarias.

6.4.1 Induccién de diabetes en ratas wistar

Para estudiar el supuesto efecto hipoglucemiante de hojas de moringa se
realizaron dos experimentos con ratas Wistar a las cuales se les indujo Diabetes
Mellitus por el método experimental con Streptozotocina (STZ) con dos refuerzos,
basado en el protocolo Jaiswal et al., (2009) y de Gupta et al., (2012) con ciertas

modificaciones basadas en las observaciones que realiza Junod et al., (1969).

6.4.2. Primer experimento; 50 mg/kg de STZ con dos refuerzos

Se mantuvieron 25 ratas wistar, durante ayuno de 12 hrs, se les di6 agua ad
libitum, se registr6 el peso de cada animal cada siete dias, se registré el alimento y
agua consumida durante todo el experimento. Se dividieron en cuatro grupos de cinco
ratas cada uno. A tres grupos se les indujo Diabetes mellitus con estreptozotocina STZ
via intraperitoneal IP (SIGMA- ALDRICH Streptozocin 275% a-anomer basism 298%
(HPLC) powder), se les inyect6 al dia O del experimento y 2 refuerzos cada tercer dia
de 50 mg/kg de peso diluido en 1 ml de solucion de citrato al 0.4 M a pH de 4.5 (Gupta
et al., 2012). Los grupos diabéticos: Grupo C; Diabetes sin tratamiento, Grupo D;
Diabetes + extracto etandlico de moringa 300 mg/kg, Grupo F; Diabetes + metformina
350mg/kg (Penicaud et al., 1989). Los grupos marcados como Control negativo se
inyectaron 1 ml de solucién de citrato, y el grupo Control positivo se diabetiz6 mas no

recibio tratamiento alguno. Hrs después de las inyecciones se volvieron a alimentar.
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(Protocolo UAA précticas fisiologia y farmacologia Diabetes mellitus y efectos de la
insulina en la rata). Se dejaron dos grupos sin diabetizar; Grupo B Control y Grupo H
ratas con Diabetes + Moringa. Todos los tratamientos fueron administrados a las 9:00
am diariamente via oral con una canula, todos los tratamientos fueron proporcionados
cada 24 hrs. Posterior a los 42 dias del experimento se sacrificaron todos los
animales, se les retird6 pancreas y rifién para posteriormente hacer cortes histolégicos
y observar los posibles cambios morfolégicos. Los respectivos 6rganos se retiraron y
se enjuagaron inmediatamente en solucion fisioldgica al 9% e inmediatamente se
sumergieron en paraformaldehido al 4% para la fijacién de los tejidos, al cabo de 4

semanas se procedio a realizar los cortes.

Tabla 3. Grupos experimentales de tratamiento de ratas del primer experimento.

Grupos Grupos experimentales: con diabetes N. de ratas Wistar
C Diabetes sin tratamiento S
D Diabetes + extracto etanélico de moringa 300 5
mg/kg
F Diabetes + Metformina 350 mg/kg (Penicaud et al., 5
1989)
Sin diabetes
B Control + vehiculo (Carboximetil celulosa) 5
H Sin Diabetes + moringa hoja pulverizada 300 mg/kg 5

Las ratas fueron alimentadas con dieta normal estandar, grupo B) control C) Diabetes
sin tratamiento D) diabetes con extracto etandlico F) diabetes con metformina H) ratas
sin diabetes y con hoja pulverizada
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6.4.3. Segundo experimento; 50 mg/kg de STZ y un refuerzo

El segundo experimento diferencié en la dosis, que fueron 50 mg/kg de STZ
durante dos dias, al inicio de la induccién y un refuerzo a los 7 dias. Se dividieron en 5
grupos de cinco ratas cada uno. Los grupos diabéticos: Grupo C; Diabetes sin
tratamiento, Grupo D; Diabetes + extracto etandlico de moringa 300 mg/kg, Grupo F;
Diabetes + Sitagliptina 100 mg/kg (Ferreira et al., 2010); Grupo |; Diabetes + extracto
acuoso de moringa 300 mg/kg. Todos los tratamientos fueron proporcionados cada 12
hrs. Posterior a los 49 dias del experimento se sacrificaron todos los animales, se les
retird pancreas y rifion para posteriormente hacer cortes histolégicos y observar los
posibles cambios morfologicos. Los respectivos érganos se retiraron y se enjuagaron
inmediatamente en solucion fisiolégica al 9% e inmediatamente se sumergieron en
paraformaldehido al 4% para la fijacion de los tejidos, al cabo de 4 semanas se
procedié a realizar los cortes. Para los dos experimentos se realizaron las mismas

mediciones; peso, glucosa, colesterol, triglicéridos, proteinas totales e insulina.

Tabla 4. Grupos experimentales de tratamiento de ratas del segundo

experimento.

Grupos Grupos experimentales: con Diabetes No de ratas
Wistar
C Diabetes sin tratamiento 5
D Diabetes + extracto etanélico de moringa 300 mg/kg 5
F Diabetes + Sitagliptina 100 mg/kg (Penicaud et al., 5
1989)
I Diabetes + extracto acuoso de moringa 300 mg/kg 5
B Control + vehiculo (Carboximetil celulosa) 5

Las ratas fueron alimentadas con dieta normal estandar, grupo B) control C) Diabetes
sin tratamiento D) Diabetes con extracto etandlico de hojas de moringa F) Diabetes
con Sitagliptina 1) Diabetes con extracto acuoso de hojas de moringa.

6.4.4. Toma de muestra sanguinea de ratas Wistar

Con 12 hrs de ayuno, las ratas se pesaron semanalmente, y se les tomé muestra
sanguinea del plexo orbital, los animales fueron anestesiados en una cdmara de Eter

cada 7 dias, siendo los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35y 42 y 49 se separ0 el suero del
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paquete globular en la microcentrifuga durante 20 min a 6000 rpm. El suero resultante
después de las mediciones clinicas se refrigeré a -20°C hasta el momento de su uso.
Una vez descongelado se conservo a -4°C.

6.4.5. Mediciones de quimica clinica en ratas Wistar
Para las respectivas mediciones de quimica clinica, se tomaron los sueros
problemas con el reactivo indicado y se leydé en un Espectrofotometro de UV Vis

GENESYS™ 10S a diferentes longitudes de onda, se describen a continuacion.

6.4.5.1. Glucosa

La glucosa en suero se cuantificé por medio de un método enzimatico con un
Kit de Glucosa Oxidasa y (GOD) y peroxidasa (POD) MEXLAB® .
Se coloc6é 1 mL de reactivo liquido para la determinacién fotométrica de Glucosa LS.
De MEXLAB ,en un tubo de ensaye, para preparar el blanco solo se colocé 1 mL de
reactivo, para el calibrador se prepar6 1 mL de reactivo y se agregaron 10 uL de
solucion estandar, a los tubos de ensaye problema se les coloca 1 mL de reactivo y se
le agregan 10 uL de los respectivos sueros problemas. Mezclar se incubaron 5 min a
37°C. Se leyeron las absorbancias llevando a cero el espectrofotémetro con el blanco
del reactivo a una absorbancia de 505 nm. El color resultante fue estable por al menos

treinta min.

6.4.5.2. Colesterol

Las pruebas séricas de colesterol se realizaron por un método enzimatico, con
un Kit de Quimica-Clinica COLESTEROL TOTAL (CHOD —PAP) MEXLAB®.
Se colocd 1 mL Reactivo liquido para la determinacion fotométrica de Colesterol total
en suero o plasma MEXLAB de COLESTEROL TOTAL (CHOD —PAP) en un tubo de
ensaye, se prepararon muestran problema y el blanco solo se le adicionaron 1 mL de
reactivo, para el calibrador se preparon 1 mL de reactivo y se le agregaron 10 uL de
solucion estandar, a los tubos de ensaye problema se les colocaron 1 mL de reactivo y
se le agregaron 10 pL de los respectivos sueros problemas. Se mezclaron e incubaron
5 min a 37°C. Se leyeron las absorbancias llevando a cero el espectrofotémetro con el
blanco del reactivo a una absorbancia de 505 nm. EIl color resultante fue estable por al

menos treinta min.
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6.4.5.3. Triglicéridos

Para la determinacién de la concentracién sérica de triglicéridos se hizo por medio del
Kit de Quimica-Clinica TRIGLICERIDOS — LS (GPO — PAP) MEXLAB®

Se colocd 1 mL de Reactivo liquido para la determinacion fotométrica de Triglicéridos
en suero o plasma MEXLAB TRIGLICERIDOS — LS (GPO — PAP) en un tubo de
ensaye, para el blanco se colocaron 1 mL de reactivo, para el calibrador se prepararon
1 mL de reactivo y se le agregaron 10 pL de solucion estandar, a los tubos de ensaye
problema se les colocaron 1 mL de reactivo y se le agregaron 10 pL de los respectivos
sueros problemas. Se mezcd y se incubd 5 min a 37°C. Se leyeron las absorbancias
llevando a cero el espectrofotémetro con el blanco del reactivo a una absorbancia de

520 nm. El color resultante fue estable por al menos treinta min.

6.4.5.4. Proteinas Totales

Para la determinacion de la concentracion sérica de proteinas totales se hizo por
medio del Kit de PROTEINA TOTAL (BIURET) MEXLAB®

Se colocaron 1 mL de con Reactivo liquido para la determinacién fotométrica de
Proteina Total PROTEINA TOTAL (BIURET) en suero y plasma en un tubo de ensaye,
para preparar el blanco se colocaron 1 mL de reactivo, para el calibrador se
prepararon 1 mL de reactivo y se le agregaron 10 pL de solucién estandar, a los tubos
de ensaye problema se les colocaron 1 mL de reactivo y se le agregaron 10 pL de los
respectivos sueros problemas. Se mezclé y se incub6 5 min a 37°C. Las absorbancias

se leyeron a 540 nm. El color resultante fué estable por al menos treinta min.

6.4.5.5. Insulina

La deteccion de la concentracion de insulina en los sueros de los animales control y
problemas, se hizo mediante un inmuno ensayo enzimatico (ELISA). Una placa de 96
pozos se forr6 con Anticuerpo Anti-insulina 1:20000 en solucion de
carbonados/bicarbonatos pH 9.6 y se incub6 durante toda la noche a 4° C, una vez
finalizado este tiempo se lavd 3 veces con PBS-Tween 0.05%. La curva patrén
consistio en colocar 2 pl de Insulina Humana en 100ul de PBS 1X en la columnas 1y 2
de la placa, posteriormente se hicieron diluciones por duplicado en los pozos A hasta
los H. Los pozos del resto de la placa se forraron con 90ul de PBS 1X y 10ul del suero
problema por triplicado, la placa se incubé durante 2 hrs (1 hr a 37°C y 1 hr a
temperatura ambiente), se hicieron 3 lavados con PBS-Tween. Posteriormente, se
agregaron 100ul del Anticuerpo IgG de ratén Anti-insulina diluido 1:20000 en PBS 1X

durante 2 hrs; a continuacion, se hizo lavado de la placa por 3 veces con PBS-Tween.
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Finalmente, se aplicaron 100ul del segundo anticuerpo Cabra anti IgG de raton-PO

1:20000, se incubd durante 2 hrs y se lavd tres veces con PBS-tween. Para el

revelado se utilizé6 Ortofenilendiamina diluida en acido citrico y fosfato dibésico de

sodio con agua destilada y H,O, al 30%, se detuvo la reaccién a los 3 min con 50pul de

H.SO4 al 25% en cada pozo. Posteriormente se leyé en el espectrofotometro a 490

nm.

6.4.6. Histopatologia

Para estos andlisis histopatoldgicos se realizé por medio de la tincion de Hematoxilina-

eosina.

7.
8.
9.

6.4.6.1. Tincion con hematoxilina eosina

Después de la desparafinizacién los cortes histologicos en la estufa a 58°C , se
colocaron en las soportes de vidrio pertenecientes al tren de tincién, el cual
consta del siguiente proceso:

Se mont6 en Entellan las laminillas y se observaron en microscopio campo
claro Micro Zeizz.

Sumergir los preparados histolégicos en xilol para eliminar los excesos de
parafina.

Luego pasan por una serie de alcoholes (100°. 96° y 70°) durante 2 min.

Se lava en agua para eliminar exceso de alcohol con agua destilada por 3min.
Se sumerge en hematoxilinade Harris por 3 minutos, luego se lava en agua
destilada por 10 min para eliminar excesos y se pasa rapidamente por alcohol
acido.

Se lava nuevamente

Se sumerge 3 minutos en eosina y de lava con agua destilada por 3 min,

Se pasa por otra serie de alcoholes, en orden creciente (70°, 96° y 100°).

10. Finalmente se deja remojar 5 minutos en xilol, antes de realizar el montaje final
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7. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizé un el andlisis estadistico con el paquete GraphPad PRISM® version 6.01
para Microsoft, para el analisis bromatolégico se realizé un andlisis de varianza
ANOVA de dos factores, en el analisis comparativo una prueba de t-Student
afadiéndole a la Media su Desviacion estdndar con un 95% de confianza. Para el
resto de las mediciones clinicas se realiz6 un andlisis de varianza ANOVA de dos
factores para cada uno de los valores a analizar de quimica clinica y concentracion de
insulina con un nivel de confianza del 95% y andlisis comparativo de Tukey. El reporte
completo de ANOVA y sus supuestos se encuentran en los anexos.
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8. RESULTADOS
Este método consiste en introducir ciertas dosis de un farmaco con alta toxicidad y

selectividad para las células B pancreaticas llamado estreptozotocina STZ.

8.1. Propagacon in vitro

8.1.1. Desinfeccion, Propagacion y Enraizamiento in vitro

Se propagaron plantas de moringa por medio de cultivo de tejidos vegetales
provenientes de tres localidades, en la figura 5y 6 a la izquierda semillas de Valle de
Santiago Guanajuato y a la derecha semillas de La Paz. Las semillas provenientes

Guanajuato, tenian un tamafio de 0.5 cm, mientras que las de Baja California Sur 1

cm.

l‘ll\\

lll,llllllll
1 =2

Figura 5. Semillas de Moringa oleifera provenientes de distintas localidades. A la
izquierda semillas de Guanajuato (Valle de Santiago) y derecha de Baja California Sur
(La Paz).

