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RESUMEN

La presente investigacién se realiz6 con el objetivo de evaluar el efecto
hipoglicemiante de una tableta elaborada a base del extracto atomizado de
Stevia rebaudiana Bertoni. Se desarrollé en el Centro de Desarrollo, Analisis y
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la
Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga. El tipo de investigacion fue
experimental. Se evaluaron los parametros fisicoquimicos del extracto
atomizado, asi mismo se formularon y elaboraron las tabletas. Finalmente se
valoraron los niveles de esteviésido y se determinaron el efecto hipoglicemiante
utilizando el método del test de tolerancia oral a la glucosa. El extracto
atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni presenta caracteristicas organolépticas
como: color beige, olor caracteristico, sabor dulce y un aspecto de polvo fino
homogéneo. Caracteristicas fisicoquimicas como: humedad 3,57 %, cenizas
totales 4,66 % y compuestos quimicos como: alcaloides, flavonoides, fenoles,
taninos, triterpenos y esteroides. La formula final de la tableta contiene los
siguientes excipientes: celulosa microcristalina PH-101, carboximetil celulosa
sbdica, diéxido de silicio y estearato de magnesio, cumpliendo con los
estandares permitidos. Se determiné los niveles de esteviésido en la tableta
empleando la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), obteniéndose
un 2,33% y 4,77 mg de estevibsido por tableta. Se determinaron las areas bajo
la curva de los niveles de glicemia en funcién del tiempo y al realizar la
comparacion de las medias utilizando la prueba de Duncan, las tabletas de
Stevia rebaudiana Bertoni estadisticamente tienen el mismo comportamiento con
el grupo tratado con insulina y glibenclamida. En conclusién las tabletas de
Stevia rebaudiana Bertoni tienen efecto hipoglicemiantes en ratas albinas.

Palabras clave: tabletas, extracto atomizado, Stevia rebaudiana Bertoni, efecto

hipoglicemiante, glicemia.
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I. INTRODUCCION
La Stevia es un género de planta con poder edulcorante, la cual es utilizada
como un producto alternativo al azicar y a los endulzantes artificiales. Es un
pequefio arbusto originario de la flora sudamericana que se criaba
espontaneamente en el habitat semiarido de las laderas montafiosas de
Paraguay y en las zonas adyacentes de Brasil.")
Esta planta tiene efectos beneficiosos en la absorcion de la grasa y la presién
arterial. Contiene carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, por lo que hoy
en dia, en paises como Japén abarca el 41% de los edulcorantes consumidos.
El sabor duice de la planta se debe a un glucésido llamado esteviésido, ademas
de otros compuestos como glucosa y rebaudiésido.™
Segun la FDA, la Stevia en su forma natural es 15 veces mas dulce que el
azlcar de mesa (sucrosa) y el extracto es de 100 a 300 veces mas duice que la
sucrosa. Algo importante de recalcar es que se ha descubierto que no afecta los
niveles de azucar sanguineo, por el contrario, se ha podido encontrar que posee
propiedades hipo glucémicas, las cuales mejoran la tolerancia a la glucosa. Por
este motivo se recomienda su uso a pacientes diabéticos. @
La diabetes meliitus es un problema de salud publica importante que afecta a
gran parte de la poblacion mundial y nacional. En las Américas se tiene un

ndmero de personas con diabetes mellitus de 35 millones para el afio 2000, de

1



40 millones el afio 2005 y se espera que alcanzara a los 63 millones para el afio
2025. @
Las investigaciones sobre el estudio de plantas medicinales son reconocidas y
de gran importancia para la Organizacion Mundial de la Salud. Considerando los
estudios quimicos y farmacolégicos realizados en nuestro pais y el extranjero
sobre esta planta, se ha encontrado reiteradas évidencias de su accién
hipoglucemiante, para lo cual se elaboré una tableta a base del extracto
atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni y se evalué el efecto hipoglicemiante
utilizando el método del test de tolerancia oral a la glucosa segun Arroyo 2012.
Planteandose los siguientes objetivos:
Objetivo general:
e Conocer el efecto hipoglicemiante de una tableta elaborada a base del
extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni.
Objetivos especificos:
1. Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado de
Stevia rebaudiana Bertoni.
2. Fommular una tableta hipoglicemiante elaborada a base del extracto
atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni.
3. Valorar los niveles de estevidsido en la tableta empleando Cromatografia
Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC).
4. Evaluar el efecto hipoglicemiante empleando el método de hiperglicemia

inducida con glucosa.



il. MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES:
Numerosas investigaciones del departamento de endocrinologia y metabolismo
de la Universidad Aarhus de Dinamarca han determinado que “la Stevia actia
directamente sobre el pancreas, restaurando sus células para que estas
produzcan su propia insulina”. Esto se debe al potencial antihiperglucémico que

posee esta planta sobre los pacientes que padecen diabetes tipo 2.

Otros estudios realizados sobre el uso de la Stevia han demostrado cualidades
de su consumo en personas obesas con problemas de diabetes. Este estudio se
basé en el analisis de las curvas de tolerancia a la sobrecarga de glucosa
postprandial fue mejor en aquellos que habian sido tratados previamente con
130-140 mg de extracto de hierba duice (Stevia), que en aquellos que habian
recibido 280-300 mg del hipoglucemiante de sintesis glibenclamida. El
porcentaje de descenso fue en promedio del 35% respecto a los niveles basales
al cabo de 6-8 horas. El efecto hipoglucemiante como el incremento en la
tolerancia a la glucosa también se evidencié en las personas euglucémicas,
durante y después de la toma de un extracto acuoso elaborado con 5 g de hojas

de Stevia. ®



En el laboratorio del Instituto de Gastroenterologia Boliviano Japonés se realizé
una investigacién de la actividad hipoglucemiante de la Stevia rebaudiana en
pacientes con diabetes Mellitus tipo 2, determinando que tanto la glibenclamida
como la Stevia, son considerados hipoglicemiantes. A dosis de 1.0 gramo por dia
de las hojas molidas de Stevia disminuyen la glicemia hasta valores préximos al
limite superior de los valores de referencia, es decir, logran disminuir la glicemia

por encima de 110 mg/dl. ©

En el departamento de Endocrinologia, Metabolismo y Bioquimica Clinica, en el
Laboratorio de Diagnéstico Molecular del Hospital Universitario de Aarh.us en
Dinamarca, se realiz6 un estudio para determinar el efecto antihiperglucémico y
antihipertensivo del esteviosido de la Stevia rebaudiana en ratas diabéticas.
Concluyendo que el tratamiento oral a largo plazo con estevidsido tiene efecto

Antihiperglucémico y asi mismo reduce la presién arterial en las ratas. ©

En el departamento de Endocrinologia, Metabolismo y Biogquimica Clinica, en el
Laboratorio de Diagnéstico Molecular del Hospital Universitario de Aarhus en
Dinamarca, se realizd un estudio para determinar el efecto antihiperglucémico
del esteviésido en pacientes diabéticos de tipo ll. Concluyendo que el
esteviodsido reduce los niveles postprandiales de glucosa en sangre en pacientes

diabéticos de tipo I, lo que indica los efectos beneficiosos sobre el metabolismo

de la glucosa.
2.2 BASES TEORICAS:
2.21 Stevia rebaudiana Bertoni.

La Stevia rebaudiana Bertoni conocida también como Kaa Hee, hoja dulce del
Paraguay, hoja del caramelo, hierba de la miel, dulce hierba, etc. es un pequefio

arbusto nativo del norte de Paraguay y de las zonas adyacentes al Brasil. Las



hojas de la planta han sido utilizadas por la tribu de indios Guarani desde los
tiempos precolombinos para endulzar los alimentos, sin embargo no fue sino

hasta 1887 que el cientifico americano Anthony Bertoni la descubrié. ©©

Es un arbusto perenne, perteneciente a la familia de las compuestas,
caracterizada por presentar una altura de 30-80 cm; tallo color pardo; hojas
sésiles ovoidales con bordes aserrados, las terminales agrupadas en nimero de
3 6 4, y flores pequefias terminales, blanquecinas, hermafroditas, de corola
tubular. La raiz es pivotante, siendo su tamario equivalente a un cuarto de la

planta. ©®

La Stevia se cultiva a temperaturas entre los 20 y 25 °C, crece entre los 500 y

1600 m.s.n.m., su habitat es en zonas con mucha luz solar pero poco caliente. ®

Tiene un componente de gran poder edulcorante en sus hojas. Estevidsido y
rebaudidsido, estos compuestos son 400 veces mas dulces que la sacarosa,
contiene ademas carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, tiene bajas
calorias. Se le atribuyen diversas propiedades como antiacida, antibacteriana,
laxante osmotico de accion suave, hipotensor, etc. la principal propiedad de
investigacion del presente trabajo es que no afecta los niveles de azicar
sanguineo, por el contrario, estudios han demostrado su propiedades
hipoglicémicas, mejora la tolerancia a la glucosa y es por eso que es
recomendado para los pacientes diabéticos Es un edulcorante no calérico, por lo

que forma parte de dietas reducidas en azicar y/o calorias. ©®

2.2.1.1 Clasificacion taxonémica.

Segun la constancia emitida por la Blga. Laura Aucasime Medina del Herbarium
“Huamangensis” de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UNSCH, la

clasificacion es como sigue:



DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : ASTERALES

FAMILIA : ASTERACEAE

GENERO : Stevia

ESPECIE : Stevia rebaudiana Bertoni.

N. V. : Estevia, caa heé, kaa hee, yerba dulce.

2.2.1.2 Caracteristicas quimicas del esteviésido

e Foémula: C3sHgoO4s

e Peso molecular = 804 g/mol

¢ Los cristales en estado de pureza funden a 238° C.

e Se mantiene su sabor estable a altas y bajas temperaturas.

* No fermenta.

e Es soluble en agua, alcohol etilico y metilico.

e Diversos andlisis de laboratorio han demostrado que la Stevia es

extraordinariamente rica en: hierro, manganeso y cobalto.
6



¢ No contiene cafeina.
» La Stevia tiene bajas calorias y tiene efectos beneficiosos en la absorcién de
la grasa y la presion arterial. Contiene carbohidratos, proteinas, vitaminas y

‘minerales. ®

2.2.1.3 Mecanismo de accion de la Stevia rebaudiana.

El mecanismo por el cual la Stevia rebaudiana logra que la glucosa baje en la
sangre sigue siendo desconocido. Un estudio conducido en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo, del Hospital de la Universidad de Aarhus,
Dinamarca, encontré que el esteviésido reaiza la secrecién de la insulina en los
islotes pancreaticos del raton en la presencia de la glucosa. El esteviésido
estimula la secrecién de la insulina via una accién directa en las células beta
pancreatica. Los resultados indican que los compuestos pueden tener un papel
potencial como agente hipoglicemiante en el tratamiento de la diabetes mellitus

tipo 2. @

La especialista en Endocrinologia, Nutricibn y Diabetes, Nilsa Noemi Ibarrola
Arce explica lo siguiente: " A diferencia de los hipoglicemiantes convencionales,
mejora la circulacion pancredtica, en especial la de los islotes y como
consecuencia hay secrecion de insulina. El uso continuado de Stevia rebaudiana
Bertoni en infusiones, es decir consumo regular, disminuye la absorcion de
hidratos de carbono a nivel intestinal, actuando de este modo como adelgazante,
alivia también los dolores reumaticos. Habiendo tratado a cientos de pacientes
diabéticos, conseguia mediante el uso regular de la Stevia rebaudiana Bertoni

liberar de la insulina a la insulina dependiente. ©

Tanake y Mitsuhashi de la Universidad de Hiroshima, Japén, citados por Pefa.

Investigaron los detalles de los glucésidos aislados de varias especies. Ademas
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del esteviosido, principal glicérido (6 - 8%) fueron identificados en la planta otros
glucésidos diterpenos éomo el rebaudiosido A, B, D, E (2,3%) con grado de
dulzor mayor que el esteviésido puro, alcanzando hasta 350 veces superior al
azucar de cafa (Sacarosa). Luego fue identificado el dulcédsido A, B con grados
de dulzor de hasta 50 veces mayor que el azlcar. De esta manera puede verse
que el producto industrial extraido de la Stevia es en realidad una combinacién
de varios glucésidos, cuyas cantidades varian en funcion a las variedades y de
las localidades. Los cuatro glucésidos principales del steviol son: estevidsido,

rebaudidsido A, rebaudiésido C y dulcésido A. @

Dos de los otros glucésidos que pueden'estar presentes en tejido fino de planta
son el rebaudiosido D y E; el rebaudiosido B. Las proporciones normales de los
cuatro glucosidos principales son: estevidsido 5-10%, rebaudiosido A 2-4%,
rebaudiosido C 1- 2% y dulcésido A 0,5-1%. Se extienden en dulzor a partir del
40 250 veces a mas dulce que el azacar. Un numero de genotipos del Stevia con
proporciones anémalas del glucésido se han divulgado en la literatura cientifica y

f
de la patente coreana y japonesa. @

Se ha sabido de largo que el rebaudidsido A tiene las mejores caracteristicas

sensoriales (mas dulces, lo menos amargas posible) de los cuatro glucésidos.

Sus principios activos son: Heterosidos diterpénicos: esteviosidos (6%),
dulcésidos, rebaudiésidos A, B, C, D y E. Saponésidos. Aceite esencial: alcohol
bencilico, alfa bergamoteno, beta-burboneno, alfa y gamma-cadineno,
calacoreno, clameneno, carvacrol, cosmosiina. Flavonoides: quercetésido,

apigenol, austroinulina. ®



2.2.1.4 Aspectos farmacolégicos de la Stevia rebaudiana.

Presenta efectos farmacolégicos como: laxante osmético de accién suave,
ligeramente hipoglucemiante e hipotensor, antibacteriano. Se indica como

sucedaneo del az(car para diabéticos. ©®

Otras aplicaciones tradicionales (sobre todo en Ameérica Latina) incluyen las
siguientes: contrarresta la fatiga, facilta la digestion y las funciones
gastrointestinales, regula los niveles de glucosa en la sangre, nutre el higado, el

pancreas y el bazo. ®

En aplicaciones externas se usa para el tratamiento de la piel con manchas y
granos (con este fin podemos encontrarla en Europa). También alivia las

“hambres falsas” y ayuda a promover la sensacién de bienestar. ®

Estudios muestran actividades antibiéticas, especialmente contra las bacterias E.
coli, Estafilococos dureos, y Corynebactenum difteria, asi como también contra el
hongo Céndida albicans productor frecuente de vaginitis en la mujer. Asi mismo
no afecta los niveles de azlcar sanguineo, por el contrario, estudios han
demostrado sus propiedades hipoglicemiantes, mejora la tolerancia a la glucosa

y es por eso que es recomendado para los pacientes diabéticos.
2.2.1.5 Otras caracteristicas

La Stevia rebaudiana se absorben muy bien por via oral. Puede usarse en
infusién y beberse como cualquier té o bien utilizar el preparado para endulzar
otras bebidas o alimentos. El extracto obtenido de la Stevia es usado como
edulcorante de mesa y como aditivo para endulzar diversos tipos de preparados
tales como bebidas, gaseosas, confituras, reposteria, salsas, pickles, productos

medicinales, de higiene bucal, gomas de mascar y golosinas.



Se puede encontrar en varias formas: Como un liquido denso de color oscuro y
que es el resultado de hervir las hojas en agua, en esta forma se potencian los
sabores de los alimentos a los que la afiadamos. Otro tipo de liquido es el
obtenido a través del macerado de las hojas en agua destilada o en una mezcla
de licor alcohdlico (apto para el consumo humano) y agua. Una tercera forma de
presentacién es un liquido obtenido desde el esteviésido disuelto en agua.

Todos ellos son métodos totalmente naturales. ®
Reacciones Adversas

No se reportan efectos secundarios de ninguna clase, como efectos mutagénicas

u otros efectos que dafien la salud. @
Aplicaciones Terapéuticas

Se utiliza exclusivamente en la diabetes mellitus tipo 2. La Stevia es importante
para la gente que desea perder peso, no sélo porque les ayudara a disminuir la
ingesta de calorias, sino porque reduce los antojos o la necesidad de estar
comiendo dulces. A la Stevia rebaudiana también se le confieren propiedades
para el control de la presion arterial, ya que tiene efecto vasodilatador, diurético y

cardioténico.®
2.2.2 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es un grupo de alteraciones metabdlicas que se caracteriza
por elevados niveles de glucosa en sangre secundaria por una alteracion
absoluta o relativa de la secrecién de insulina y/o por una aiteracion de la accién
de la hormona en los tejidos insulino dependiente. La hiperglicemia crénica se
acompaia de modificaciones del metabolismo de carbohidratos, lipidos y

proteinas. ®
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Los sintomas mas caracteristicos que suelen presentar los pacientes son
polidipsia, a polifagia, poliuria y vision borrosa teniendo ademas una mayor
predisposicién padecer infecciones bacterianas, en cualquier caso los efectos
mas graves se producen cuando aparece el sindrome hiperosmolar. Una
diabetes mal controlada puede ocasionar a largo plazo dafios vasculares que

veremos de forma mas amplia. ©
2.2.2.1 Clasificaciéon

En 1979 el National Diabetes Data Group (NDDG) constituido por un grupo de
expertos de la Asociacion Americana de Diabetes, clasificé la enfermedad en
dos grandes grupos: Diabetes Mellitus tipo 1 o insulino dependiente y Diabetes
Mellitus tipo 2 no insulino dependiente, esta clasificacién es la que fue aceptada
por el comité de expertos en diabetes de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Pero los estudios y el avance en los conocimientos de la enfermedad
llevaron al NDDG a volver clasificar la enfermedad pues era confusa, ya que se
basaba en el tratamiento de los pacientes y no en la etiologia o la clinica de la