En la figura 6 se muestran varias semillas recién obtenidas de vainas secas
provenientes de dos localidades, previas a un método desinfeccién, se aprecian adn

con la testa, a la izquierda semillas de Guanajuato (Valle de Santiago) y derecha de

Baja California Sur (La Paz).
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Figura 6. Semillas de Moringa oleifera con testa. Derecha; semillas de La Paz, BCS,
Izquierda; semillas de Valle de Santiago, Guanajuato.

Se sembraron cinco semillas de Guanajuato, veintiuno semillas de La Paz y
ocho de Morelos, todas recibieron el método de desinfeccion. ElI método de
desinfeccion de semillas fue efectivo en un 95% unicamente el 5% de las semillas
resultaron contaminadas. La germinacion in vitro fué efectiva en 90% en medio basal
MS sin reguladores de crecimiento. La etapas de propagacion se muestran en la figura
7, la primera germinacion (A), semillas en la quinta poda (B), propagacion de yemas
apicales y segmentos internodales (C) y en la figura (D) plantulas con una longitud

adecuada y suficientes raices para aclimatar en sustrato estéril peat moss.
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Figura 7. Etapas de propagacion de moringa. A) muestra la
germinacion in vitro en la primer poda, B) Quinta poda de las
semillas C) Propagacién en medio MS solido de segmentos
internodales y yemas apicales D) planta de moringa con
suficiente follaje, raices y 5 cm de altura, adecuados para la
aclimatacion

8.1.2. Aclimatacion

Se aclimataron veintisiete plantulas de Guanajuato, cincuenta y nueve plantulas
de La Paz y seis plantulas de Morelos como se muestra en la tabla 5. Las plantulas se
aclimataron adecuadamente en sustrato peat moss libre de contaminantes como
hongos y bacterias como se muestra en la figura 8A y 8B. Se logré una tasa de
supervivencia del 70% a la aclimatacién y el 100% de supervivencia en condiciones de
invernadero (figura 9.)

En la figura 8 se muestran las plantas por CTV en proceso de aclimacation. Posterior
al enraizamiento en medio MS las platulas se pasaron a sustrato estéril peat moss
(figura 8A), las que pudieron aclimatarse (figura 9), después a un crecimiento de entre
15 y 25 cm se pasaron a bolsas negras (figura 8B), posterior a cuatro semanas
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aclimatandose en laboratorio con luz artificial se llevaron al invernadeo de Posta
Zootecnica. Después de tres meses en invernadero las plantas jovenes de moringa
engrosaron su tallo y se elongaron (figura 8C). La imagen 8D muestra un ejemplar de
plantula por CTV después de 4 meses en invernadero. Las que pudieron aclimatarse
se desarrollaron bien en condiciones de laboratorio logrando una adecuada elongacion
y engrosamiento del tallo, alcanzado una altura considerable. Se logré una tasa de

supervivencia del 70% de plantulas aclimatadas por CTV en condiciones de

invernadero.

Figura 8. Aclimatacion de plantas generadas in vitro. A) plantulas de moringa
aclimatandose en sustratro estéril peat moss. B) plantulas de moringa después de 4
semanas se pasana bolsas negras mas grandes. C) Arboles jévenes de moringa en
invernadero. D) Un ejemplar de arbol de moringa después de 4 meses en invernadero.

En la figura 9, se muestran los porcentajes de supervivencia de plantulas generadas
por CTV de las tres localidades, en verde plantulas de semillas de Valle de Santuago,
en azul plantulas de semillas de La paz, en amarillo las pantulas de semillas de
Morelos. Las plantulas que tivieron un mejor orcentaje de aclimatacién fueron las de

Guanajuuato y Baja California Sur.
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Porcentaje de supervivencia de plantulas in vitro
aclimatadas

PORCENTAJE SUPERVIVENCIA
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Figura 9. Porcentaje de supervivencia de plantas in vitro. Plantas aclimatadas de tres
localidades, Valle de Santiago Guanajuato, La Paz Baja California Sur vy
Quebrantadero Morelos.

8.2. Propagacion ex vitro

Se sembraron 80 semillas ex vitro de Guanajuato en condiciones de
laboratorio, las cuales no germinaron y 108 semillas de Baja California Sur (BCS), de
las cuales 69 fueron en condiciones de invernadero, como se muestra en la tabla 5. Se
obtuvo 56% de supervivencia para la germinacién ex vitro en condiciones de
laboratorio y 89% en condiciones de invernadero (figura 11) (posta Zootécnica de la

U.A.A). Jesus Maria, Aguascalientes.

Figura 10. Etapa de propagacion de plantas de Moringa oleifera ex vitro en
invernadero. En la figura 10A; germinacion de semillas en charolas al dia 7 de la
siembra, en la figura 10B; se muestran plantulas con suficiente altura y raices para

sembrarlas en espacios mas grandes.

53



Las semillas que se sembraron ex vitro germinaron al dia 5 y al dia 15 después de la
siembra (figura 10A), las plantulas presentaban una altura entre los 10 y 15 cm de
longitud con un buen patron de enraizamiento (figura 10B). En ese momento se
pasaron a bolsas de plastico negras con sustrato peat moss como se muestra en la
figura 12 al dia 60 posterior a la siembra, las plantas presentaban un altura entre los
20 y 30 cm con amplio follaje (arboles jovenes del lado izquierdo de la figura 12).

Los arboles germinados en invernadero eran mas frondosos y algunos con mayor
altura y grosor del tallo, las hojas para los analisis de composicién de alimentos y el

experimento fitoquimico fueron tomados de estos arboles

f Porcentaje de germinacion ex
vitro

PORCENTAJE DE GERMINACION EX VITRO

Figura 11. Porcentaje de germinacion de semillas ex vitro en condiciones
de laboratorio (Temperatura 25+ 2°C ) y en condiciones de Invernadero
(Temperatura 40+ 2°C).
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Tabla 5. Resumen de semillas germinadas in vitro y ex vitro.

Localidad No de Dias en Plantulas No de Dias en Dias en Plantulas
semillas germinar aclimatadas semillas germinar germinar en
in vitro in vitro in vitro ex vitro ex vitro ex vitro aclimatadas

Laboratorio Invernadero ex vitro

Guanajuato 5 7-8 27 80 No ND ND
germinaron
Baja 21 7-10 59 108 5-15 4-7 69
California
Sur
Morelos 8 6-8 6 ND ND ND ND
TOTAL 34 92 188 69

Se muestran los dias que tardaron en germinar las semillas y numero de plantas
generadas. ND; No hay Datos.
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En la figura 12 se apreccian todas lan plantas de moringa generadas por in vitro o ex
vitro. En la imagen se muestran las plantulas que se propagaron in vitro (a la derecha)
y después de 9 meses alcanzaron una altura de 60 cm. Las plantulas a la izquierda

son plantulas germinadas ex vitro en invernadero presentan amplio follaje y altura.

Figura 12. Propagacién de plantas de Moringa oleifera aclimatadas en invernadero,

tanto in vitro como ex vitro.

8.2. ANALISIS BROMATOLOGICO Y MINERALES

Para estos estudios se realizaron diversas cosechas de hojas frescas de plantas de
moringa del invernadero, tanto in vitro como ex vitro, éstas hojas se colectaron,
desinfectaron y se secaron a la sombra (figura 13). Se realizé el andlisis de
composicion de alimentos y los resultados reportados por 100 g se muestran con su
media y desviacion estandar y se compararon entre si hojas in vitro con ex vitro, ex
vitro contra la reportada en la literatura y las hojas de muestras in vitro comparadas
con las de la literatura (Tablas 6, 7 y 8). Especificamente se midieron las cantidades
de proteina cruda, cenizas, fibra cruda, extracto etéreo (grasa), humedad,
carbohidratos asimilables y aporte cal6rico. Se realizd el analisis de minerales por
medio de absorcion atébmica de masas en flama de hojas secas de moringa de plantas

in vitro y ex vitro. (figura 13).
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Figura 13. Hojas secas de Moringa oleifera tomadas de arboles in vitro y ex vitro.

Se realiz6 un analisis estadistico del estudio bromatol6gico de macronutrientes de
hojas secas de Moringa oleifera ex vitro contra la referencia reportada en la literatura y
los resultados se muestran en la tabla 6. Al valor de la media se le afiade la desviacion
estandar con andlisis de una prueba de t-student. Se realizaron los andlisis
bromatolégicos con la finalidad de conocer si los cultivos obtenidos en nuestro
laboratorio eran similares a las plantas de origen silvestre, cultivadas y comerciales, se
compararon las propiedades nutrimentales de nuestras plantas cultivadas in vitro y ex
vitro con las propiedades presentes en las plantas de otros paises y las reportadas por
una casa comercial que distribuye hojas secas de moringa encontrando que tanto las
plantas cultivadas in vitro como ex vitro tienen propiedades nutricionales similares a
las reportadas en la literatura ya que no se encontrd significancia en los valores
obtenidos en nuestro estudio en cuanto a proteina cruda, cenizas, grasa, fibra cruda,
ELN ni energia para ninguno de los dos casos, solamente se encontro diferencia en el

contenido de proteina total entre hojas ex vitro y la referencia (p 0.0059) tabla 6.
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Tabla 6. Reporte del analisis bromatolégico de macronutrientes de hojas secas de
moringa ex vitro contra la referencia reportada en la literatura por cada 100 g

HOJAS SECAS

EX VITRO REFERENCIA
MEDIA SD MEDIA SD VALOR
p
Proteina Cruda % 27.64 3.69 24.57 3.580 0.0059
Cenizas % 12.15 0.33 12.04 0.069 0.6692
Grasa % 8.73 1.15 6.78 0.255 0.078
Fibra Cruda % 6.08 1.99 7.52 1.89 0.05198
ELN % 44.51 0.88 46 0 ND
Energia % 367.24 5.86 330.52 30.789 0.2533

Al valor de la media se le afiade la desviacion estandar con analisis respectivo con una
prueba de t-student de muestra ex vitro y valores de referencia mostrando el valor p,
con un 95% de confianza. N=3.

Se realizd el analisis estadistico del reporte del bromatolégico de macronutrientes de
hojas secas de Moringa oleifera in vitro contra la referencia reportada en la literatura
(tabla 7), al valor de la media se le afade la desviacion estandar con andlisis

respectivo con prueba de t-student.

Tabla 7. Reporte del andlisis bromatolégico de macronutrientes de hojas secas de
Moringa oleifera in vitro contra la referencia reportada en la literatura por cada 100 g

HOJAS SECAS

IN VITRO REFERENCIA
MEDIA SD MEDIA SD VALOR p
Proteina Cruda %  23.24 5.69 24.57 3.58 0.5002
Cenizas % 12.68 0.24 12.04 0.06 0.2026
Grasa % 111 2.89 6.78 0.25 0.4188
Fibra Cruda % 10.11 191 7.523 1.89 0.3561
ELN % 43.023 3.92 46 0
Energia % 364.96 13.30 330.52 30.78 0.2533

Al valor de la media se le afiade la desviacion estandar con analisis respectivo con una
prueba de t-student de muestra ex vitro y valores de referencia mostrando el valor p,
con un 95% de confianza. N=3.
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El reporte estadistico del andlis bromatolégico de macronutrientes de hojas secas de
Moringa oleifera ex vitro contra las in vitro se prsenta en la tabla 8. Al valor de la media
se le afiade la desviacion estandar con andlisis respectivo con una prueba de t-
student. Se realizaron estudios comparativos de como el cultivo in vitro afecta las
propiedades nutricionales finales en las hojas secas de moringa encontrando que no
existen diferencias significativas en la cantidad de proteinas, cenizas, grasa, fibra
cruda, ELN y energia que una planta cultivada in vitro posee frente a una planta con
un cultivo tradicional. Como muestra en la tabla 8 no hay diferencia significativa entre

las hojas in vitro y ex vitro en los elementos analizados del bromatolégico.

Tabla 8. Reporte del analisis bromatol6gico de macronutrientes de hojas secas de
Moringa oleifera ex vitro contra las hojas in vitro por cada 100 g

HOJAS SECAS

IN VITRO EX VITRO
MEDIA SD MEDIA SD VALOR p
Proteina Cruda % 23.24 5.69 27.64 3.699 0.5002
Cenizas % 12.68 0.24 12.15 0.33 0.2026
Grasa % 111 2.89 8.73 1.155 0.4188
Fibra Cruda % 10.11 1.91 6.08 1.99 0.1138
ELN % 43.02 3.6 44,51 0.88
Energia % 364.9667 13.30 367.24 5.86 0.1854

Al valor de la media se le afiade la desviacion estandar con analisis respectivo con una
prueba de t-student de muestra ex vitro y valores de referencia mostrando el valor p,
con un 95% de confianza. N=3.

El andlisis estadistico del reporte de micronutrientes de hojas secas de Moringa
oleifera ex vitro contra la referencia reportada en la literatura se prsenta en la tabla 9
se le afade al valor de la media la desviacién estandar, con analisis respectivo con
una prueba de t-student, arroja valores sin significancia estadistica en los niveles de

cobre, hierro, manganeso, zinc, potasio, calcio y manganeso.
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Tabla 9. Reporte del analisis bromatoldgico de micronutrientes de hojas secas de
moringa ex vitro contra las hojas de referencia por cada 100 g

HOJAS SECAS

EX VITRO REFERENCIA

MEDIA SD MEDIA SD VALOR p
Cobre mg 0.630 0.24 0.946 0.57 0.4707
Hierro mg 29.84 26.71 22.95 9.48 0.6449
Manganeso mg 5.48 1.07 8 0 0.0559
Zinc mg 3.88 3.36 2.73 0.56 0.6596
Potasio mg 1377.11 309.59 1445 125 0.6813
Sodio mg 250.23 260.94 1327.44 1736.69 0.433
Calcio mg 2330.73 908.38 2126 115.87 0.7029
Magnesio mg 250.84 219.59 1919 2544.85 0.3965

Al valor de la media se le afiade la desviacidén estandar con analisis respectivo con una
prueba de t-student de muestra ex vitro y valores de referencia mostrando el valor p,
con un 95% de confianza. N=3.

A su vez, en el estudio comparativo de los valores de los micronutrientes presentes en
las hojas secas de las plantas de moringa cultivadas in vitro en nuestro laboratorio
contra los valores reportados en estudios de plantas en otros paises encontramos que
existe una cantidad significativamente mayor de potasio (2609.567+ 324.209mg/100g
vs 1445+125mg/100g p=0.0116 tabla 10) en las plantas cultivadas in vitro en
comparacion con los valores ya conocidos para esta especie, sin embargo, no se
encontré significacia estédistica en los valores de cobre, hierro, manganezo, zinc,

sodio, calcio ni magnesio.
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Tabla 10. Reporte del analisis bromatologico de macronutrientes de hojas secas de

moringa in vitro contra hojas de referencia por cada 100 g.

HOJAS SECAS

IN VITRO REFERENCIA

MEDIA SD MEDIA SD VALOR p
Cobre mg 1.47 1.75 0.94 0.57 0.5251
Hierro mg 45.85 50.81 22.95333 9.48 0.4852
Manganeso mg 5.01 1.60 8 0 0.0839
Zinc mg 3.653 2.04 2.73 0.56 0.5792
Potasio mg 2609.56 324.20 1445 125 0.0116
Sodio mg 428.49 241.70 1327.44 1736.69 0.5021
Calcio mg 1934.62 910.87 2126 115.87 0.7306
Magnesio mg 951.83 577.62 1919 2544.85 0.4879

Al valor de la media se le afiade la desviacion estandar con analisis respectivo con una
prueba de t-student de muestra ex vitro y valores de referencia mostrando el valor p,
con un 95% de confianza. N=3.

También se encontré que la manera en la que se cultivan las semillas afecta en los
niveles de sodio y potasio que las hojas secas contendran (tabla 11). Asi, tenemos que
las plantas cultivadas in vitro concentran una cantidad estadisticamente significativa
mayor de potasio (p=0.0314) y sodio (0.0095) que las plantas cultivadas ex vitro.
Encontrando al mismo tiempo que los diferentes medios de cultivo no afectan de
manera importante en la concentracion de cobre, hierro, manganezo, zinc, calcio y

magnesio que las hojas secas de la planta poseen.
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Tabla 11. Reporte del analisis bromatolégico de macronutrientes de hojas secas de
moringa ex vitro contra las hojas in vitro por cada 100 g.

HOJAS SECAS

IN VITRO EXVITRO

MEDIA SD MEDIA SD VALOR p
Cobre mg 1.470 1.75 0.63 0.24 0.4878
Hierro mg 45.85 50.81 29.84 26.71 0.3757
Manganeso mg 5.01 1.60 5.48 1.07 0.0559
Zinc mg 3.65 2.04 3.88 3.36 0.9133
Potasio mg 2609.56 324.20 1377.11 309.59 0.0314
Sodio mg 428.49 241.70 250.23 260.94 0.0095
Calcio mg 1934.62 910.87 2330.73 908.38 0.1857
Magnesio mg 951.83 577.62 250.84 219.59 0.2545

Al valor de la media se le afiade la desviacion estandar con analisis respectivo con una
prueba de t-student de muestra ex vitro y valores de referencia mostrando el valor p,
con un 95% de confianza. N=3.
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La figura 14 corresponde a la gréafica del analisis de porcentaje de macronutrientes

presentes en hojas secas de moringa, ex vitro, in vitro y la referencia reportada en la

literatura. La cantidad energética se representa en kilocalorias.
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Figura 14. Porcentaje de macronutrientes presentes en hojas secas de moringa, ex
vitro, in vitro y la referencia reportada en la literatura. La cantidad energética se

representa en kilocalorias.
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La figura 15 corresponde a la grafica del analisis de micronutrientes; Cu, Fe, Mn y Zn,

presentes en hojas secas de moringa, ex vitro, in vitro y la referencia reportada en la

literatura.
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Figura 15. Porcentaje de micronutrientes presentes en hojas secas de moringa, ex
vitro, in vitro y la referencia reportada en la literatura. La concentracion de
microelementos se prsenta en mg por cada 100g.
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La figura 16 corresponde a la gréafica del andlisis de micronutrientes; K, Na,Ca y Mg,

presentes en hojas secas de moringa, ex vitro, in vitro y la referencia reportada en la

literatura.
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Figura 16. Porcentaje de micronutrientes presentes en hojas secas de moringa, ex

vitro, in vitro y la referencia reportada en la literatura. La concentracion de

microelementos se prsenta en mg por cada 100g.
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En el andlisis bromatolégico de macronutrientes para hojas frescas, no hay diferencia
estadisticamente significativa entre las hojas in vitro y ex vitro en los elementos
analizados (tabla 12) con 95% de nivel de confianza. Y en la tabla 13 se muestran los
resultados del analisis de micronutrientes para hojas frescas, no existe diferencia
significativa entre las hojas in vitro y ex vitro en los elementos analizados con un nivel

del 95% de confianza.

Tabla 12. Reporte del andlisis bromatolégico de macronutientes de hojas frescas de
moringa; ex vitro, in vitro y referencia por cada 100 g.

EX VITRO IN VITRO USDA
ELEMENTO MEDIA SD MEDIA SD MEDIA
Materia seca % 78.3 5.33 76.47 0.41 78.66
Humedad % 21.7 5.33 23.52 0.41 21.34
Proteina Cruda % 6.00286 1.794 5.45 1.27 9.4
Cenizas % 2.64219 0.67 2.98 0.10 2.26
Grasa % 1.91586 0.60 2.61 0.69 1.4
Fibra Cruda % 1.32129 0.57 2.37 0.42 2
ELN % 9.65784 2.36 10.13 1.11 8.8
Energia % 79.88554 20.66 85.88 4.41 64

Se afiade a la media el valor de la desviacién estandar n= 3.

Tabla 13. Reporte del analisis bromatol6gico de micronutientes hojas frescas de
moringa; ex vitro, in vitro y referencia por cada 100 g

EX VITRO IN VITRO USDA
MINERALES MEDIA SD MEDIA SD MEDIA
Cobre mg 0.13 0.039 0.35 0.422 0.1
Hierro mg 5.56 3.51 10.72 11.80 4
Manganeso mg 1.21 0.488 1.18 0.38 1.06
Zinc mg 0.91 0.84 0.86 0.49 0.6
Potasio mg 308.60 127.51 614.74 87.76 337
Sodio mg 58.94 64.20 100.58 55.81 9
Calcio mg 531.34 304.092 457.58 224.29 185
Magnesio mg 46.63 28.75 225.43 140.91 42

Se le afiade a la media el valor de la desviacion estandar n= 3.
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En la siguiente figura 17 corresponde a la gréfica del andlisis de porcentaje de

macronutrientes presentes en hojas frescas de moringa, ex vitro, in vitro y el reporte

del Departamento de agricultura de los Estados Unidos (USDA). Y las graficas del

analisis de micronutrientes se muetra en las figuras 18 y 19.
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Figura 17. Porcentaje de macronutrientes presentes en hojas secas de moringa, ex
vitro, in vitro y la referencia reportada en la literatura. La cantidad energética se

representa en kilocalorias.
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Figura 18. Porcentaje de micronutrientes presentes en hojas frescas de moringa, K,
Na, Ca, Mg ex vitro, in vitro y la referencia reportada en la literatura. La concentracion

se reporta en mg por cada 100g de muestra fresca.
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Figura 19. Porcentaje de micronutrientes presentes en hojas frescas de moringa, Cu,
Fe, Mn y Zn ex vitro, in vitro y la referencia reportada en la literatura. La concentracion
de micronutrientes se muestra en mg por casa 100g.

Debido al alto aporte de vitaminas y minerales, a moringa se le comparan con otros
alimentos en la tabla 14 se muestra el contenido de nutrientes en hojas frescas y
secas comparandolo con ciertos alimentos ricos igualmente en ciertos elementos,
como proteinas, hierro, manganeso, zinc, potasio, calcio y magnesio y su comparacion

tanto en hojas secas como en hojas frescas con  moringa.
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Moringa hojas Moringa hojas Leche Carne de Espinacas Brocoli Chicharos  Platano Hojas de berza Almendras

secas frescas vaca res fresca

Proteina (g) 28 6 3.1 21

Hierro (mg) 30 6.8 99 2.71
Manganeso (mg) 5.4 1.21 0.395

Zinc (mg) 3.8 0.91 1.24

Potasio (mQ) 1377 308 417

Calcio (mg) 2330 531 101 101 201
Magnesio (mg) 250 46 270

Tabla 14. Cuadro comparativo de ciertos alimentos y su maximo contenido de nutrientes contra moringa por cada 100 g de muestra de hojas
secas Yy hojas frescas.
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8.3 EXPERIMENTACION CON RATAS WISTAR DIABETIZADAS

Las siguientes figuras de la 20 a la 25, trataran de los resultados y analisis de
varianza del primer experimento con ratas wistar. Se tomaron al azar 25 ratas del
Bioterio y a 15 de ellas se les indujo DM con triple dosis de 55 mg/kg de STZ. A los
14 dias posteriores de la induccion se inicié el tratamiento correspondiente, los

resultados se muestran a continuacion.

8.3.1 Primer experimentoen ratas wistar; 50 mg/kg de STZ con

dos refuerzos.

Las mediciones de glucosa del primer experimento se reportan en la figura 20, se
registraron las mediciones de glucosa cada 7 dias hasta el sacrificio de los
animales con ayuno de 12 hrs. El grupo Control (B) fueron ratas tratadas con
carboximetil celulosa (vehiculo), este grupo mantuvo durante todo el experimento
glucemias normales oscilando entre los 50 y 100 mg/dL en ayuno. Todas las ratas
inducidas con DM manifestaron un incremento drastico en la glucemia 7 dias
posteriores a las inyeccion, las cifras superaron los 400 mg/dL. Las ratas con DM
+MOEE (D) tratadas con extracto etandlico de moringa, presentaron en el dia 28
(segunda semana de tratamiento) una reduccion en la glucemia en promedio de
130 mg/dL, posterior a esta fecha las cifras de glucosa volvieron a subir superando
los 300 mg/dL y por ultimo el grupo con DM y tratando con 350 mg/kg de
metformina (Grupo F), presento una caida en el dia 28 en promedio 285 mg/dL y

posteriormente se elevé hasta el final del experimento.
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Figura 20. Niveles de glucosa en mg/dL por dia del tratamiento del primer
experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM
fueron inducidas con triple dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con
Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo, DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de Moringa olifera;
DM+METF (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Metformina 350 mg/kg.

La fisiopatologia de DM conduce otras alteraciones metabdlicas como la
dislipidemia, en estos experimentos igualmente se midieron colesterol, triglicéridos
e insulina. Las cifras de colesterol en ratas del primer experimento (figura 21)
mostraron valores basales entre 28 y 55 mg/dL, con el transcurso de la enfermedad
en el dia 21 del experimento las cifras de colesterol incrementaron, oscilando entre
60 y 80 mg/dL, se puede ver una ligera disminucion de estas cifras para el dia 42
en el grupo (D) Extracto de moringa. Se observé que las ratas tratadas con
metformina no redujeron las cifras, si no tendieron a incrementarse al paso de los

dias.
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Figura 21. Niveles de colesterol en mg/dL por dia del tratamiento del primer
experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM
fueron inducidas con triple dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con
Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo, DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de moringa;
DM+METF (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Metformina 350 mg/kg.

Las mediciones de triglicéridos se tomaron desde el dia O al dia 42 del experimento
(figura 22) las cifras basales de las ratas oscilaron entre 30 y 60 mg/dL, las
concentraciones de triglicéridos del grupo B se mantuvieron entre los 25 y 100
mg/dL, en los grupos problema después de la induccibn de DM las cifras
incrementaron al dia 7 del experimento alrededor de 400 mg/dL y posteriormente
disminuyeron. En ratas tratadas con extracto de moringa (grupo D) bajaron a la
semana del tratmiento de 400 a 40 mg/dL, las ratas tratadas con metformina
también desendieron sus valores hasta 100 mg/dL aunque tuvieron mayor
oscilacién en las cifras de triglicerios. Las ratas con DM sin tratamiento (grupo C)
incrementaron sus niveles al dia 14 y se mantuvieron debajo de los 150 mg/dL el

resto del experimento, aunque con cifras mayores a las tratadas con moringa.
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Figura 22. Niveles de trigliceridos en mg/dL por dia del tratamiento del primer
experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM
fueron inducidas con triple dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con
Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo; DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de moringa;
DM+METF (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Metformina 350 mg/kg.

En la figura 23, se presentan los valores de la concentracion de proteinas totales en
suero, se correlacionaron los grupos de ratas enfermas con el control y el grupo que
no se les indujo DM y solo fue suplementado con moringa, midiendo en diferentes
tiempos la concentracion de proteina total sérica. El grupo control mantuvo sus
niveles de proteina entre 6.4 y 7.7 g/dL, el grupo con DM sin tratamiento
mantuvieron sus cifras entre los 6.8 y 7.8 g/dL durante todo el experimento. Las
ratas con DM con tratamiento de extracto de moringa mostraron un ligero
incremento de 6.7 hasta 8 g/dL hasta el final del ensayo. Las ratas del grupo
tratadas con metformina al dia 21 del experimento mostraron valores bajos de 5.3
g/dL comparadas con el control y al final del experimento 5.9 g/dL. El grupo sin DM
suplementado con moringa durante 28 dias mostraron mejores concentraciones de
proteinas totales al final entre los 7.5 y 8.5 g/dL. Se puede ver en la imagen 22 que
las ratas sin DM suplementadas con Moringa presentaron mejores cifras de

proteinas totales que las ratas tratadas con metformina.
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Figura 23. Niveles de proteina en g/dL por dia del tratamiento del primer
experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM
fueron inducidas con triple dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con
Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo, DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de moringa;
DM+METF (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Metformina 350 mg/kg;
SANA+MO POLVO ratas sin Diabetes Mellitus suplementadas con 300 mg/kg de
Moringa oleifera.