enfermedad. ®

La clasificacién actual es:
e Diabetes tipo 1

e Diabetes tipo 2

e Diabetes gestacional
¢ Otros tipos

Diabetes Mellitus tipo 2

En la etiologia de la Diabetes Mellitus tipo 2 juegan papel primordial dos

defectos: La resistencia a la insulina y el déficit en su secrecion.
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La resistencia a la insulina se presenta cuando las células del higado, tejido
graso y musculos de nuestro cuerpo no pueden utilizar de manera adecuada a la
insulina producida por el pancreas. Las células de los tejidos mencionados,
tienen ciertos receptores en su superficie, que son los encargados de "abrir" la
puerta de la célula para que entre la glucosa y sea utilizada para producir
energia o para que sea almacenada en forma de grasa o de glucdégeno. Cuando
esos receptores no pueden "abrirle" la puerta a la glucosa para que entre,
entonces se presenta la resistencia a la insulina, o sea, los tejidos se resisten a
la accién de la insulina, no la dejan actuar correctamente. Las células beta
continian respondiendo progresivamente hasta que fallan, falla que parece
determinada genéticamente e inician una serie de alteraciones metabdlicas
representadas inicialmente por hiperglicemia de ayuno (HA) e intolerancia a los
hidratos de carbono (IHC), que finalmente llevan al desarrollo de una diabetes

manifiesta, la cual puede ser controlada. ©®

Los pacientes del tipo 2 se dividen a su vez en dos grupos: Diabetes Mellitus No
Insulino Dependiente obesos en un 90% y Diabetes Mellitus No Insulino
Dependiente no obesos en un 10%. El riesgo de padecer diabetes en el
individuo adulto con un indice de masa corporal superior a 30 kg/m? es cinco
veces superior a cuando este indice es inferior a 25 kg/m? ya que la obesidad es
una causa de resistencia a la insulina, la distribucién androgénica de la grasa

corporal parece ser también un factor de riesgo en pacientes no obesos.

La enfermedad puede estar sin diagnosticar durante afios ya que el paciente no
tiene ningun sintoma aunque va aumentando los riesgos de padecer los
problemas micro y macro-vasculares. Un diagnéstico precoz de la enfermedad

puede ser beneficioso para el paciente ya que suele responder bastante bien
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con un cambio de habitos higiénico dietéticos que evitan la necesidad de

tratamiento farmacoldgico y la rapida evolucién de la enfermedad. @
2.2.3 Glicemia

La glicemia o glucemia es el az(icar (glucosa) contenido en la sangre. ®
2.2.3.1 Hipoglicemia

La hipoglicemia se define como el sindrome clinico que aparece en aquellas
situaciones en las que las concentraciones de glucosa en sangre se sitian por

debajo de 50 mg/dl. @

Esto significa que la cantidad de azicar en su sangre no es suficiente para darle
a las ceélulas del cerebro o a los muasculos la energia que necesitan para
funcionar. En ocasiones pueden aparecer sintomas hipo glicémicos con niveles
de glucosa nomales, esto ocurre cuando la disminucién de los niveles tiene

lugar de forma brusca. ©®
2.2.3.2 Hipoglicemia severa

Hipoglicemia severa: la que ocasiona coma, convulsiones o alteraciones
neurolégicas que impiden que el paciente pueda auto tratarse, precisando ayuda

de otra persona.
2.2.3.3 Hipoglicemia moderada

Hipoglicemia moderada: existe alteracion de la funcion motora, confusion o
conducta inadecuada, pero estd lo suficientemente alerta para el auto

tratamiento.®
2.2.3.4 Hipoglicemia leve

Hipoglicemia leve: es el propio paciente el que siente necesidad de tomar
alimento, sin presentar alteracién neurolégica. @
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Los signos y sintomas de la hipoglicemia son: visién borrosa, entorpecimiento,
confusion, convulsiones (ataques) si el azicar esta demasiado baja, mareos o
aturdimiento, desmayos, palpitaciones aceleradas, dolor de cabeza, hambre, mal
genio, nauseas (malestar estomacal), nerviosismo, piel palida y sudorosa,
desvanecimiento (si el azucar estd muy bajo), temblores, sudor, cansancio,

debilidad. ®

2.2.3.5 Hiperglicemia: La hiperglicemia es la concentracion de giucosa en

sangre superior a lo normal asociada frecuentemente a diabetes mellitus. @

Los signos y sintomas de la hiperglicemia son: polidipsia, poliuria puede
empezar a notarse, debilidad, dolor de barriga, fatiga, vomitos, pocas ganas de
comer, respiracion rapida, por Gltimo puede llegar a presentar somnolencia y

pérdida del conocimiento.
2.2.4 Glibenclamida

La glibenclamida es un antidiabético oral, es un fafmaco que actua
disminuyendo los niveles de glucosa en sangre. La insulina es una hormona y no
puede ser administrada por via oral, porque seria destruida por las mismas
enzimas que intervienen en nuestra digestién, siendo reducida a sustancias

simples o amino&cidos sin ningtn efecto sobre los niveles de glicemia. ®

El descubrimiento de los antidiabéticos orales cambi6é radicalmente el
tratamiento de la diabetes mellitus a partir de los estudios de Janbon y Col. en
1942, los cuales observaron hipoglicemia en un paciente con fiebre tifoidea
tratado con sulfonamidas. ®

Los antidiabéticos orales abarcan cuatro familias de drogas bien definidas:

sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de la alfa glucosidasas, tiazolidinedionas.
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Dentro de las sulfonilureas tenemos a los farmacos de duraciéon corta como:

glibenclamida (droga prototipo), tolbutamida, glipizida, gliquidona, gliciclamida. ®
2.2.4.1 Caracteristicas quimicas de la glibenclamida

Son derivados de las sulfamidas, en los cuales la estructura sulfoniluria
constituye el grupo esencial de la actividad hipoglicemiante. Diversas
sustituciones en el anillo bencénico y en el grupo urea han originado compuestos

cuya potencia y propiedades farmacocinéticas difieren notablemente. ©

0 0
NH-(CH2)2©>502~NH-“—NHO

OCH,

Cl

2.2.4.2 Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de estas drogas comprende efectos pancreéticos y
extra pancreaticos. Los primeros incluyen un aumento de la estimulacion a las
células beta del pancreas para la liberacion de insulina, este efecto se produce
por un bloqueo de la bomba K-ATPasa lo que se traduce en una despolarizacion
prolongada de la membrana celular, con el consiguiente ingreso del Ca++
extracelular provocando la liberacion de la insulina de los granulos secretorios

hacia el torrente sanguineo. ®

Los efectos extra pancreaticos comprenden fundamentalmente un éumento de
los receptores de insulina en monocitos, eritrocitos y adipocitos; aumentan el
efecto de la insulina y el nimero de transportadores para dicha hormona;
producen inhibiciéon de la gluconeogénesis hepatica y aumento del consumo de

glucosa a nivel periférico.
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Es preciso distinguir entre la accién a corto y largo plazo. A corto plazo las
sulfonilureas provocan la liberacion de la insulina preformada en las células B del
pancreas porque ‘aumentan su sensibilidad a la glucosa. Para ello las
sulfonilureas actian con gran afinidad sobre receptores asociados a los canales
de K sensibles a ATP (KATP), fijandose de manera especifica a la proteina SURI
adjunta a dicho canal. A estos receptores puede unirse también la meglitinina,
fraccion no sulfonilureica de la glibenclamida que estimula igualmente la
liberacién de insulina. Como consecuencia de esta accion el canal se cierra y la
despolarizacién causada facilita la secrecién de insulina. Para ello es preciso que
las células B sean funcionantes. Esta accién liberadora es potenciada por otros
estimulos, como el de la propia glucosa, si bien es apreciable incluso en células
B que han perdido su sensibilidad a la glucosa. Los canales KATP con la
proteina SURI no son exclusivos de las células B del pancreas sino que se
encuentran en otros tejidos y érganos como los vasos sanguineos, corazén,

cerebro, etc. ®

La larga tolerancia a la glucosa mejora, pero los niveles plasmaticos de insulina
tanto basal como después de glucosa no permanecen altos, sino que pueden ir
descendiendo, de ahi que se piensa que la accién de los hipoglucemiantes
orales se deba no sélo a la accion secretora de insulina en el pancreas sino
también a una mejora o potenciacién de la accion de la hormona en los tejidos.
De hecho, las sulfonilureas, pueden aumentar la accién hipoglicemiante de la
insulina exégena incluso en animales pancreatectomizados y facilitar el
transporte de hexosas y la sintesis de glucoégeno en células aisladas en cultivo.
Se piensa que puede deberse a una accion sobre el receptor insulinico o en

alglin proceso posterior a su activacion.
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En algunos sistemas se demostré que los hipoglucemiantes orales aumentaban
el nimero de receptores insulinicos, pero hay células en las que potencian la
accién insulinica sin que incrementen el nimero de receptores. Por eso
predomina la idea de que su accién mantenida a nivel pos receptor con lo que

aumenta la utilizacién periférica de glucosa. ®

Las sulfonilureas producen ademas, un marcado descenso en la produccion
hepética de glucosa de gran importancia en el tratamiento de diabetes mellitus
tipo 2. Por ultimo también parece que reduce a la larga la secrecion de glucagon
pancreatico, pero esto puede ser simplemente el resultado de un mejor

funcionamiento de las células B del pancreas. ®
2.2.4.3 Efectos farmacolégicos

El efecto fundamental es la reduccidon de los niveles plasmaticos de glucosa.
Este descenso en los niveles de glicemia disminuye la glucotoxicidad a la que
son tan sensibles las células B del pancreas. El descenso de la glicemia se
traduce en la consiguiente mejoria de los sintomas agudos propios de la
diabetes. El descenso de la glicemia es proporcional a la potencia variable de un
farmaco a otro y a la concentracion plasmatica del producto pudiendo ocasionar
hipoglicemia. ®