Se midieron las concentraciones de insulina en suero de las ratas control y
problema (figura 24) por un método enzimatico ELISA, se le aflade a la media su
desviacion estandar. Los niveles basales de insulina en las ratas oscilaron entre 1.4
y 2.4 ng/mL, las ratas control mantuvieron sus cifras durante todo el experimento.
Las ratas con DM sin tratamiento presentaron niveles muy parecidos de insulina a
las ratas control. Las ratas tratadas con extracto de moringa incrementaron
ligeramente sus cifras de insulina en la primera semana de tratamiento y se
mantuvieron estas cifras durante todo el experimento. Las ratas del grupo con
metformina incrementan ligeramente las cifras de insulina al paso de los dias del

experimento.
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Figura 24. Niveles de concentracion de insulina en ng/mL por dia del tratamiento
del primer experimento, Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las
ratas con DM fueron inducidas con triple dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C)
ratas con Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo; DM+MOEE (D) ratas
con Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de Moringa
olifera; DM+METF (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Metformina 350
mg/kg; SANA+MO POLVO ratas sin Diabetes Mellitus suplementadas con 300
mg/kg de Moringa oleifera. A cada valor de la media se le afiade la SD.

Los pesos de las ratas se registraron cada semana (figura 25) los pesos al dia cero
oscilaban entre 160 y 180 g, a las ratas que se les indujo DM registraron menor
peso en comparacién con las ratas control. Las ratas control iniciaron con un peso
de 166 en promedio y terminaron el experimento con 207 g. Las ratas con DM sin
tratamiento mantuvieron el peso en 170 en promedio. Las ratas del grupo tratadas
con extracto de moringa iniciaron con el experimento con 173 g y lo terminaron con
158 g. las ratas tratadas con metfomina iniciaron con un promedio de 173 g y
terminaron el ensayo con 164 g. Las ratas sin DM suplementadas con hojas secas

de moringa al dia 42 pesaban entre 140y 180 g.
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Figura 25. Pesos en gramos de las ratas por dia del tratamiento del primer
experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM
fueron inducidas con triple dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con
Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo, DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de Moringa olifera;
DM+METF (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Metformina 350 mg/kg;
SANA+MO POLVO ratas sin Diabetes Mellitus suplementadas con 300 mg/kg de
Moringa oleifera.

8.3.2 Segundo experimento en ratas Wistar; 50 mg/kg de STZy un

refuerzo

En las figuras de la 26 a la 30 se muestran los resultados del segundo experimento
en ratas. La figura 26 corresponde a las mediciones de glucosa, las cifras del grupo
control, oscilan entre 50 y 150 mg/dL, este grupo mantuvo las cifras durante todo el
tiempo del experimento, mientras que el resto de los grupos problema presentaron
variaciones. El grupo con DM sin tratamiento presentd picos en la glucemia muy
drasticos posteriores a la induccion de la enfermedad, incrementos hasta casi los
600 mg/dL para el dia 21, reducciones en el dia 35 y 42 de 400 y 350 mg/dL
respectivamente despues incrementaron superando los 600 mg/dL, en el dia 49 del
experimento. Los grupos con DM tratados con extracto etanolico mostraron cifras
de glucemia sin picos tan drasticos a comparacion de las ratas que no recibieron
ningan tipo de tratamiento. Las ratas tratadas con Sitagliptina, mostraron picos
pronunciados y se mantuvierin a la alza durante todo el tiempo del experimento,

llegando hasta los 700 mg/dL.
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Figura 26. Niveles de glucosa en mg/dL por dia del tratamiento del segundo
experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM
fueron inducidas con doble dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con
Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo; DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de moringa,;
DM+SITAGLIPTINA (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Sitagliptina 100
mg/kg; DM+MOEA () ratas con Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de
Extracto Acuoso de moringa.

Las mediciones de colesterol basales oscilaron entre los 30 y 60 mg/dL al dia 0
(figura 27), las ratas del grupo control mantuvieron sus cifras hasta llegar a los 80
mg/dL en el dia 42 del experimento. Mientras tanto las ratas con DM sin tratamiento
incrementaron las cifras alrededor de 150 mg/dL tras la induccién. Las ratas
tratadas con extracto de moringa incrementan sus niveles de colesterol después de
la induccion entre los 70 y 150 mg/dL y en la cuarta semana de tratamiento
descendieron hasta los valores basales 50 mg/dL, las ratas con extracto acuoso de
moringa mantuvieron cifras alrededor de los 50 mg/dL durante todo el experimento,
y las ratas tratadas con Sitagliptina mantuvieron sus niveles cerca de 50 mg/dL en

la segunda semana de tratamiento y la cuarta semana.
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Figura 27. Niveles de colesterol en mg/dL por dia del tratamiento tratamiento del
segundo experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas
con DM fueron inducidas con doble dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas
con Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo; DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de Moringa olifera;
DM+SITAGLIPTINA (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Sitagliptina 100
mg/kg; DM+MOEA () ratas con Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de
Extracto Acuoso de Moringa olifera.

Las ratas problema del segundo experimento incrementaron las concentraciones de
triglicéridos tras la induccién de DM de los 50 hasta los casi 500 mg/dL (figura 28)
las ratas control mantuvieron debajo de los 90 mg/dL sus niveles de triglicéridos,
mientras que aquellas con DM sin tratamiento alcanzaron los 500 mg/dL en el dia
28 y terminaron 200 mg/dL en el dia 49 del ensayo. Las ratas tratadas con extracto
enanolico de moringa de cifras basales incrementaron a 300 mg/dL en el dia 28 y
en el dia 49 (segunda semana y sexta semana de tratamiento) descienden entre
los 80 y 100 mg/dL, en cambio las ratas con extracto acuoso de moringa para el dia
28 y 49 mantuvieron sus niveles constantes de 112 a 150 y de 112 a 170 mg/dL

respectivamente.
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Figura 28. Niveles de trigliceridos en mg/dL por dia del tratamiento tratamiento del
segundo experimento. Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas
con DM fueron inducidas con doble dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas
con Diabetes Mellitus sin Tratamiento o Control positivo; DM+MOEE (D) ratas con
Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de moringa;
DM+SITAGLIPTINA (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Sitagliptina 100
mg/kg; DM+MOEA (I) ratas con Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de
Extracto Acuoso de moringa

Las concentraciones de insulina basales del segundo experimento oscilaron entre
0.7 y 1.8 ng/mL para todos los tratamientos como se muestra en la figura 29 a la
segunda semana de tratamiento los controles permanecieron en 1 ng/mL, mientras
gue la ratas con DM sin tratamiento incrementaron sus valores llegando hasta los
2.2 ng/mL y en la dltima semana hasta los 1.4 ng/mL, en el caso de las ratas
tratadas con extracto etandlico de moringa en la segunda semana de tratamiento
lleganon hasta el 1.8 ng/mL y en la ultima semana se cuantificaron hasta 1.2 ng/mL,
para el caso de las ratas con extracto acuoso en la segunda semana se
cuantificaron de 1.4 a 2 ng/mL y en la Ultima semana 1.2 ng/mL. En el caso de las
ratas con Sitagliptina en la segunda semana de tratamiento mantuvieron en
promedio 1.0 ng/mL y en la el dia 49 1.2 ng/mL.
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Figura 29. Niveles de concentracion de Insulina en ng/mL por dia del tratamiento.
Control (B) ratas tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM fueron
inducidas con doble dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con Diabetes
Mellitus sin Tratamiento o Control positivo; DM+MOEE (D) ratas con Diabetes
Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Etandlico de moringa;
DM+SITAGLIPTINA (F) ratas con Diabetes Mellitus y tratadas con Sitagliptina 100
mg/kg; DM+MOEA (I) ratas con Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg de
Extracto Acuoso de moringa.

La correlacion de peso de las ratas del segundo experimento se muestra en la
figura 30. Las ratas del grupo control iniciaron el experimento con pesos oscilando
entre los 195 y 150 g, mientras pasaban los dias del experimento unas perdieron
alrededor de 20 g y otras ganaron peso, en el dia 49 registraron pesos entre los 140
y 180 g de peso, para las ratas con DM sin tratamiento el dia cero registraron
alrededor de 200 g y terminaron el experimento con pesos entre 150 y 180 g. se
puede ver como las ratas del grupo tratadas con extracto etandlico de moringa
iniciaron entre 180 g y terminaron el experimento con alrededor de 140g, en cambio
las que recibieron extracto acuoso de hojas de moringa iniciaron con pesos entre

los 210 y lo terminaron con 170 g. Las ratas que no tenian DM y fueron
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suplementadas con moringa iniciaron en 180 g y al finalizar se registr6 pesos de

150 g en promedio.
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Figura 30. Relacién peso y tiempo por dia del tratamiento. Control (B) ratas
tratadas con carboximetil celulosa; las ratas con DM fueron inducidas con doble
dosis de 50 mg de STZ; DM sin Tx (C) ratas con Diabetes Mellitus sin Tratamiento o
Control positivo; DM+MOEE (D) ratas con Diabetes Mellitus tratadas con 300 mg/kg
de Extracto Etandlico de moringa; DM+SITAGLIPTINA (F) ratas con Diabetes
Mellitus y tratadas con Sitagliptina 100 mg/kg; DM+MOEA (I) ratas con Diabetes
Mellitus tratadas con 300 mg/kg de Extracto Acuoso de moringa.
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8.4 Histologia

Los aspectos histolégicos del primer experimento se muestran a continuacion.

8.4.1 Primer experimento en ratas wistar; 50 mg/kg de STZ con

dos refuerzos

En la figura 31 se aprecian las laminillas de cortes histolégicos de pancreas
bajo la tincibn de hematoxilina-eosina, con aumento 20X, la figura 31A corresponde
al grupo control, se encuentra sefialado el islote con una flecha amarilla. La figuara
31B corresponde a un islote de una rata del grupo con DM sin tratamiento,.la 31C
es un islote correspondiente al grupo con DM tratado con extracto etanoico de
moringa y la 31D corresponde al grupo DM con Metformina.

8.4.1.1 Histologia de Pancreas

Figura 31. Histologia del Pancreas de ratas del primer experimento. Corte
histologico del pancreas con tincion de hematoxilina-eosina a 20X. A) ratas
del Grupo control, B) ratas del Grupo con Diabetes Mellitus (DM) sin
tratamiento C) Grupo de DM tratada con 300mg/kg Extracto Etandlico de
moringa; D) Grupos de ratas con DM tratadas con 350 mg/kg Metfotmina
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Se realiz6 una comparacion en numero y promedio de tamafio de islotes
pancreaticos (tabla 15). Las ratas control presentaron mayor numero de islotes
pancreaticos, el promedio de islotes fue de siete islotes por laminilla, y el tamafio de
éstas es aproximadamente de 7100 um?y 7 islotes por laminilla siendo estas el
tamafio normal, mientras que las ratas con DM sin tratamiento presentaron
Unicamente tres islotes por laminilla y aproximadamente 2699 uym? de éarea,
parecido a los islotes encontrados de ratas tratadas con metfominna con islotes de
aproximadamente 3070 um?, y hallazgos de un islote por laminilla. Mientras que los
hallazgos de islotes de ratas tratadas con moringa fueron mayores, no en
frecuencia, sin embargo, mayor area de estos alrededor de 7798 um? en promedio

y 3 islotes por laminilla (figura 31C).

CONTROL (B) DMSinTx DM+MOEE DM+METF (F)

©) (D)
Tamarnio islotes 7104.5 2699.7 7798.6 3071.3
(Hm?)
No. Islotes/laminilla 7 3 3 1

Tabla 15. Promedio de numero de islotes por laminilla y tamafio de los islotes en
los diferentes grupos tratados. B) ratas del Grupo control, C) ratas del Grupo con
Diabetes Mellitus (DM) sin Tratamiento D) Grupo de DM tratada con 300mg/kg
Extracto Etandlico de moringa F) DM tratadas con 350 mg/kg Metfotmina

8.4.1.2 Histologia del Rifidn

La histologia del rifion se realiz6 bajo la tincion de hematoxilina-eosina en aumento
20X (figura 32). En la figura 32A se aprecian cortes histoldgicos de las ratas del
grupo control, la figura 32B corresponde a las ratas del grupo con DM sin
tratamiento, la figura 32C al grupo de DM tratadas con 300mg/kg de extracto
etandlico de moringa. La figura 32D son ratas con DM tratadas con 350 mg/kg
metfotmina. En las ratas del grupo control (32B) se observan facilmente las
estructuras y células que componen corpusculo renal: la capsula de Bowman,
glomérulo de Malpighi, podocitos, células mesangiales, se encuentran en buen
estado, tienen un correcto espacio de filtracion, no hay presencia de hemorragias
internas, ni necrosis. Los tubulos contorneados renales (proximales y distales), los

tubulos renales rectos y los vasos sanguineos se aprecian correctamente. En la
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figura 32B se aprecia hemorrigia interna de los glomérulos, y se presenta
hematuria. En la figura 32C ratas con extracto etandlico de moringa se muestra un
glomero bien consevado y protegido de dafio celular, para el caso de las ratas con
mentfomina 32D se puede apreciar un incremento en el espacio de filtracion y
mayor saturacion de hematies dentro del corpuesculo.