Es mas problematica la eficacia hipoglicemiante de las sulfonilureas a largo
plazo, la cual depende en gran parte, del rigor con que se seleccionen los

pacientes. Los criterios de seleccién son los siguientes:
« Edad de comienzo de la diabetes por encima de los 40 afios
¢ Pacientes sin tendencia a la cetosis y

e Pacientes con tendencia a la obesidad o a los que la dieta adecuada no sea

suficiente para obtener buenos controles metabélicos
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En definitiva la diabetes ha de ser de caracter moderado y responde
adecuadamente a las restricciones dietéticas. Sustraerse a estos requisitos de

seleccién implicara la aparicion de la diabetes. ®

2.2.5 Comprimidos
Se definen como formas farmacéuticas sélidas, de forma discoidea o lenticular,
de sustancias medicamentosas solas o mezcladas con otras sustancias que

facilitan su preparacién, conservacién y/o empleo.

En la actualidad, son la forma de administracion de medicamentos mas utilizada,
generalmente se considera la administracion oral de ellos; sin embargo, existen
diversos tipos de comprimidos como: sublinguales, pellets, vaginales, solubles,
masticables, dispersables, antisépticos, etc. Estos se preparan por los mismos

métodos que los comprimidos de uso oral. ('?

Las ventajas que ofrecen los comprimidos son numerosas:

« Pueden llevar una gran dosis de medicamento en un pequefio volumen.
¢ Permiten enmascarar el sabor de los medicamentos.

o Se obtiene una dosificacion uniforme del principio activo.

- e El principio activo es mas estable bajo esta forma que en solucién.

e Bajo costo de fabricacidn industrial.

+ Se pueden administrar medicamentos insolubles en agua.

e Se puede recubrir faciimente el principio activo para facilitar la administracion

o con un fin terapéutico local (recubrimiento entérico). ©

Un cierto nimero de sustancias cristalinas pueden comprimirse directamente con
excelentes resultados; sin embargo, la mayoria de los principios activos resisten

esta comprensién directa y no es posible obtener comprimidos satisfactorios.
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Para que estas sustancias puedan dar origen a comprimidos, deben cumplir con
tres requisitos:

¢ Deslizarse o fluir con facilidad (Fluidez).
+ Tener propiedades aglutinantes o cohesivas (Compresibilidad).
« No adherirse a los punzones o matrices. ©

Las dos primeras condiciones se cumplen si el material se convierte primero en
granulos. La tercera condicién se satisface agregando sustancias llamadas
lubricantes. ©

La granulacion de las sustancias a comprimir puede obtenerse por dos métodos:
via hiimeda y via seca. Ademas, es necesario agregar sustancias que faciliten la
compresién o que aseguren la liberacidon posterior del p.a. desde el comprimido;
estas sustancias son llamadas excipientes y pueden clasificarse en 5 tipos segun
la funcién que desempefan: ©'%

Diluyentes: Se incorporan cuando el p.a. estd en pequefia cantidad en la
formulacién y su volumen no alcanza a formar un comprimido de forma
satisfactoria. Estan destinados a darle volumen al comprimido. Entre los
diluyentes mas utilizados tenemos: el almidén de maiz y de arroz, sacarosa,
lactosa, glucosa, manitol, celulosa, etc. @

Absorbentes: La introduccion de estos excipientes en la formulacién de un
comprimido es indispensable cuando se deben incorporar sustancias liquidas o
pastosas, como: esencias, extractos (fluidos, blandos), tinturas. etc., cuando se
forman mezclas eutécticas o cuando los principios activos tienden a absorber
humedad. Entre los productos absorbentes mas empleados en la manufactura
de comprimidos tenemos el carbonato de magnesio, fosfato tricalcico, talco,

caolin, almidén, etc. ©



Aglutinantes: Son sustancias que sirven para que la mezcla conserve su forma
granular y a la vez proporcionarle la dureza y solidez necesaria al comprimido,
para que durante las manipulaciones posteriores a la compresion no se

desintegren.

Los mas utilizados son los siguientes: engrudo de almidén en concentraciones
que pueden variar entre 5 y 10%; goma arabiga en soluciones al 10 6 20%;
jarabe simple; solucién de gelatina al 10 6 20%; carboximetilcelulosa al 0.5 -1%;
polivinilpirrolidona (PVP) soluciéon alcohdlica o acuosa al 10 o 20%; avicel

(celulosa microcristalina) en polvo para aglutinar en seco.®

Desintegrantes: Tienen por objeto romper en el menor tiempo posible la
cohesion entre las particulas del comprimido en el estdmago, a fin de evitar que
una tableta demasiado dura pase como tal a través del tubo digestivo sin liberar
su principio activo. El efecto desintegrante puede obtenerse de diversas

maneras:

e Accién de gomas o productos hidrocarbonados, que al hincharse con la

humedad del medio gastrointestinal producen la ruptura del comprimido.

e Adicion de peroxidos que reaccionan con el medio formando oxigeno y

rompiendo el comprimido.

El porcentaje de agentes desintegrantes depende de la acciéon del agente
mismo. En general, se recomienda entre 5 y 20% para almidones y gomas; el
desintegrante mas usual es el almidén de maiz. El almidén que se afiade como
aglutinante en solucion no tiene efecto desintegrante. Otras sustancias muy
utilizadas como desintegrantes son: Carboximetilcelulosa, Alginato de sodio,
Veegum (silicatos de aluminio y magnesio coloidal), Bentonita (silicato de

aluminio hidratado). ©
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Lubricantes: La adiciéon de lubricantes cumple los siguientes objetivos:

Proporcionar o manejar las propiedades de flujo de los polvos o granulados.
Facilitar la expulsién de los comprimidos de las matrices.
Evitar que los comprimidos se adhieran a los punzones.

Proporcionar a los comprimidos un aspecto brillante, mejorando asi su

presentacion.

E! lubricante se mezcla con los granulos y el resto de la formulacién. Las

sustancias comunmente utilizadas con este fin son: falco, estearato de

magnesio, acido estearico, aceite mineral, carbowax, benzoato de sodio, acido

bérico, etc.

2.2.5.1 Métodos para la elaboracién de un comprimido.

Se distinguen dos vias: el método de granulacién por via hiumeda y por via seca.

{9,10)

Granulacion por via humeda

En este método se pueden distinguir varias operaciones:

Preparacion de la solucion aglutinante.
Mezcla de los principios activos y excipientes.
Humectacion de los polvos con la solucion

Granulacion propiamente tal, pasando la masa humectada a través de una

malla o tamiz.
Secado del granulado.

Homogeneizacion del tamafio del granulado haciéndolo pasar por un tamiz.
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e Adicién de los lubricantes y desintegrantes.
« Compresion. 19
Granulacidn por via seca

La obtencién de comprimidos mediante el proceso de granulacién por via seca,
llamado también doble compresion, se aplica cuando alguno de los principios
activos de la férmula se altera en contacto con la humedad o con el calor del
secado. En este procedimiento, la mezcla de polvos, a la cual se le ha agregado
una parte de los lubricantes, se lleva a una tableteadora, generaimente bastante
potente y se comprime a una gran presién a fin de aglutinarios. Estos
comprimidos imperfectos e irregulares en cuanto a peso y tamano, llamados
tabletones, se rompen y se hacen pasar por un tamiz. Se obtiene asi un
granulado al cual se le agrega el resto de los lubricantes dandoles el tamario y

peso adecuado, de manera definitiva. ©
2.2.5.2 Controles realizados a un comprimido:

Los controles pueden clasificarse en Oficiales y no Oficiales, de acuerdo a la

exigencia que hace de ellos la Farmacopea de los EE.UU. !
Controles oficiales

Uniformidad de dosificacion: Se puede realizar por variacién de peso o por
uniformidad de contenido. "

Desintegracion: El control del tiempo de desintegraciéon se determina en agua a
37 °C. La prueba se realiza de acuerdo al procedimiento descrito en la USP. Los
margenes de tolerancia aparecen en la monografia de cada producto.