Figura 32. Corte histolégico de corte de rifidn con tincién de hematoxilina-eosina en
aumento 20X A) ratas del grupo control, B) ratas del grupo con Diabetes Mellitus
(DM) sin tratamiento C) grupo de DM tratada con 300mg/kg extracto etandlico de
moringa, D) DM tratadas con 350 mg/kg metfotmina
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8.4.2 Segundo experimentoen ratas wistar; 50 mg/kg de STZ con

un refuerzo

8.4.2.1 Histologia del pancreas

E = Sien’ 1N
Figura 33. Corte histolégico de pancreas de segundo experimento en ratas wistar;
50 mg/kg de STZ con un refuerzo. A) ratas del grupo control, B) ratas del grupo de
DM tratada con 300 mg/kg extracto etandlico de moringa C) Grupo de DM tratada
con 300mg/kg extracto acuoso de moringa. D) grupo de ratas con DM tratadas con
100 mg/kg Sitagliptina, E) grupo de ratas con con Diabetes Mellitus (DM) sin

tratamiento.
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La figura 33 fué tomada al microscopio con un aumento de 20X de cortes de
pancreas la figura 33A corresponde a ratas del Grupo control, la imagen 33E,
corresponde a las ratas del grupo con DM sin tratamiento, la figura 33B de ratas
con DM tratada con 300mg/kg extracto etandlico de Moringa, la figura 33D
pertenece a ratas con DM tratadas con 100 mg/kg sitagliptina, y en la figura 33C
son del grupo con DM tratadas con 300mg/kg extracto acuoso de moringa.

8.4.2.2 Histologia del Rifién

En la figura 34 se presentan una serie de imagenes tomadas de laminillas de
cortes histolégicos de rifién en tincidbn hematoxilina-eosina a un aumento de 20X de
ratas del segundo experimento 50 mg/kg de STZ con un refuerzo. El recuadro 34A
corresponde a una fotografia tomada de ratas control. La figura 34B pertenece a
ratas con DM sin tratamiento, la figura 34C son de ratas tratadas con extracto
etandlico de moringa. La figura 34D corresponde a una rata tratada con sitagliptina,
y la imagen 34E corresponde a ratas con DM tratadas con extracto acuoso de

moringa.
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Figura 34. Corte histologico de rifion segundo experimentoen ratas wistar; 50
mg/kg de STZ con un refuerzo.Corte histolégico de corte de rifion con tincién de
hematoxilina-eosina A) ratas del grupo control, B) ratas del grupo con DM sin
tratamiento C) grupo de DM tratadas con 300mg/kg extracto etandlico de moringa
D) DM tratadas con 10 mg/kg sitagliptina, E) grupo de DM tratadas con 300mg/kg
extracto acuoso de moringa.
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9. DISCUSIONES

Moringa es un arbol con muchos atributos, sobresale su alto aporte nutricio, y
sus diversas propiedades farmacoldgicas. Se tiene conocimiento de los
macronutrientes y micronutrientes presentes en hojas de arboles provenientes de
Africa, la India y Guaremala, pero no hay reportes de estudios mexicanos ni
resultos de hojas in vitro.

Olson & Alvarado-Céardenas (2016) reportan investigaciones que se han hecho en
México para conocer las localidades donde existen hallazgos de moringa como
parte de la horticultura tradicional (figura 1) y en esos sitios no figura
Aguascalientes, entre los sitios donde se ha encontrado moringa estan; Baja
California Sur, Yucatan, Veracruz, Chiapas, entre otros estados presentes en la
costa del pacifico mexicano con clima tropical, estos investigadores reportan zonas
del pais con alta probabilidad de tener un clima adecuado para su cultivo. Moringa
es un arbol caducifolio y por esta razén el CTV es una de las mejores opciones para
tener ejemplarees durante todo el afio sin variaciones y también es una técnica muy
util para propagar plantas, se han sembrado algunos ejemplares y han respondido
bien aunque también en invernadero, semejando el clima semitropical, algunos de

estos ejemplares se muestran el la figura 12.

Se propagaron plantas de moringa por CTV con éxito, con pocas semillas in
vitro sin regiladores de crecimiento, plantas suficientes para obtener material
vegetal y seguir con los experimentos, éste es un factor que beneficia a la
propagacion gracias a que los costos disminuyen. También se tuvo éxito con la
siembra ex vitro. Se obtuvieron 92 plantulas de moringa en total. Las semillas de
moringa que se utiizaron en este estudio provenian de diferentes localidades,
variaban ligeramente en tamafio (figura 5 y 6), aunque eso no modific6 su

comportamiento de crecimiento o su morfologia.

Las semillas de moringa se propagaron (figura 7A y 7B) en condiciones
axénicas y la propagacion por medio de segmentos internodales y yemas apicales
se realiz6 sin reguladores de crecimiento, lo contrario con los estudios de Saini et
al., (2012) que utilizaron varios reguladores de crecimiento, el tratamiento que les
di6 mejores resultados fue Bencil Adenina (BA) generando mayor cantidad de
brotes por explante a los 15 dias de inoculacion, y para el enraizamiento utilizaron

Acido Indol Acético (IAA) y Acido Indol Butirico (IBA), mientras que en este estudio
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se realiz6 en medio MS sin hormonas de crecimiento (figura 7C y 7D). En este
ensayo, las semillas germinaron a los 7 dias in vitro como se muestra en la figura
7A 'y los brotes de segmentos internodales a los 6 dias comenzaban a notarse. De
las semillas en la primer poda solo se obtuvo un explante (figura 7A), y entre mas
podas mas explantes generan hasta la quinta poda (figura 7B). Las plantulas se
desarrollaron bien en condiciones de laboratorio (figuras 8A-8C), pero mejor en
invernadero (figura 8D), engrosaron su tallo y se elongaron, detalle que en
condiciones de laboratorio no ocurrié, el clima inflyd directamente sobre el
crecimiento del arbol. En la figura 9, se muestra una grafica que muestra el
porcentaje de supervivencia de plantas aclimatadas. Por otro lado la germinaciéon
de moringa en susutrato fue efectiva (figura 10A y 10B), aunque solo se obtuvo una
planta por semilla a comparaciéon de CTV. También esto se puede observar en la
figura 11, la germinacién increment6 en condiciones de labotario con temperatura
40 + 2°C, hasta la fecha no se han encontrado reportes en la literatura que realicen
una comparacion de germinaciéon en condiciones de laboratorio y condiciones de

invernadero.

Los andlisis bromatol6gicos son de gran importancia en la industria
alimentaria, puesto que el individuo desea conocer el contenido nutrimental de lo
gue va a ingerir. Moringa no solo se considera una planta con muchas propiedades
farmacologicas, si no también se considera un alimento por su alto contenido de
nutrientes. Es importante destacar que no existen hasta la fecha reportes cientificos
de analisis bromatolégicos de moringa realizados en México, existen reportes
bromatologicos de moringa de otros paises como Guatemala (Alfaro, 2008), en
Ghana, Africa (Glover-Amengor & Mensah, 2012) por mencionar algunos. Aunque
en México existen algunos productores comerciales de moringa, en su pagina de
internet reportan estudios bromatolégicos completos, de minerales, vitaminas Ay C
y andlisis de grasas. En este estudio de propagacién de moringa in vitro y ex vitro
se realizaron los andlisis bromatolégicos completos de macronutrientes y
micronutrientes de hojas secas y frescas de moringa (figura 12 y 13), cultivadas y

aclimatadas en la ciudad de Aguascalientes, México.

El contenido de nutrientes en los alimentos puede tener ciertas
variabilidades, segun el analisis, la fecha de cosecha, los métodos de recoleccion,
secado, digestion, métodos analiticos, localidad, temporada del afio entre otros.

Algunos alimentos como los que se muestran en la tabla 14, se destacan por su alto
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contenido en nutrientes, con la informacién obtenida de moringa se realiz6 una
comparacion con la literatura encontrada para hojas secas y en la comparacion de
hojas frescas se hizé con los analisis bromatoldgicos de United States Department
of Agricullture (USDA)

Algunos nutrientes, como Calcio (Ca) y Hierro (Fe) se encuentran muy
conservados, las cantidades son muy similares en estudios de diferentes paises
(tabla 2); en Guatemala, Alfaro et al., (2008), reportes Africanos, estudios realizados
por diversos investigadores; Melanie Broin et al.,, (2012); Glover-Amengor &
Mensah (2012); Moyo (2014); de Haiti Leone (2015), y en Sri Lanka Asia del sur,
Liyanage et al., (2014) y los resultados obtenidos en este experimento superan las
cifras reportadas para Calcio como se muestra en la tabla 12, en este estudio se
obtuvieron 2300 mg por cada 100 g de hoja seca pulverizada ex vitro de moringa y
en reportes de dichos investigadores el Calcio oscila entre 1500 y 2000 mg/100g
(tabla 2) de hoja seca. El Hierro en estudios de los investigadores ya mencionados
los valores oscilan entre 22.9 mg/100 g (tabla 10) y en el estudio para hojas ex vitro
e in vitro de muestra seca fue de 29.8 mg/100 g y 45.85 mg/100 ¢
(respectivamente). Por otro lado el Zinc se cuantificé entre 3.6 y 2.04 mg/100g para
las hojas secas in vitro y ex vitro (tabla 11) y la media de las refrencias 2.7 mg/100g
(tabla 10) sin embargo, en las cuantificaciones el Magnesio, hubo diferencias en
este estudio ya que obtuvieron 250 mg/100 g en hojas ex vitro y los reportes
Africanos muestran 1919 mg/100 g de muestra seca.

Las concentraciones de minerales en las plantas se centran principalmente
en la toma de elementos del suelo, los minerales que tienen movilidad y
translocacion son K, N, Mg, P, Cl, Na, y los inméviles como el Ca, S, Fe, By Cu
(Vincino et al., 2002), es debido a esto que algunos minerales los encontramos
conservados en los andlisis bromatoldgicos a pesar de las diferencias del suelo,
paises en Africa, Haiti, Guatemala y México. Recientemente Gopalakrishnan et al.,
(2016) publicé que las estaciones del afio también influyen en las concentraciones
de nutrientes de moringa, se ha demostrado que la vitamina A se encuentra en
abundancia en la clima humedo y célido en verano, mientras que la vitamina C y el
Fe estdn con mas concentraciones en temporada de clima fresco-seco. La
diferencia en los resultados puede atribuirse a la ubicacion, el clima y los factores
ambientales, puede influir de manera significativa en el contenido de nutrientes del
arbol conforme a lo reportado en la literatura y los resultados obtenidos en este
estudio. Vincino et al., (2002) mencionan que la composicién quimica tipica de la

materia seca de hojas puede ser: 60% carbohidratos, 25% proteinas, 5% lipidos y
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10% minerales, gracias a esto los reportes de este estudio de hojas in vitro y ex
vitro se ontuvo; cenizas (12%), grasas (8%), carbohidratos 44% vy fibra 6%,
proteinas oscilando entre los 28g/100 g (28%) de muestra seca y aporte caldrico
(360 kcal) no muestran diferencia significativa comparandolos con los de la
literatura. Los resultados de este ensayo muestran diferencias para el aporte de
fibra, con los resultados de la literatura, éste dependera de las etapas fenologicas

de la planta, y el momento de la cosecha.

En las tablas 12 y 13 se muestran los resultados de los analisis de

microelementos de hojas secas y frescas in vitro y ex vitro de moringa, segun el
analisis estadistico las hojas in vitro son significativamente mas ricas en Ky Na que
las hojas ex vitro,y en potasio que las hojas de referencia. No existen diferencias
significativas en el contenido de Cu, Fe, Mg, Zn, Mn y Ca de hojas in vitro y ex vitro
de moringa y de hojas de referencia de moringa. Existe diferencia estadistica, las
hojas ex vitro contienen mas proteinas que las hojas de la referencia y las hojas in
vitro. No existe diferencia significativa en el contenido de macronutrientes (Cenizas,
grasa y fibra) entre las hojas in vitro y ex vitro de moringa ni las hojas de referencia
comparadas con las in vitro y ex vitro.
Siguiendo con el andlisis de composicion de alimentos en la tabla 14 se muestran
comparaciones entre hojas frescas y secas de moringa y algunos alimentos. Por
ejemplo el contenido de Hierro (Fe) presente en la carne de vacuno y hojas de
espinacas, éstos son alimentos por excelencia ricos en hierro, en los analisis aqui
reportados las hojas secas de moringa tienen 11 veces mas Fe que la espinaca y
2.5 veces mas Fe en hojas frescas. En el caso del calcio (Ca), Moringa por cada
100 g de hoja seca aporte 2330 mg de Ca, es decir tiene 23 veces mas que 100 g
de leche de vaca entera 6 contiene 5 veces mas Ca en hojas frescas que 100 g de
leche de vaca y 100 g de carne de res. Mientras que 100 g de hojas seca
pulverizada aporta 3.3 veecs mas potasio que 100 g de platano, como lo menciona
Alfaro (2008).

Un aspecto importante a mencionar, es que moringa es utilizada en algunas
regiones del mundo donde existe alto indice de desnutricibn como fuente
importante de alimento, aportando principalmente proteina y como se muestra en la
tabla 14, por cada 100 g de hoja seca se obtienen 28 g de proteina, con una buena
calidad de aminoacidos segun Moyo et al., (2011) en la tabla 1, ya que las hojas de
moringa contienen todos los aminoacidos esenciales y las proteinas que contienen

azufre, metionina y cisteina se pueden convertir en otros aminoacidos necesarios.

93



Alfaro et al., (2008) realizé un andlisis de digestibilidad de varias partes de la planta
de moringa, determind el indice de Eficiencia Proteica (PER), y Razon Proteica
Neta (NPR). En el PER y NPR evaluaron el valor nutricional de las proteinas
basadas en los cambios de peso corporal de los animales, cuando la proteina se
introducia o era convertida en peso corporal, la proteina contenida tenia buena
digestibilidad. Rivas-Vega (2010) demostré que la proteina de moringa tiene hasta
el 89% de digestibilidad cuando fue suplementa en peces que fueron alimentados
con harina de moringa.

Continuando con los minerales en el estudio aqui reportado se observé que 100 g
de hoja seca aportaron 1.21 mg de Mn y 1.18 mg de Mn por 100g de hoja fresca ex
vitro e in vitro respectivamente y el brocoli contiene 0.395 mg en 100 g. Mientras
gue dentro de los alimentos con mayor aporte de Mg estan las almendras que por
100 g aportan 270 mg y moringa por 100 g de muestra seca aporta 250mg.
Investigadores como Leone y et al., (2015) reportan que hojas de Africa aportan
entre 500 y 560 de Mg, y en en este estudio se obtuvieron resultados de 25 mg/100
g de hojas secas ex vitro y 950 mg de hojas in vitro, las concentraciones de
minerales dependeran de las propiedades del suelo, si la tierra tiene fertilizantes,
movilidad y translocacién de minerales, la etapa de la cosecha y la etapa fenolégica
de la planta como menciona Vincino et al., (2002).