Test de disolucién: Se realiza segun la metodologia descrita por la USP para

cada producto y esta destinado a evaluar la cesién del principio activo. !
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Controles no oficiales

Fuera de los controles indicados en la farmacopea, es conveniente efectuar otros

ensayos con el propésito de determinar la resistencia mecanica del comprimido:

Dureza: Se determina con la ayuda de un aparato especial denominado
durémetro. Los margenes de aceptacidn fluctian de acuerdo a la formulacion

estudiada. "
Friabilidad: Se determina con la ayuda de un instrumento especial denominado

friabilémetro. Los margenes de aceptacién fluctGan hasta un 1%."
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. MATERIAL Y METODOS
3.1 LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo'de investigacién se desarrollé en el Centro de Desarrolio
Analisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
(CEDACMEF) de la Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga de la ciudad de Ayacucho, ubicada a 2746 metros sobre

el nivel del mar, durante los meses de noviembre del 2013 a mayo del 2014.
3.2 POBLACION Y MUESTRA.

Poblacion muestral: Plantas de Stevia rebaudiana Bertoni, del Valle de los Rios
Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM), comunidad de Palestina Baja del Distrito de

Kimbiri, Provincia de La Convencién, Departamento de Cusco.

Muestra: 5 kg de hojas de Sfevia rebaudiana Bertoni tomadas al azar y
recolectadas durante el mes octubre del 2013, del bosque himedo tropical de la
comunidad de Palestina Baja del Distrito de Kimbiri, Provincia de La Convencion,

Departamento de Cusco.
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3.3 METODOLOGIA Y RECOLECCION DE DATOS
3.3.1 Materiales, Equipos y Reactivos:

Materiales

Crisoles de porcelana, desecador, matraz de erlenmeyer (250 ml), tubos de
ensayo, embudo de vidrio, pipetas, placas de vidrio, placa petri, jeringa de (1 ml,
3 ml, 6§ mly 10 mi), cocinilla eléctrica, varilla de vidrio, fiolas, vasos de

precipitado ( 25 ml, 50 mi, 250 ml y 500 ml) y papel de filtro.

Equipos:
Balanza analitica O'Hauus, estufa, bafio maria, mufla, molino de martillos, pH

meter, termémetro, glucometro, atomizador, mezcladora, tableteadora

monopunzona y Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC).
Reactivos:

Agua purificada, acido clorhidrico 1N, hidréxido de sodio, alcohol al 96%,
- hidréxido de amonio, cloroformo, reactivo de Dragendorff, reactivo de Hager,

reactivo de Mayer, reactivo de Wagner, reactivo de Liebermann-Buchard.
Material Biol6gico

Para el estudio se utilizé 25 ratas albinas de peso entre 200 +10 g, obtenidas del
Bioterio de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Todos los animales fueron
adquiridos en buen estado de salud y acondicionados en jaulas de los
Laboratorios de la Escuela de Formacién Profesional de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga. Los animales fueron
obtenidos con una semana de anticipacion para su acondicionamiento y

mantenidos con alimento balanceado y agua a disposicion.
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3.3.2 Recoleccion de muestras:

5 kg de hojas de Sfevia rebaudiana Bertoni tomadas al azar, recolectadas
durante el mes octubre del 2013, de la comunidad de Palestina Baja del Distrito
de Kimbiri, Provincia de La Convencién, Departamento de Cusco.

3.3.3 Obtencién del extracto atomizado de las hojas de Stevia rebaudiana
Bertoni.

Las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, fueron secadas a temperatura ambiente,
en un lugar con buena ventilacién, cambiando el papel de soporte cada 24 horas
y removiendo el vegetal para evitar su descomposicién, por un periodo de 30
dias.(>"?

Las hojas desecadas de Stevia rebaudiana Bertoni fueron reducidas utilizando el
molino de cuchillas con malla de 1 cm de diametro de luz, 1,0 kg de Stevia se
sometio a lixiviacion utilizando 20 litros de solucidn que se obtiene al disolver
acido citrico en un porcentaje del 10% a temperatura ambiente. La solucién se
enfrid en una camara de refrigeracion hasta una temperatura de 2 °C, a
continuacion se filtré utilizando membranas de 0,1 — 0,2 mm y se concentré por
evaporacion a temperatura menor a 45 °C, hasta llegar a un 10% de sodlidos
totales."?

Luego la solucién concentrada se secd utilizando el Atomizador Spray Driver
B290 del CEDACMEF de la Escuela de Formacién Profesional de Farmacia y
Bioquimica, se mezcl6 antes del proceso de atomizacion con maltodextrina como
vehiculo de atomizacion en una concentracion del 10%. Se consideré los
siguientes parametros para su atomizacion:

e Temperatura de entrada: 170 a 180°C

¢ Temperatura de salida: 77 a 83°C

s Aspirador: 100%
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» Porcentaje de bomba: 15 a 30%

e Flujo de muestra: 3-4 cm®min.

El producto atomizado fue envasado en un recipiente herméticamente cerrado.
(12)

3.3.4 Evaluaciébn de las caracteristicas fisicoquimicas del extracto

atomizado

Una vez obtenida el extracto, se evaluaron los parametros fisicoquimicos que

definan la calidad de los mismos, que a continuacién sefialamos:
a) Determinacion de las caracteristicas organolépticas

Color: Se tomé cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de reloj o
tubo de ensayo, esta es colocada en un fondo blanco, se observé y se determiné

el tipo de color, utilizando el circulo cromético. 39

Olor: Se tomé cantidad suficiente de muestra y se colocé en una luna de reloj o
tubo de ensayo, se percibe y se determina el tipo de olor. Segin la estructura
estereoquimica correspondiente y olores primarios, se consideraron los
siguientes tipos de olores: naftalinico, almizclado, alcanforado, jazminico,

anisado, graso, floral, lefioso y caracteristico. >

Sabor: Se tomo6 cantidad suficiente de muestra y se colocd en una luna de reloj,
para luego hacer contacto con la lengua y se determiné el tipo de sabor. Se
consideraron cinco sabores elementales: dulce, amargo, acido, salado y
umami.>'¥

Aspecto: Se tomo cantidad suficiente de muestra y se colocd en una luna de

reloj, se observd y se determind el aspecto de la muestra. **'%
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b) Identificacion fitoquimica

La identificacién de los diferentes compuestos quimicos (metabolitos
secundarios) del extracto atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni, se realizé
siguiendo los procedimientos de Miranda M. y Cuellar A. del Instituto de
Farmacia y Alimentos de la Universidad de la Habana - Cuba. '*'9

c) Determinacion de la solubilidad

Solubilidad en agua: Verter en un tubo de ensayo 1 ml de agua destilada, luego
anadir 1 g de muestra, agitar fuertemente vy filtrar, en caso de no disolverse
aumentar el disolvente a 10 ml agitar y observar. 4%

- Solubilidad en alcohol: Verter en un tubo de ensayo 1 mi de alcohol etilico,
luego afadir 1 g de muestra, agitar fuertemente vy filtrar en caso de no disclverse
aumentar el disolvente a 10 ml agitar y observar, asi sucesivamente para 0,03 {;
0,11; 11y méasde 101, (41

Solubilidad en cloroformo: Verter en un tubo de ensayo 1 mi de cloroformo,
luego afiadir 1 g de muestra, agitar fuertemente y filtrar en caso de no disolverse
aumentar el disolvente a 10 ml agitar y observar, asi sucesivamente para 0,1 |;
1lymasde 101

d) Determinacion de pH

Para determinar el pH se utilizé el pHmetro digital marca Jenway, siguiendo el
procedimiento descrito en el manual de uso y las determinaciones se realizaron
a 25 °C, previamente calibrado el equipo. (Las determinaciones que presenten
variaciones dentro de 0,02 unidades de pH, son aceptables para promedio, con
un nivel de 95% de confiabilidad). (41>

e) Determinacioén del contenido de humedad

Se peso 2 g de muestra con desviacion permisible de 0,5 mg y se transfirié a una

capsula de porcelana previamente tarada y se deseco a 105 °C durante 3 horas
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hasta masa constante. La capsula se colocé en la desecadora donde se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se peso, colocandose nuevamente en la estufa
durante 1 hora, volviéndose a pesar, hasta obtener una masa constante. (14>

Calculo:

MZ_M'I

0, I ererr———
S gy 7

x 100

Dénde:

%M = Peérdida en peso por desecacion (%)

M = Masa de la capsula vacia (g)

M,; = Masa de la capsula con la muestra de ensayo desecada (g)

M. = Masa de la capsula con la muestra de ensayos (g)

100 = factor matemaético.

f) Determinacién de cenizas totales

Se peso de 2,0 g de muestra, con una desviacion permisible de 0,5 mg en un
crisol de porcelana o platino previamente tarado. Se calenté suavemente la
muestra de ensayo aumentando ia temperatura hasta carbonizar y
posteriormente se incineré en una mufla a una temperatura de 700 a 750 °C,
durante 2 horas. Se enfrio el crisol en una desecadora y se pesd, repitiéndose el
proceso hasta que dos pesadas sucesivas no difieran en mas de 0,5 mg. Al
enfriar el crisol el residuo es de color blanco o casi blanco. '4'%