La DM es una enfermedad muy frecuente a nivel mundial, afio con afo
incrementa la tasa de prevalencia, a pesar de ser una enfermedad muy estudiada y
con una amplia gama de tratamientos entre aldépatas, remedios herbolarios y
cambio de habitos y estilo de vida, a las personas se les sigue detectando y sus
complicaciones se han convertido en una de las principales causas de muerte en
México y en el mundo (Hernandez, 2013; Surya et al., 2014; AMD 2015).Todos los
farmacos generan un nivel de toxicidad y tienen efectos secundarios, se pretende
encontrar una alternativa de tratamiento para un tipo de DM que favorezca al
control de la enfermedad y aminore los dafios secundarios de la enfermedad, asi

como una menor o libre grado de toxicidad.

El experimento clinico para comprobar el supuesto efecto hipoglucemiante
se hizo en dos ocasiones con dosis distintas, el primer experimento en ratas wistar;
50 mg/kg de STZ con dos refuerzos, se toma el protocolo Jaiswal et al., (2009) y de
Gupta et al., (2012) con ciertas modificaciones basadas en las observaciones de

Junod et al., (1969). Se incluyeron ratas hembras de edad entre 2.5 y 3 meses que
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posteriorm a la induccién mantuvieran glucemias superiores a 250 mg/dL (Gupta et
al., 2012), las cifras normales en ayuno de glucemia en ratas hembras Wistar
oscilan de los 50 a 180 mg/dL (Castello et al., 2011). En estos experimentos se
logré el 100% de la diabetizacion y no como lo sugiere McNeill (1999) que
Unicamente se diabetizan el 80%.

En este experimento las ratas del grupo C con DM no recibieron tratamiento
para la enfermedad, por lo que era de esperarse que las cifras de glucosa se
mantuvieran elevadas, al dia 7 posterior a las induccion se incrementaron
drasticamente las cifras, superando los 450 mg/dL (figura 20), diferente de los
resultados de Gupta et al., (2012) que lograron tras dosis Unica de STZ de 50 mg/kg
una glucemia en ratas control de 260 mg/dL, por otro lado Jaiswal et al., (2009)
report6 300 mg/dL en ayuno, tras la induccion con 55 mg/kg de STZ (tres dias de
induccién). En otras investigaciones Ndong et al,. (2007) usaron ratas Goto-
Kakizaki (GK) y Wistar sin embargo, ese experimento se basaba en la medicion
aguda de la glucemia de 0 a los 120 min después de la toma con extracto de
moringa y posterior a una carga glucémica, las subcepa de ratas (GK) logro cifras
cercanas a los 400 mg/dL después de la carga glucémica y las ratas Wistar de 150
mg/dIL. Las ratas Goto-Kakizaki (GK) es una subcepa de rata Wistar no obesos que
desarrolla Diabetes mellitus tipo 2 en sus primeros afios de vida, el modelo fue
desarrollado por Goto y Kakizaki en la Universidad de Tohoku, Sendai, Jap6n en
1975. Cabe mencionar que ninguno de estos experimentos mencionados utilizan un
protector de células beta pancreéticas como la nicotidamina (Amaya-Chavez et al.,
2007).

En los experimentos aqui reportados las ratas tratadas con extracto
etandlico de moringa (300 mg/kg) descendieron las cifras de glucosa al dia 28 del
experimento al igual que las ratas con metformina (350 mg/kg) de 450 mg/dL
(ambos grupos) a 130 y 250 mg/dl en promedio respectivamente, se tiene el
antecedente como hipoglucemiante en dosis diferentes, misma dosis de STZ que
en este estudio y tres concentraciones de extractos (100, 200 y 300 mg/kg)
suministrado con 21 dias de tratamiento en los estudios de Jaiswal et al., (2009) las
cifras iniciales llegan a 300 y al transcurso del dia 21 descienden a 100 mg/dL, y
comportamiento de la hipoglucemia es expuesto por Gopalakrishnan et al., (2016)
donde explica que; “los altos niveles de glucosa en sangre activan la glucdlisis en
las mitocondrias de las células beta y formas reactivas de especies de oxigeno.
Esto provoca la apoptosis de las células beta, que a su vez conduce a una

disminucion de la secrecion de insulina, hiperglucemia y, finalmente, diabetes tipo
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2. Sin embargo, la apoptosis de las células beta puede ser evitada por el uso de
moringa. Moringa tiene antioxidantes que se combinan con las especies reactivas
de oxigeno y previenen el dafio celular y otras consecuencias”.

Las hojas de moringa son una buena fuente de polifenoles probablemente estos
son los causantes de la hipoglicemia, entre los polifenoles reportados estan;
quercetina3-glucdsido, rutim, kaempferol, glucosidos tiocarbamatos y flavonoides.
Estos compuestos reprimen a los ROS quelando iones de metal y regenerando
antioxidantes unidos a la membrana (Farooqg et al., 2001; Ndong et al., 2007;
Biswas et al., 2012).

En este trabajo, al momento de realizar las mediciones de glucosa en las
ratas control y problema y realizar el andlisis de varianza, la glucosa resultd
altamente significativa (p < 0.0001) y el analisis comparativo de prueba Tukey
(ANEXO 1), se encontraron diferencias significativas en los tratamientos. Si bien las
glucemias de los grupos problemas no disminuyeron hasta alcanzar cifras del grupo
control, en los resultados se puede apreciar una tendencia a la reduccién de la
glucosa en el primer experimento al dia 28 (segunda semana del tratamiento) para
el grupo tratado con extracto etandlico de moringa. Existen diferencias en todos los
tratamientos al dia 7 del experimento, es altamente significativa la diferencia al dia
14 entre control y DM sin Tx y el resto de los tratamientos. No hay diferencia en el
grupo control y DM con extracto de moringa al dia 28.

Dado que las cifras de glucosa alcanzadas en las ratas eran muy elevadas,
es problable que el dafio celular ocasionado en los islotes pancreaticos fue
irreversible, no lo sabemos con exactitud, puesto que no se cuentan con cortes
histologicos de diferentes momentos del experimento, Unicamente se cuenta con
cortes hasta el final del experimento al dia 42. Sin embargo, como se refleja en la
figura 31 cortes histolégicos de pancreas bajo la tincién de hematoxilina-eosina, la
figura 31A corresponde al grupo control, que mantiene una estructura clasica de los
islotes de Langerhans, las células forman pequefios islotes que bajo esta tincién se
aprecian de color rosa pélido, mantienen una estructura esférica u ovalada,
rodeadas por acinos pancreaticos que se aprecian de color rosa 0 morado mas
intenso. Se puede ver un citoplasma prominente con células que contienen acinos
serosos centroacinares. Para poder diferenciar otro tipo de células como las células
insulares es necesario realizar otro tipo de tincibn como la tincion de Gomori o de
inmunofluorescencia. Las células beta son pequefias de color azul o parpura como

reporta Arenas et al., (2005), en la figura 31 se encuentran sefalados los islote con
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una flecha amarilla. La figura 31B, corresponde a un islote de una rata del grupo
con DM sin tratamiento, las ratas del grupo este grupo mostraron islotes
degenerados con restos celulares, se puede apreciar la diferencia del tamarfio de
los islotes siendo el islote del B més pequefio en relacion al control figura 31A. La
figura 31C es del grupo con DM tratado con extracto etandlico de moringa, se
aprecia el rejuvenecimiento de islotes pancreéticos, se conserva su estructura,
aungue el tejido adyacente se encentra lisado, existen datos similares reportados
por Gupta et al., (2011). La figura 31D corresponde al grupo DM con metformina,
apreciamos la reduccion significativa del tejido y una necrosis casi total de las

células.

El nimero y el tamafio de los islotes estan intimamente relacionados con la
produccion de insulina. En la Tablal5 se muestran los promedios del tamafio de los
islotes pancreéticos por laminilla. Las ratas del grupo control presentaron mayor
numero de islotes pancreaticos, el promedio de islotes fué de siete por laminilla, y el
tamafio de éstas era aproximadamente de 7100 ym? mientras que las ratas con DM
sin tratamiento presentaron Unicamente tres islotes por laminilla y aproximadamente
2699 um? de area, el tejido se observa necrosado y lisado, parecido a los islotes
encontrados de ratas tratadas con metfominna (F) los islotes de aproximadamente
3070 uym? y uno por laminilla. Mientras que los hallazgos de ratas tratadas con
extracto de moringa fueron mayores, no en frecuencia, sin embargo mayor area de

estos alrededor de 7798 um? en promedio y tres islotes por laminilla (figura 31C).

Para el segundo experimento se marcaron algunas diferencias de
tratamiento; se aplicaron dosis de 50 mg/kg de STZ y un refuerzo al dia 7 del
experimento, se incluyé el tratamiento del extracto acuoso (grupo 1), en esta
ocasion se utiliz6 como farmaco control Sitagliptina (100 mg/kg) y los tratamientos
se suministraron via oral cada 12 hrs, la duracion del protocolo se extendio 7 dias
mas al primer experimento, 49 dias en total y se les suminsto el tratamiento por seis
semanas, ya que con el primer experimento se deseaba saber el comportamiento

de la glucemia una semana después por la acumulacion de farmaco.

En el segundo experimento las cifras de glucosa mostraron un mejor
comportamiento (figura 26), las ratas tratadas con moringa tuvieron glucemias
inferiores al de la respuesta con Sitagliptina y éste comportamiento era mas
estable, las ratas con DM sin tratamiento presentaron picos muy pronunciados y

drasticos, esta respuesta es debida al descontrol de la glucemia y desorden
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metabdlico El analisis estadistico ANOVA de dos vias (ANEXO G) mostré diferencia
significativa en los tratamientos, con una p < 0.0001, en el dia O todos los
tratamientos son iguales, todos los grupos difieren del control en el dia 7, al inicio
del tratamiento en el dia 14 no existe diferencia entre los grupos con extracto
etandlico y acuoso de moringa asé como en el grupo con sitagliptina, pero si en el
grupo con DM sin tratamiento, en el dia 21 los grupos tratados con los extractos
(acuoso y etandlico) estadisticamente se comportaron de la misma forma, el grupo
de sitagliptina se comporté a la par del grupo DM sin tratamiento, al dia 42 los
grupos de moringa se comportaron igual, aunque si observamos la trayectoria de
los datos los grupos de extractos etandlico (E) y acuoso (I) mantienen las cifras de

glucosa sin tanta variacion en los datos.

Mientras tanto, los andlisis histopatolégicos revelaron que la diabetes
experimental con STZ causd graves lesiones en el pancreas (figura 33A)
especificamente hablando de las células B pancreaticas puesto que su dafio es

loclizado, aunque no las destruye totalmente.

Los andlisis histopatologicos del segundo experimento mostraron resultados
similares a los del primero. La figura 33A corresponde a ratas del Grupo control, se
puede apreciar en muy buen estado el islote, conservando todas las caracteristicas
morfoldégicas normales, los acinos pancreaticos rodeando el islote con un color
rosado mas intenso y el islote un rosado palido, el tejido se aprecia libre de
necrosis, ni presencia de hemorragia o inflamacion, Liu et al., (2013) realizaron
analisis histopatolégicos con extractos de Swertia bimaculata In vitro e In vivo, y los
resultados tienen semejanza entre los reportados en estos experimentos. La figura
33E corresponde a las ratas del grupo con DM sin tratamiento, se aprecian cambios
anormales evidentes en la forma de una reduccion clara de los islotes pancreéaticos,
de forma irregular, y los cambios atréficos. La figura 33B corresponde a un islote de
ratas con DM tratadas con 300mg/kg Extracto Etandlico de Moringa se aprecia el
islote con buen tamario, los islotes se encuentran protegidos del dafio celular, libre
de necrosis ni hemorragia, la figura 33D es del grupo con DM tratadas con 100
mg/kg Sitagliptina, el tejido se encuentra necrosado y las células lisadas en
comparacion al la figura A del grupo control. La figura 33C corresponde al grupo de
DM tratada con 300mg/kg de extracto acuoso de moringa, los islotes pancreaticos

mantienen un tamafio adecuado al control, no existe necrosis celular ni inflamacion.
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Al realizar el andlisis histopatoldgicos de rifién del primer experimento (figura
32) se encontraron algunas difrencias morfologicas causantes de la cronicidad de la
enfermedad, en la figura 32A facilmente se identifican las células que componen al
corpusculo renal: la capsula de Bowman, glomérulo de Malpighi, podocitos y células
mesangiales. En ésta figura todas las células se encuentran en buen estado, tienen
buen espacio de filtracion, no hay hemorragias internas, ni necrosis, los tubulos
contorneados renales (proximales y distales), tabulos renales rectos y los vasos
sanguineos se aprecian correctamente. La figura 32B pertenece a las ratas del
grupo con DM sin tratamiento, se puede apreciar zonas de hemorragia internas en
los corpusculos y saturacion de hematies. La figura 32C corresponde al grupo de
DM tratadas con 300mg/kg extracto etandlico de moringa, la estructura no preseta
cambios morfolégicos, el espacio de filtracion se conserva correctamente y no se
observan hemorragias, en cambio las ratas con DM vy tratadas con 350 mg/kg
metfotmina son evidentes zonas con mayor saturacién de hematies en los tlubulos y
el espacio de filtraciébn glomerular incrementado, es probable la presencia de
hematuria en miembros de este grupo. En la actualidad no hay reportes de que las
hojas de moringa mejoren la funcion renal secundaria a DM, un grupo de
investigadores Soto et al (2012).realizaron un estudio y determinaron que el polvo
de semillas de moringa restaurd los tejidos renales a su histologia normal sin

cambios histopatolégicos.(Soto et al., 2012).