Calculo:

M, — M

%C = x 100

Dénde:
% C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
M = Masa del crisol vacio (g)

M, = Masa del crisol con la porcién de ensayos (g)
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M. = Masa del crisol con la ceniza (g)

100 = factor matemaético.

g) Determinacién de sustancias solubles

Se pesd exactamente 5 g de la muestra de ensayo y se transfirieron a un
erlenmeyer de 250 mi, se afiadi® 100 ml de disolvente, se tapé y se agitd
durante 6 h, dejandose en reposo hasta el dia siguiente; se agité 30 min., se
dejoé reposar alrededor de media hora mas y se filtré por papel. Se tomé una
alicuota de 20 ml y se transfirié a una capsula previamente tarada. Se evapord

sobre bafio de agua y se desecd en estufa a 100 °C durante 2,5 - 3 h se enfrié y

se peso.
Calculo:
%S = R -500-100
M- (100 — % H)
Dénde:

% S = Sustancias solubles

% H =Humedad de la muestra

500 y 100 = Factores matematicos para los célculos

R = Residuo de la muestra (g)

M = Masa de la muestra (g)

3.3.5 Formulacioén y elaboracién de tabletas de Stevia rebaudiana Bertoni
3.3.5.1 Formulacion de la tableta:

Tabla 01: Excipientes de una tableta hipoglucemiante elaborada a base del
extracto atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni.

FORMULAS
PRINCIPIO ACTIVO Y EXCIPIENTES

TRATAMIENTO BLANCO

Extracto atomizado de Stevia X
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Celulosa microcristalina (PH - 101) X X

Carboximetilcelulosa sédica X X
Diéxido de silicio X X
Estearato de magnesio X X

3.3.5.2 Método de elaboracion de la tableta

Se elaboré con los materiales y equipos del CEDACMEF, de acuerdo al

siguiente procedimiento:

Se tamizé la celulosa microcristalina (PH-101), la carboximetilcelulosa
sodica, dioxido de silicio y el extracto atomizado por un tamiz con una malla
de 0,4 mm de diametro.

Se mezclé en bombo en “V” por 10 minutos.

Se adiciona el lubricante y se tamizo por tamiz de diametro 0,4 mm de
diametro.

Se mezclé nuevamente en bombo “V” por 10 minutos.

Se realizé la compresion en la tableteadora monopunzona, con un pardmetro

de 60 golpes por minuto. '*

Controles

e Tamano: se midieron el diametro y altura de las tabletas haciendo uso de un

vernier digital.

« Uniformidad de peso: se pesaron 10 tabletas haciendo uso de la balanza

analitica.

+ Desintegracion: la prueba se realiz6 haciendo uso del equipo de

desintegracion, de acuerdo al procedimiento descrito por la USP. Se colocé
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la tableta en cada una de las canastillas y se controlaron los tiempos de

desintegracién a una temperatura de 37 °C. ¥
3.3.6 Valoracion de los niveles de esteviésido en la tableta
La metodologia analitica empleada es la sugerida por Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (2010). Se utiliz6 el equipo de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC) marca DIONEX ULTIMATE 3000, del Centro
de Desarrollo, Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y
Fitomedicamentos, equipado con inyeccion automatica, compresor de aire y un
detector UV/Vis. La solucion estandar se preparé utilizando 50 mg de estandar
disolviendo y enrasando con agua-acetonitrilo (7:3) a 50 ml. La solucién de
muestra se prepard utilizando 50-100 mg de muestra disolviendo y enrasando
con agua-acetonitrilo (7:3) a 50 ml. A una longitud de onda de 210 nm se inyecté
5 ul de solucién estandar y de muestra, utilizando una columna C18 (longitud:
250 mm; diametro interior: 4,6 mm y tamafio de particula: 5 ym) a temperatura
de 40°C. Se utilizé una fase movil de acetonitrilo y buffer de fosfato de sodio 10
mmol/l (pH 2.8) en proporcion 32:68, Aplicando un flujo de 1 mi/min. '®

El porcentaje del estevidsido en la muestra se calcula a partir de la férmula:

Ws fx'Ax
0, —_ ——]
wx = (57) (%2

) +100

Dénde:

%X = Porcentaje del estevibsido

Ws; = Cantidad (mg), calculado sobre la sustancia seca de esteviésido en la
solucion estandar

W = Cantidad (mg), calculado sobre la sustancia seca de la muestra en la
solucién de la muestra

A, = Area del pico del esteviosido de la solucion estandar

Ay = Area del pico de X para la solucién de muestra; y
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fx = Relacion del peso de la férmula de X para el peso de la formula de

esteviosido: 1.00 (esteviosido)

3.3.7 Evaluacién de la actividad hipoglucemiante

Se utilizé el Test de tolerancia oral a la glucosa, segin CYTED 1995 y Arroyo

2012, 0749

Procedimiento:

o Se utilizé ratas machos cepa Holtzman con un pesc promedio (210 £10g).

e Se aclimataron por dos dias en jaulas metalicas con viruta de madera; en
condiciones estandares iluminacién y temperatura para eliminar el efecto de
estrés, con alimentos y agua a libertad.

e Las ratas en tratamiento fueron sometidas a un ayuno 15 horas antes del
tratamiento.

e Se peso, codifico y se realizd una aleatorizacion las ratas en grupos,
teniendo en cuenta el siguiente disefio:

Tabla 02: Aleatorizacion de las ratas en distintos grupos de tratamiento.

GRUPOS TRATAMIENTO DOSIS
1 Suero Fisiolégico 2 mi’kg
2 Glucosa 2000 mg/kg
3 Glucosa + Glibenclamida 50 mg/kg
4 Glucosa + Insulina 4 Ul/kg
5 Glucosa + Tableta de Stevia 100 mg/ kg

e Se determinoé el nivel de glucosa basal en cada uno de los animales para lo
cual se tomo la muestra de sangre de la cola con una lanceta, descartando la

primera gota, utilizando el glucémetro digital.

33



e El producto evaluado, la insulina y la glibenclamida se disolvié en agua
destilada y se administré inmediatamente después de la glucosa por via oral,
a excepcion de la insulina por via subcutanea.

¢ EIl tratamiento se administré por via oral a los grupos correspondientes.
Paralelamente se administrd glucosa por via intraperitoneal en dosis de
200 mg/kg las medidas de la glucosa se hicieron antes de iniciar los
tratamiento, 1, 2 y 4 horas después de la administracién de glucosa. "7'®

Se graficé los niveles de glucosa a diferentes tiempos y se calculé el area bajo la

curva de niveles plasmaticos, utilizando el método de los trapecios.

Método del trapecio: Consiste en aproximar el area bajo la curva f(x) en el

intervalo [a,b] que contiene los datos, mediante el area del trapecio rectangulo

determinado por los puntos (a,0), (b,0), (a, f(a)) y (b, f(b)), tal y como muestra la

figura 01:

f(b)
f(a)}

~— f(x)

Figura 01: Area bajo la curva por el método de los trapecios.

El area del trapecio es la semisuma de las bases multiplicadas por la altura. En

este caso sera:

A= 1(fla) +AB)).6-a)
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de Investigacion

e Experimental.

Disefio de investigacioén

Disefio con posprueba nicamente y grupo control. (9

RG1 ) ¢ 0,

RG2 - 0;

R: Asignacién al azar o aleatornia

G: Grupos de sujetos (G1, grupo 1, G2 grupo 2; efc.)

X: Tratamiento, estimulo o condicién expenmental.

O: Medicién experimental.

- : Ausencia de estimulo. Indica grupo control o testigo.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) al 95% de nivel de confianza. La
significacion estadistica entre los grupos se evalué a través de la prueba‘
Duncan. Para determinar dichas pruebas se utilizé el paquete estadistico SPSS

21.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 03: Caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado de las hojas de
Stevia rebaudiana Bertoni. Ayacucho — 2014

CARACTERISTICAS ENSAYOS RESULTADOS
Color Beige
Olor Caracteristico
Organolépticos
Sabor Dulce
Aspecto Polvo fino homogéneo
Agua Muy Soluble
Solubilidad Metanol Poco Soluble
Cloroformo Insoluble
pH Extracto Atomizado al 5 % 5,70
Humedad Gravimétrico 3,57%
Cenizas Gravimétrico 4,66%
Rendimiento 12,5%
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Tabla 04: Metabolitos secundarios presentes en el extracto atomizado de la
Stevia rebaudiana Bertoni. Ayacucho — 2014

ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES
Dragendorff ++ Turbidez definida
ALCALOIDES Mayer - No presenta
Wagner ++ Turbidez definida
FLAVONOIDES Shinoda + Fase amilica coloreada
FENOLES Y/O . )
Cloruro férrico +++ Coloracion azul verdosa
TANINOS
TRITERPENOS Liebermann- B
i+ Coloracién verde oscura
Y/O ESTEROIDES Burchard
LEYENDA:
-) : Ausente
(+)  :Escasa
(++) : Buena

(+++) : Excelente
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Tabla 05: Formulacion de una tableta hipoglucemiante elaborada a base del
extracto atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni. Ayacucho - 2014

PRINCIPIO ACTIVO Y EXCIPIENTES P°"(’,;")'taj°
Extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni 48,89
Celulosa microcristalina (PH-101) 48,22
Carboximetil celulosa sédica 1,89
Di6xido de silicio 0,76
Estearato de magnesio 0,24
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Tabla 06: Controles realizados a la tableta hipoglucemiante elaborada a base
del extracto atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni. Ayacucho - 2014

CONTROLES RESULTADOS
Diametro 8,05
Tamafio Coeficiente de variacion 0,000
(milimetros) Altura 5,46
Coeficiente de variacion 0,001
Media 205,02
Uniformidad de Peso
Desviacién estandar 1,103
(miligramos)
Coeficiente de variacion 1,217
Prueba de Desintegracion Media 14,97
(minutos) Desviacion estandar 0,048
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Tabla 07: Valoracion por HPLC de los niveles de estevitsido presentes en cada

tableta de Stevia rebaudiana Bertoni. Ayacucho — 2014

Tiempo de Concentracion/
Retencion Area % Esteviésido tableta
(min) (mg)
Estandar
8,873 16,057
(56,73%)
Muestra 9,040 0,329 2,33 477
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Fuente: Tabla N° 08

Figura 02: Variacion de los niveles medios de glucosa de los tratamientos en
funcion del tiempo. Ayacucho — 2014
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Tabla 08: Prueba de Duncan (p < 0,05) del area bajo la curva de niveles
plasmaticos de glucosa de los distintos tratamientos. Ayacucho - 2014

Subconjunto para alfa = 0,05

Grupos
1 2

Insulina ' 4 185,8125

Normoglicémicos 4 193,3750

Stevia rebaudiana 4 210,6875

Glibenclamida 4 247 4375 247 4375
Hiperglicémicos 4 286,2500
Sig. ,053 175
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V. DISCUSION
Las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni fueron recolectadas y seleccionadas del

Valle de los Rios Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM), comunidad de Palestina
Baja de! Distrito de Kimbiri, Provincia de La Convencién, Departamento de
Cusco. Para la obtencién del extracto atomizado se sigui®é el procedimiento
descrito por Razo®. La Tabla 03 muestra un porcentaje de rendimiento de 12,56
%, es decir de 1 kg de hojas se obtiene 125,6 g de extracto atomizado, resultado
menor a la obtenida por Razo®. Esta variacién podria ser debido al lugar de
procedencia de la Stevia rebaudiana Bertoni, esta planta se cultiva a
temperaturas entre los 20 y 25 °C, crece entre los 500 y 1600 m.s.n.m., su

habitat es en zonas con mucha luz solar pero poco caliente.

Las caracteristicas fisicoquimicas del extracto atomizado que muestra la Tabla
03, presentan caracteristicas organolépticas como un olor caracteristico, sabor
dulce y de aspecto polvo fino homogéneo, especificos para los extractos
atomizados de Stevia rebaudiana Bertoni, mientras que el color beige difiere de
los obtenidos por Razo®?, debido al proceso de ultrafiltracion utilizado. El extracto
atomizado es muy soluble en agua, poco soluble en metanol y practicamente
insoluble en cloroformo. El pH igual a 5,70 ligeramente &cido, la humedad igual a

3,57 % menor a la obtenida por Razo®, valor que se encuentra dentro de las
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especificaciones, pues un exceso de humedad puede provocar crecimiento
microbiano o hidrélisis de algunos metabolitos como manifiesta Miranda* y
Sharapin''?. Las cenizas totales igual a 4,66 % mayor a la obtenida por Razo ),
posiblemente debido a las materias extrafias principalmente suelo y arena que
se adhieren a superficie de las hojas.

En la tabla 04 observamos los metabolitos secundarios presentes en el extracto
atomizado como: alcaloides, flavonoides, fenoles, taninos, triterpenos y
esteroides; corroborados por Bravo®. Demostrandonos que en el proceso de
secado por atomizacién no se pierden los metabolitos secundarios responsables
del efecto farmacolégico, especificamente los diterpenos, que muchos estudios
reportan como el responsable del efecto hipoglicemiante.

Trillo® nos manifiesta que un estudio de formulacién debe ir precedido del
conocimiento de determinadas propiedades fisicas, guimicas y biofarmacéuticas
del principio activo y la influencia sobre éstas de los excipientes y proceso
tecnologico, para conseguir tres cualidades fundamentales del medicamento:
estabilidad, seguridad y eficacia. Asi mismo Gonzélez®" expresa que la
elaboracion de un comprimido por el método de la compresién directa presenta
algunos inconvenientes potenciales, como tendencia a la dureza elevada y a la
adherencia, tiempo de disgregacion excesivo y problemas asociados al flujo
irregular. En el presente estudio esta situacién se agrava debido a la
higroscopicidad inherente a los extractos atomizados y a la cantidad de extracto
afadida. Las medidas utilizadas para contrarrestar dichos problemas en la
elaboracion de tabletas a base del extracto atomizado Stevia rebaudiana Bertoni
fue el empleo de coadyuvantes derivados de la celulosa en el proceso por

compresién directa.
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Tomando como referencia la formula propuesta por Gonzalez®" y después de
elaborar varios pilotos y realizandolos los controles respectivos, se llegé a una
formula final unica tal como muestra la Tabla 05, donde podemos observar a la
celulosa microcristalina (PH-101) como diluyente que le concede a las tabletas
buenas caracteristicas en la dureza, friabilidad y desintegracién, a la
carboximetil celulosa sodica que facilita la desintegracion o disgregacion de la
tableta, el dioxido de silicio como deslizantes que reducen la friccion en la etapa
de compresion entre las particulas y el estearato de magnesio como
antiadherente evitando que la tableta se adhiera a la matriz o0 a los punzones.

Seguidamente se realizaron controles a fin de garantizar la eficacia y seguridad
del medicamento. Como podemos ver en la Tabla 06, las tabletas cumplen con
los estandares permitidos al presentar una uniformidad en el diametro y altura,
ya que el rango de variacion permitido es de + 5%, asi mismo estas dimensiones
fisicas del material junto con las densidades de los excipientes determinaran su
peso. Con respecto a la uniformidad de pesos se han pesado 20 tabletas
tomadas al azar, obteniendo un promedio de 205,02 mg y una variacién de
1,217, cumpliendo con los estandares permitidos ya que la variacion permitida es
de + 5% segun la USP 35@, asi mismo, ningln peso individual se desvia del
peso promedio en mas o menos de la desviacidon porcentual permitida. La
desintegracién nos sirve como guia en la preparacion de una férmula 6ptima y
en las pruebas de control de proceso para asegurar la uniformidad de lote a lote,
el tiempo que tard6é en desintegrarse como se observa en la Tabla 06 fue de
14,97 minutos, igual que los controles anteriores cumplen con los estandares
permitidos, ya que la especificacién de una tableta no recubierta es de 5 a 30

minutos segun la USP 35,



Para la valoracion de los niveles de estevidsido en la tableta, se tomé como
referencia la técnica establecida en la 73 @ reuniéon del Comité de Expertos de la
FAO / OMS en Aditivos Alimentarios.’® Los niveles de estevidsido es de 2,33% y
una concentracién de 4,77 mg por cada tableta, como se puede observar en la
Tabla 07, los niveles de esteviosido soy muy bajos en comparacion a lo
mencionado por Pefia™® y Jiménez® quien manifiesta que existe una gran
variabilidad para los contenidos de esteviésido y rebaudidésido A observandose
valores de 0 -21% para estevidsido, y 0 a 12% para rebaudiésido A. Dicha
variabilidad se debe como menciona Jiménez®, a que la estevia se reproduce
sexualmente por fecundacion cruzada (alogama) por lo que no debe extrafiar la
diversidad fenotipica y genotipica que se observa en plantas que crecen
esponianeamente, asi como en cultivos comerciales, ambas caracteristicas son
gobernadas por genes de herencia cuantitativa por lo que es de esperar
influencias de factores ambientales sobre los mismos (época de cosecha, pos
cosecha, temperatura, humedad, etc.)