En la figura 34 se presentan una serie de imagenes tomadas de laminillas
de cortes histolégicos de rifion en tincion hematoxilina-eosina a un aumento de 20X
del segundo experimento. Las laminillas de las ratas control (figura 34A), se pueden
apreciar bien sus estructuras celulares sin dafio aparente, bien definido su
corpusculo renal, tabulos contorneados distales y proximales intactos. La figura 34B
es propia de una rata con DM sin tratamiento, se puede ver un incremento en el
espacio de filtracion y lisis. Las ratas tratadas con extractos etanélicos de moringa
(figura 34C) presentaron una mejor morfologia que las ratas con DM sin
tratamiento, se pueden ver corpusculos de tamafio normal, se ve aumentado el
trafico sanguineo en los tubulos, la figura 34D corresponde a una rata tratada con
Sitagliptina, se observa hemorragia global focal e inflamacion dentro del corpusculo
renal y el espacio de filtracion incrementado, asi como hematies en el mismo
espacio, esto ocasiona hematuria en los animales. Los glomérulos de la imagen
34E corresponden a ratas con DM tratadas con extracto acuoso de moringa, se ve
incremento ligeramente de hematies dentro del corpusculo, aunque no se ve lisis ni

inflamacion.
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La DM por ser una enfermedad multisistémica afecta otros érganos si no
existe un control sobre la glucemia, una de las complicaciones es incremento de los
triglicéridos y colesterol llamada dislipidemia, afecta directamente a la tension
arterial y los rifiones ocasionando nefropatia diabética e Insuficiencia renal a largo
plazo, puede afectar ademas los nervios periféricos llamada neuropatia diabética,
ademas afecta la presion intraocular ocasionando retinopatia diabética y glaucoma.
El glaucoma se incrementa hasta en un 40% en pacientes con DM (Pérez 1997;
Hernandez, 2013; Kasper et al., 2015; ADA, AMD 2015).

La dislipidemia se presenta como resultado de la disminucion en la
oxidacion de glucosa y la reduccion de su depdsito como glucégeno (Abdulrahman
et al., 2014).se cuantificaron las concentraciones de colesterol en todas las ratas de
los experimentos (figura 21 correspondinte al primr experimento y figura 27
correspondiente al segundo experimento), las cifras basales de colesterol para las
ratas hembras Wistar oscilan entre los 20 y 82 mg/dL (Castello et al.,, 2011). Las

ratas del primer experimento

Todas las ratas en el dia cero presentaron valores basales normales y al
pasar el tiempo se puede ver una ligera disminucién de estas cifras con el extracto
de moringa para el dia 42, en el andlisis de varianza con p < 0.0001 y un intervalo
de confianza del 95% y en el analisis multiple comparativo no hay diferencias entre
el grupo control y extracto de moringa y en el grupo de ratas con DM tratadas con
metformina. Se conocia ya las propiedades hipolipemiantes de extractos de
moringa con las investigaciones de Ghasi et. al., (2000), Chumark et al., (2008) y
Jain et al., (2010) mediante un extracto metandlico, los resultados presentados en
este primer experimento corroboran lo ya expuesto, las cifras de colesterol para las
ratas que recibieron el suministro de extracto etandlico de moringa fueron menores

a las ratas con DM que no recibieron tratamiento.

Continuando con las mediciones de colesterol para las ratas del segundo
experimento representados en la figura 27 parten de cifras basales, y se
incrememtan éstas cifras en las ratas a las cuales se les induj6 DM, las ratas con
DM que no recibieron tratamiento al dia 42 del experimento presentaron cifras
superiores a las 100 mg/dL comparandolas con las del grupo control que se
permanecierin debajo de los 80 mg/dL. Las ratas que mantuvieron mas estables
sus niveles e incluso descendieron fueron las que tratadas con extracto acuoso de
moringa, extracto etandlico y sitagliptina. Segun el andlisis estadistico comparativo

existe diferencia significativa (p 0.0017) y 95% de intervalo de confianza, no existen
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diferencias significativas entre los grupos con tratamiento de extractos de moringa y
sitagiptina, al dia 42 del tratamiento no existen diferencias significativas entre el
grupo de extracto etanolico de moringa con el extracto acuoso de moringa, tampoco
existen diferencias entre extracto acuoso de moringa y sitagliptina, de igual forma
no se encontraron diferencias entre grupo control y extractos de moringa acuoso y
etandlico, sin embargo, si se presentaron diferencias entre los tratamientos de
extractos de moringa etandlico y acuoso con las ratas del grupo con DM sin
tratamiento, al igual las ratas tratadas con sitagliptina y ratas conDM sin
tratamiento. Por lo que se corrobora lo dicho por Ghasi et. al., (2000) y Chumark et
al., (2008) que los extractos acuosos de moringa favorecen a reducciones de

colestrol. Las hojas de Moringa oleifera tienen actividad hipocolesterolémica.

La dislipidemia implica también el incremento de triglicerdos, las ratas del
primer experimento tratadas con extracto etandlico de moringa y metformina
descendieron al inicar el tratamierno y se mantuvieron estables, (figura 22) con
cifras a lo largo del ensayo parecidas a las del gupo control entre los 40 y 90 mg/dL,
por lo que no existen diferencias estadisticas entre los tratamientos de extracto de
moringa, metfomina y el grupo control. Los tratamientos que tienen diferencia son
las ratas control y las tratadas con metformina y tambiénlas que reaccionaron
distinto fueron las ratas con metformina comparadas las del extracto etandlico al
final del ensayo. Las cifras normales de triglicéridos en ratas hembras wistar
resultan ser menores a 100 mg/dL (Castello et al., 2011). En el segundo
experimento (figura 28) no se presentaron diferencias estadisticas en las ratas del
grupo control con las de los extractos etandlico y acuoso de moringa (l), sin
embargo, si existen diferencias entre las ratas control y sitagliptina con un valor p

0.0016 en la interaccion y un 95% de nivel de confianza.

Para saber si moringa influia en el estado nutricio se midieron proteinas totales en
el primer experimento (figura 23), el analisis de varianza y de comparacion (Tukey)
sefiala que solo existen diferencias de proteinas en el dia 21 entre los grupos de
ratas enfermas tratadas con metformina y extracto de moringa, asi como ratas sin
DM suplementadas con moringa y ratas control contra metformina. Se puede
mostrar que las ratas enfermas y las no enfermas suplementadas con Moringa
mantienen mejores cifras de proteinas totales a las ratas tratadas con metformina
como fue mencionado por Jaiswal (2009). Los valores normales de proteinas
fluctuan de 4 - 7.8 g/dL (Castello et al., 2011)

101



La insulina puede verse ligeramente incrementada en DM tipo 2 y reducida
en DM tipo 1 (Pérez 1997), el andlisis de varianza de insulina para ambos
experimentos (figura 24 y figura 28 respectivamente), muestran que no hay
diferencia significativa entre las concentraciones de Insulina y grupos de
tratamiento. Las concentraciones de Insulina oscilan entre 1.3-3.8 ng/ml (Poveda et
al., 2007).

Para saber si moringa infuia en el estado nutricio relacionado al peso de los
animales se realizaon mediciones de relacidon peso y tiempo por tratamiento (figura
25 y 30), respectivamente al primer y segundo experimento. Segun el andlisis de
comparacion no existe diferencia significativa entre los grupos control y
suplementados con extracto de moringa, con controles con farmacos ni ratas no

diabéticas con moringa.
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10. CONCLUSIONES

Las plantas de Moringa oleifera se lograron propagar exitosamente por CTV (in
vitro) sin reguladores de crecimiento con esto se logr6 una gran cantidad de
plantas, o mismo, sucedié con la germinacion en sustrato (ex vitro) tanto en
condiciones de laboratorio como en invernadero, teniendo un mejor indice de

germinacion en invernadero y un crecimiento mas fructifero.

Las hojas ex vitro e in vitro no diferencian mucho en nutrientes, salvo el Potasio,
con mayor cantidad las hojas in vitro y en Sodio. Las hojas ex vitro comparadas con
la referencia solo diferencian en contenido de proteinas, el resto de los
macronutrientes son iguales para hojas in vitro como ex vitro y las de la literatura

reportada.

Las hojas de moringa tienen un alto contenido de Calcio, Hierro, Potasio y

proteinas, supera a algunos alimentos en su contenido.

El método de diabetizacion no fue el adecuado, pues se desarrollé6 DM tipo 1,
generando glucemias muy elevadas lo que no permitié el desenso de la glucosa en
ninguno de los grupos, tanto grupos tratados con medicamento como los grupos
tratados con moringa. Falta realizar mas experimentos para poder estandarizar la
técnica de diabetizacion y agregar un protector de células beta pancreaticas y
generar de forma experimental DM tipo 2. Las cepas de ratas influyen
drasticamente en la sensibilidad al farmaco, nuestra cepa de ratas wistar resultd

altamente sensible a las dosis de STZ.

Los extractos de moringa parecen tener efecto hipoglucemiante aunque falta
realizar mas experimentos para poder apreciar de forma crénica estos reultados.
Tanto los extractos acuosos como etandlicos son efectivos para tratar las
dislipidemias, ya que redujeron satisfactoriamnte las cifras de colesterol y

triglicéridos.
Los extractos de moringa y hojas de moringa pulverizada no parecen tener

efecto en el estado nutricio de ratas en un mes de tratamiento a 300 mg/kg,

probablemente tenga que suplementarse en mayor dosis.
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Los extractos de moringa no afectaron las concentraciones de Insulina
aunque falta realizar mas pruebas agudas y medir en diferentes tiempos la

concentracion de insulina.

Las hojas de moringa en extracto tanto etandlico como acuoso resultaron
tener efectos positivos en el analisis histopatolégico de péncreas, los extractos
tienen efecto protector en los islotes de Langerhans preservando y rejuveneciendo
a las células y evitando el dafo celular. Asi mismo, los extractos de moringa
resultan ser benéficos y protectores contra dafio renal, protegiendo los corpusculos
renales y mejorando la filtracion glomerular comparando el dafio ocasionado en DM
sin tratamiento. Sin duda en este experimento se demuestra la efectividad de

moringa como protector celular y se demuestra el alto valor nutricional de sus hojas.
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12. ANEXOS

ANALISIS ESTADISTICOS

ANEXO A

Andlisis de ANOVA para el primer experimento. Glucosa

ANOVA table

Treatment (between columns)
Individual (between rows)

Residual (random)
Total

Was the matching effective?

F
P value
P value summary

SS
401978
382409
199256
983643

Is there significant matching (P < 0.05)?

R square

Table Analyzed

Two-way RM ANOVA

Alpha

Source of Variation
Interaction

Time

Column Factor
Subjects (matching)
ANOVA table
Interaction

Time

Column Factor

Subjects (matching)
Residual

Number of missing
values

1.GLUCOSA

Matching:

Stacked

0.05

% of total
variation P value
<

20.87 0.0001
<
35.18 0.0001
<
35.60 0.0001
2.851 0.0003
SS DF
1.141e+006 18
1.923e+006 6
1.946e+006 3
155877 16
300846 96

0

Within each row, compare columns (simple

effects within rows)
Number of families

Number of comparisons per family

Alpha

Tukey's multiple comparisons test

0

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)

DF MS F (DFn, DFd) P value
3 133993F (2.121, 12.72) = 12.10 P = 0.0010

6 63735 F (6, 18) =5.758 P = 0.0017
18 11070
27
5.758
0.0017
*%
Yes
0.3888
P value
summary Significant?
*kkk Yes
*kkk YES
*kkk YES
*k%k YES
MS F (DFn, DFd) P value
F (18, 96) = P <
63393 20.23  0.0001
F (6, 96) = P <
320540 102.3 0.0001
F (3, 16) = P<
648809 66.60 0.0001
F (16, 96) = P=
9742 3.109 0.0003
3134

7
6

0.05
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Mean Diff. 95% ClI of diff. Significant? Summary

16.40 -88.93 to 121.7 No ns



CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+METF (F)
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE
DM Sin Tx (C) vs. DM+METF (F)
DM + MOEE vs. DM+METF (F)
7

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+METF (F)
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE
DM Sin Tx (C) vs. DM+METF (F)
DM + MOEE vs. DM+METF (F)
14

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+METF (F)
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE
DM Sin Tx (C) vs. DM+METF (F)
DM + MOEE vs. DM+METF (F)
21

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+METF (F)
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE
DM Sin Tx (C) vs. DM+METF (F)
DM + MOEE vs. DM+METF (F)
28

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+METF (F)
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE
DM Sin Tx (C) vs. DM+METF (F)
DM + MOEE vs. DM+METF (F)
35

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+METF (F)
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE
DM Sin Tx (C) vs. DM+METF (F)
DM + MOEE vs. DM+METF (F)
42

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+METF (F)
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE
DM Sin Tx (C) vs. DM+METF (F)
DM + MOEE vs. DM+METF (F)

ANEXO B

17.80 -87.53 t0 123.1
14.80 -90.53 to 120.1
1.400 -103.9 to 106.7
-1.600 -106.9 to 103.7
-3.000 -108.3 to 102.3

-301.2-406.5 to -195.9
-311.6-416.9 to -206.3
-258.4-363.7 to -153.1
-10.40 -115.7 to 94.93
42.80 -62.53 to 148.1
53.20 -52.13 to 158.5

-453.2-558.5 10 -347.9
-382.6-487.9to -277.3
-330.6-435.9 to -225.3
70.60 -34.73 10 175.9
122.6 17.27 to 227.9
52.00 -53.33to 157.3

-325.6-430.9 to -220.3
-384.8-490.1 to -279.5
-406.0-511.3 to -300.7
-59.20 -164.510 46.13
-80.40 -185.7 to 24.93
-21.20 -126.5to0 84.13

-405.4-510.7 to -300.1
-20.00 -125.3 to 85.33
-164.0-269.3 to -58.67
385.4 280.1 to 490.7
241.4 136.1to 346.7
-144.0-249.3 to -38.67

-464.8-570.1 to -359.5
-425.8-531.1t0 -320.5
-347.6-452.9 to -242.3
39.00 -66.33 to 144.3
117.2 11.87 to 222.5
78.20 -27.13 to 183.5

-96.60 -201.9 to 8.732
-347.6-452.9 to -242.3
-311.8-417.1 to -206.5
-251.0-356.3 to -145.7
-215.2-320.5 10 -109.9
35.80 -69.53to0 141.1

Analisis de ANOVA para el primer experimento. Colesterol.

Two-way RM

ANOVA Matching: Stacked

Alpha
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No
No
No
No
No

Yes
Yes
Yes
No
No
No

Yes
Yes
Yes
No
Yes
No

Yes
Yes
Yes
No
No
No

Yes

No
Yes
Yes
Yes
Yes

Yes
Yes
Yes
No
Yes
No

No
Yes
Yes
Yes
Yes

No

ns
ns
ns
ns
ns

*kkk
*kkk

*kkk

ns
ns
ns

*kkk
*kkk

*kkk

ns

ns

*kkk
*kkk

*kkk

ns
ns
ns

Kokokok
ns
Hokk
Kokokok
Kokokok

*%k

*kkk
*kkk

*kkk

ns

ns

ns
Fkkk

Kkkk
Kkkk

Kkkk

ns



Source of
Variation

Interaction

Time

Column Factor
Subjects
(matching)

ANOVA table
Interaction
Time

Column Factor

Subjects
(matching)

Residual

ANEXO C

% of total variation P value

<

38.37 0.0001
<

36.99 0.0001
4.037 0.2120
12.85 0.0019
SS DF
9133 6
8804 2
961.0 3
3058 16
1846 32

P value
summary

*kkk

*kkk

ns

*%

MS

1522

4402

320.3

1911
57.70

Andlisis de ANOVA para el primer experimento. Triglicéridos.

Two-way RM
ANOVA

Alpha

Source of Variation
Interaction

Time

Column Factor

Subjects (matching)

ANOVA table
Interaction

Time

Column Factor
Subjects (matching)

Residual

ANEXO D

Matching: Stacked
0.05

Significant?
Yes

Yes
No

Yes

F (DFn, DFd)
F(6,32) =
26.38

F(2 32)=
76.29

F (3, 16) =
1.676

F (16, 32) =
3.312

% of total variation P value P value summary
30.79< 0.0001
14.80< 0.0001

7.644 0.0154
8.667 0.1760
SS DF
346735 18
166599 6
86072 3
97583 16
428959 96

Analisis de ANOVA para el primer experimento. Proteinas totales

Two-way RM
ANOVA
Alpha

Matching: Stacked
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*kkk
*kkk

*

ns

MS F

P value
P<
0.0001
P<
0.0001
P=
0.2120
P=
0.0019

Significant?
Yes
Yes
Yes

No

(DFn, DFd)

P value

19263 F (18, 96) = 4.311 P < 0.0001
27766 F (6, 96) = 6.214 P < 0.0001
28691 F (3, 16) = 4.704 P = 0.0154

6099 F (16, 96) = 1.365P = 0.1760

4468



Source of Variation
Interaction

Time

Column Factor
Subjects (matching)
ANOVA table
Interaction

Time

Column Factor
Subjects (matching)
Residual

ANEXO E

Andlisis de ANOVA para el primer experimento. Pesos

Table Analyzed
Two-way RM
ANOVA

Alpha

Source of Variation
Interaction

Time

Column Factor
Subjects (matching)
ANOVA table

Interaction
Time
Column Factor

Subjects (matching)
Residual

ANEXO F

% of total variation

1.PESOS

Matching:

Stacked

0.05

% of total
variation P value
14.80 < 0.0001

1.145 0.1571
18.19 0.1868
53.13 < 0.0001
SS DF
6862 12
530.5 3
8432 4
24625 20
5899 60

20.98
13.31
22.21
15.02

SS
4.423
2.805
4.682
3.167
6.005

Andlisis de ANOVA para el primer experimento. Insulina

Two-way RM ANOVA

Alpha

Source of Variation
Interaction

Time

Column Factor

Subjects (matching)
ANOVA table

Interaction
Time
Column Factor

Subjects (matching)
Residual

Matching:
Stacked
0.05
% of total
variation P value
2.420 0.7112
0.4946 0.6852
5.473 0.6505
<
65.69 0.0001
SS DF
1.927 6
0.3938 2
4.358 3
52.30 20
20.64 40
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P value P value summary Significant?
0.0027 ** Yes
0.0005 ok Yes
0.0008 ok Yes
0.4287 ns No
DF MS F (DFn, DFd) P value
8 0.5529 F (8, 40) = 3.683 P =0.0027
2 1.403 F (2, 40) =9.342P =0.0005
4 1.170 F (4, 20)=7.392P =0.0008
20 0.1583F (20, 40) = 1.055 P = 0.4287
40 0.1501
P value
summary Significant?
*kkk YeS
ns No
ns No
*kkk YeS
MS F (DFn, DFd) P value
F (12, 60) = P<
571.8 5.816  0.0001
176.8 F (3,60)=1.799 0.1571
2108 F (4,20)=1.712 0.1868
F (20, 60) = P<
1231 1252  0.0001
98.32
P value
summary Significant?
ns No
ns No
ns No
*kkk YeS
MS F (DFn,DFd) P value
F (6, 40) = P=
0.3211 0.6223 0.7112
F (2, 40) = P=
0.1969 0.3816 0.6852
F (3, 20) = P=
1.453 0.5554  0.6505
F (20, 40) = P<
2.615 5.069 0.0001
0.5159



Number of missing
values 0

ANEXO G

Andlisis de ANOVA para el segundo experimento. Glucosa.

Was the matching effective?

F 9.842
P value < 0.0001
P value summary okkk
Is there significant matching (P < 0.05)7? Yes
R square 0.3427
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P valu
Treatment (between columns) 904004 4 226001F (2.118, 14.83) = 26.04 P < 0.000
Individual (between rows) 598008 7 85430 F (7,28) =9.842P < 0.000
Residual (random) 243053 28 8680
Total 1.745e+006 39
Table Analyzed 2.GLUCOSA
Matching:
Two-way RM ANOVA Stacked
Alpha 0.05
% of total P value
Source of Variation variation P value summary Significant?
<
Interaction 12.17 0.0001 FEEE Yes
<
Time 32.13 0.0001 el Yes
<
Column Factor 47.78 0.0001 ek Yes
Subjects (matching) 1.765 0.0102 * Yes
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
F (28, 140) = P<
Interaction 1.162e+006 28 41490 9.884 0.0001
F (7, 140) = P<
Time 3.068e+006 7 438224 104.4  0.0001
P<
Column Factor 4.562e+006 4  1.141e+006 F (4,20) =135.4 0.0001
F (20, 140) = P=
Subjects (matching) 168498 20 8425 2.007 0.0102
Residual 587682 140 4198
Number of missing
values 0
Within each row, compare columns (simple
effects within rows)
Number of families 8
Number of comparisons per family 10
Alpha 0.05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95% CI of diff. Significant? Summary
0
CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C) -37.40 -157.4 to 82.57 No ns
CONTROL (B) vs. DM + MOEE -39.60 -159.6 to 80.37 No ns
CONTROL (B) vs. DM+MOEA (1) -69.20 -189.2 to 50.77 No ns
CONTROL (B) vs. DM+ SITAGLIPTINA -36.80 -156.8 to 83.17 No ns
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE -2.200 -122.2t0 117.8 No ns
DM Sin Tx (C) vs. DM+MOEA (1) -31.80 -151.8 to 88.17 No ns
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DM Sin Tx (C) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM + MOEE vs. DM+MOEA (1)

DM + MOEE vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM+MOEA (I) vs. DM+ SITAGLIPTINA
7

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+MOEA (1)
CONTROL (B) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE

DM Sin Tx (C) vs. DM+MOEA ()

DM Sin Tx (C) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM + MOEE vs. DM+MOEA (1)

DM + MOEE vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM+MOEA (I) vs. DM+ SITAGLIPTINA
14

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+MOEA (1)
CONTROL (B) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE

DM Sin Tx (C) vs. DM+MOEA (1)

DM Sin Tx (C) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM + MOEE vs. DM+MOEA (1)

DM + MOEE vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM+MOEA (l) vs. DM+ SITAGLIPTINA
21

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+MOEA (1)
CONTROL (B) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE

DM Sin Tx (C) vs. DM+MOEA ()

DM Sin Tx (C) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM + MOEE vs. DM+MOEA (1)

DM + MOEE vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM+MOEA (l) vs. DM+ SITAGLIPTINA
28

CONTROL (B) vs. DM Sin Tx (C)
CONTROL (B) vs. DM + MOEE
CONTROL (B) vs. DM+MOEA (1)
CONTROL (B) vs. DM+ SITAGLIPTINA
DM Sin Tx (C) vs. DM + MOEE

DM Sin Tx (C) vs. DM+MOEA (1)

0.6000 -119.4 to 120.6
-29.60 -149.6 to 90.37
2.800 -117.21to0 122.8
32.40 -87.57t0 152.4

-258.0-378.0 t0 -138.0
-337.4-457.4 t0 -217.4
-323.4-443.4 t0 -203.4
-436.4-556.4 to -316.4
-79.40 -199.4 to 40.57
-65.40 -185.4 to 54.57
-178.4-298.4 to -58.43
14.00 -106.0to 134.0
-99.00 -219.0 to 20.97
-113.0 -233.0 to 6.965

-160.6 -280.6 to -40.63
-383.0-503.0 to -263.0
-315.4-435.4t0 -195.4
-356.4-476.4 to -236.4
-222.4-342.4 t0 -102.4
-154.8-274.8 to -34.83
-195.8-315.8t0 -75.83
67.60 -52.37 to 187.6
26.60 -93.37 to 146.6
-41.00 -161.0 to 78.97

-552.6-672.6 t0 -432.6
-432.2-552.2 t0 -312.2
-389.2-509.2 to -269.2
-591.8-711.8t0-471.8
120.4 0.4347 to0 240.4
163.4 43.4310 283.4
-39.20 -159.2 to 80.77
43.00 -76.97 to 163.0
-159.6-279.6 to -39.63
-202.6-322.6 to -82.63

-348.6-468.6 to -228.6
-387.6-507.6 to -267.6
-312.8-432.8 t0 -192.8
-450.4-570.4 to -330.4
-39.00 -159.0 to 80.97
35.80 -84.17 to 155.8

ANEXO H
Andlisis de ANOVA para el segundo experimento. Colesterol.
Two-way RM Matching:
ANOVA Stacked
Alpha 0.05

% of total P value
Source of Variation variation P value summary
Interaction 22.47 0.0017 *x
Time 17.15 < 0.0001 Fhkx
Column Factor 12.63 0.0307 *
Subjects
(matching) 19.04 0.2185 ns
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No
No
No
No

Yes
Yes
Yes
Yes
No
No
Yes
No
No
No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No

No

No

Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

No

No
Yes
Yes

Yes
Yes
Yes
Yes
No
No

Significant?
Yes
Yes
Yes

No

ns
ns
ns
ns

*kkk
*kkk
*kkk

*kkk

ns
ns
*kk
ns
ns
ns

*%
*kkk
*kkk
*kkk
*kkk

*%

*k%

ns
ns
ns

*kkk
*kkk
*kkk

*kkk

*%k

ns

ns
%

*kkk

*kkk
*kkk
*kkk

*kkk

ns
ns



ANOVA table
Interaction
Time

Column Factor
Subjects
(matching)

Residual

ANEXO |

SS DF
12014 8
9172 2
6757 4
10183 20
15350 40

MS

F (DFn, DFd)

1502 F (8, 40) = 3.913

4586

1689

509.2
383.8

Andlisis de ANOVA para el segundo experimento. Triglicéridos.

Two-way ANOVA
Alpha

Source of
Variation
Interaction

Row Factor
Column Factor
ANOVA table

Interaction
Row Factor

Column Factor
Residual

ANEXO J

Ordinary
0.05

% of total variation P value
11.79 0.0012
48.54 < 0.0001
16.34 < 0.0001

SS DF
71921 8
296074 2
99663 4
142290 60

P value

summary
*%

*kkk

*kkk

MS

8990

148037

24916
2372

Andlisis de ANOVA para el segundo experimento. Insulina

Two-way RM
ANOVA
Alpha

Source of Variation
Interaction

Time

Column Factor
Subjects
(matching)
ANOVA table

Interaction
Time

Column Factor
Subjects
(matching)

Residual

ANEXO K

Analisis de ANOVA para el primer experimento. Pesos

Two-way RM
ANOVA
Alpha

Matching:

Stacked

0.05

% of total
variation P value
19.96 < 0.0001
27.84 < 0.0001
2.966 0.7481

38.40 < 0.0001

SS DF
5.600 8
7.810 2

0.8322 4
10.77 25
3.040 50

Matching:
Stacked
0.05

124

P value

summary
*kkk

*kkk

ns

*kkk

MS

0.7000

3.905

0.2080

0.4309
0.06081

F (2,40)=11.95
F (4, 20) = 3.317
F (20, 40) =
1.327
Significant?

Yes

Yes

Yes

F (DFn, DFd)

F (8, 60) =
3.791

F (2, 60) =
62.42

F (4, 60) =
10.51
Significant?

Yes

Yes

No

Yes

F (DFn, DFd)

F (8,50)=11.51
F (2, 50) = 64.22
F (4, 25) =
0.4828

F (25, 50) =
7.086

P value
P=
0.0017
P <
0.0001
P=
0.0307
P=
0.2185

P value
P=
0.0012
P<
0.0001
P<
0.0001

P value
P<
0.0001
P<
0.0001
P=
0.7481
P <
0.0001



% of total P value

Source of Variation variation P value summary Significant?

Interaction 8.231 0.0008 ok Yes

Time 11.08 < 0.0001 ko Yes

Column Factor 22.40 0.0692 ns No

Subjects

(matching) 45.23 < 0.0001 ko Yes

ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value

F (15,72) = P=

Interaction 4953 15 330.2 3.026  0.0008
P <

Time 6669 3 2223 F (3,72)=20.37  0.0001
P=

Column Factor 13479 5 2696 F (5,24)=2.377 0.0692

Subjects F (24,72) = P<

(matching) 27223 24 1134 10.39  0.0001

Residual 7858 72 109.1
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