El WHO!"® refiere que la diabetes mellitus como un desorden metabdlico de
multiples etiologias caracterizado por hiperglicemia crénica con disturbios en el
metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos resultando en defectos de la
secrecién de insulina. El diagnéstico clinico de la diabetes es frecuentemente
indicado por la presencia de sintomas tales como poliuria, polidipsia y pérdida de
peso corporal, y es confirmado por la medida de niveles anormales de glicemia.
El WHO!"® establece una glicemia plasmatica venosa (GPV) 2 7,0 mmol/l (= 126
mg/dl) previo ayuno o ausencia de ingesta calérica, o de una glicemia plasmatica
venosa (GPV) 2 11.1 mmol/l (= 200 mg/dl) a las dos horas después de la
ingesta de una carga de 75 g de glucosa oral (test de tolerancia oral a la

glucosa).
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El modelo experimental para determinar el efecto hipoglicemiante fue el Test de
tolerancia oral a la glucosa, propuesta por CYTED™® y Arroyo". La Figura 02
muestra los niveles de glicemia en funcion del tiempo de los distintos
tratamientos, igualmente la Tabla N° 08 presenta los valores descriptivos de los
niveles de glicemia, donde podemos observar que la hiperglicemia (=200 mg/dl)
perdura por mas de dos horas después de la ingesta de 2000 mg/kg de glucosa
por via oral (grupo hiperglicémicos). Asi mismo podemos presenciar que la
tableta elaborada a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni,
reduce los niveles de glicemia a las dos horas (142 + 39 mg/dl) en comparacién
al control glibenclamida (173 + 37 mg/dl).

Jeppesen® y Gregersen”, determinaron el efecto Antihiperglucémico de la
Stevia rebaudiana Bertoni, utilizando el area bajo la curva de los niveles de
glicemia. De igual forma el Anexo 02 muestra los valores descriptivos del area
bajo la curva de niveles plasmaticos de glucosa de los distintos tratamientos,
para determinar el area bajo la curva se utilizé el método de los trapecios,
observando que la tableta elaborada a base del extracto atomizado de Stevia
rebaudiana Bertoni presenta un area de 210,68 + 57 menor en comparacion del
control glibenclamida con un area de 247,43 + 33.

Para el analisis de datos se utilizé el programa SPSS version 21; el andlisis de
Varianza de las areas bajo la curva de niveles glicemia de los tratamientos
presenta un valor de significancia p = 0,012 como muestra el Anexo 03, es decir
que existen diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) entre los
tratamientos a un nivel de confianza del 95%.

Seguidamente se realizé las comparaciones multiples de las medias de las areas
bajo la curva de niveles de glicemia de los distintos tratamientos utilizando la
prueba de Duncan. La Tabla 08 muestra la clasificacidn de los tratamientos

basado en el grado de parecido existente entre sus medias, donde podemos
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observar a los grupos de tratamiento como la Insulina, Normoglicémicos, Stevia
rebaudiana y Glibenclamida que no difieren significativamente, clasificados en el
subconjunto 1, es decir tienen estadisticamente el mismo comportamiento. EI
subconjunto 2 formado por el grupo de tratamiento de Glibenclamida e
Hiperglicémicos estadisticamente tiene el mismo comportamiento, pero difieren
con los demas grupos de tratamientos.

Todos estos resultados nos conducen a afirmar que la tableta elaborada a base
del extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni, tiene efecto
hipoglicemiante estadisticamente semejante al grupo tratado con Insulina y
Glibenclamida, esta afirmacién es sustentada por la buenas caracteristicas
fisicoquimicas de la tableta, como el menor tiempo desintegracién y la presencia
del estevidsido y rebaudiésido A en la tableta.

Muchos estudios reportaron reducciones estadisticamente significativas del
efecto hipoglicemiante atribuyéndosele principalmente al esteviésido, metabolito
presente en la Stevia rebaudiana Bertoni como refiere Jeppesen® y
Gregersen!”. El presente estudio refuerza tal hipétesis pues se ha demostrado
que la tableta elaborada a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana
Bertoni contiene el estevidsido y tiene efecto hipoglicemiante.

Jeppesen® investigaron profundamente al esteviésido como metabolito activo en
el efecto hipoglicemiante, para lo cual utilizaron las lineas celulares beta INS-1
de los islotes de Langerhans del ratén, esclareciendo el posible mecanismo de
accion, pues el esteviésido estimula la secrecion de la insulina via una accién

directa en las células beta pancreatica.
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Vi. CONCLUSIONES

. Se evaluaron los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado de

Stevia rebaudiana Bertoni.

. Se formulé y elaboré la tableta a base del extracto atomizado de Stevia

rebaudiana Bertoni cumpliendo con los estandares permitidos.
. Se determinaron los niveles de estevidésido en la tableta empleando
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC). Presentando un

2,33% y 4,77 mg de esteviosido por cada tableta.

. La tableta elaborada a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana

Bertoni tiene efecto hipoglicemiante.
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Vil. RECOMENDACIONES
. Realizar investigaciones sobre la optimizaciéon de proceso de obtencién

de extracto atomizado de Stevia rebaudiana.

. Realizar estudios de estabilidad de las tabletas elaboradas a base del

extracto atomizado de Stevia rebaudiana cumpliendo con los estandares

permitidos.

. Realizar un estudio farmacocinético de las tabletas elaboradas a base del

extracto atomizado de Stevia rebaudiana.
Realizar un estudio clinico del efecto hipoglicemiante del comprimido

elaborado a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana.
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Tabla 09: Valores descriptivos de los niveles de glucosa en funcién del tiempo.
Ayacucho - 2014

Intervalo de

confianza para la
N Media Def;"')iii‘:é" 5;2; mediaal 95% __ pinimo Méximo

Limite  Limite

inferior _ superior
Normoglicémicos Ohoras 4 1357500 26,13267 13,06634 94,1671 177,3329 114,00 168,00
ey 1.0horas 4 1475000 1352775 6,76387 1259743 169,0257 13500 164,00
20horas 4 1380000 2160247 10,80123 1036257 172,3743 11600 162,00
4 horas 4 06,0000 795822  3,97911 93,3367 1186633 98,00 117,00

Total 16 131,8125 23,16957 579239 1194663 144,1587 98,00 168,00

Hiperglicémicos ~ Ohoras 4 1330000 4827007 24,13504 61,1915 214,8085 86,00 200,00
e 10horas 4 2467500 5581144 27,90572 157,9415 3355585 16500 280,00
20horas 4 2032500 2866327 1433164 157.6403 2488597 176,00 241,00
40horas 4 1442500 2795681 1397841 99,7645 1887355 110,00 177,00
Total 16 183,0625 5952419 14,88105 151,3443 2147807 86,00 290,00
Glibenclamida Ohoras 4 1430000 31,4482 1557241 934416 1925584 11500 182,00
(ol 1,0horas 4 2277500 8080171 40,40086 99,1764 356,3236 157,00 327,00
20horas 4 1730000 37,04952 18,52476 114,0460 2319540 130,00 210,00
40horas 4 1215000 11,38713 569356 103,3805 139,6195 108,00 135,00
Total 16 166,3125 59,15372 14,78843 134,7917 197,8333 108,00 327,00
Insulina (mg/dl) ~ Ohoras 4 1495000 2248703 1124352 1137181 1852819 131,00 181,00
10horas 4 1632500 2028752 10,14376 130,9680 1955320 147,00 190,00
20horas 4 1180000 3888444 1944222 56,1262 1798738 66,00 160,00
40horas 4 1130000 24,26245 12,13123 74,3930 1516070 80,00 136,00
Total 16 1359375 32,82777 820694 1184448 1534302 66,00 190,00
Stevia rebaudiana Ohoras 4 1487500 17,28921 864460 121,2390 1762610 123,00 160,00

mg/dl
(e 1,0horas 4 1712500 2460860 12,30430 132,0922 210,4078 140,00 197,00

2,0 horas 1425000 3902563 19,51282 80,4015 204,5985 9300 185,00
40horas 4 1220000 49,13247 2456624 43,8193 200,1807 77.00 166,00
Total 16 146,1250 36,01643  9,00411 126,9332 1653168 77,00 197,00

Y

56



Tabla 10: Valores descriptivos del area bajo la curva de niveles plasmaticos de
glucosa de los distintos tratamientos. Ayacucho — 2014

Intervalo de
confianza para la
, Desviacién Error media al 95% P ani
N Media tipica tipico Minimo Maximo
Limite Limite

inferior  superior

Normoglicémicos

4 1933750 13,7003 685451 1715609 2151891 177,75 20550
Hiperglicémicos 4 2862500 2752650 1376325 2424492 3300508 261,75 322,00
Glibenclamida 4 2474375 3349712 1674856 194,1361 3007389 206,75 288,50
Insulina 4 1858125 4497563 2248781 1142462 257,3788 12625 23550
Stevia rebaudiana 4 2106875 57,76474 28,88237 1187709 3026041 14575 271,00
Total 20 2247125 5143355 11,50089 2006409 2487841 12625 322,00
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Tabla 11: Analisis de varianza del area bajo la curva de niveles plasmaticos de
glucosa de los distintos tratamientos. Ayacucho — 2014

ci:?riggs ol cug:rdz;ﬁca g &g,
Inter-grupos 27980,956 4 6995,239 4,709 ,012
Intra-grupos 22281,828 15 1485,455
Total 50262,784 19
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Tabla 12: Valores descriptivos del tamafio, peso y desintegracion de la tableta
elaborada a base del extracto atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni.

Ayacucho - 2014

Maximo

N Minimo Media Desv. tip. Varianza
Diametro 10 8,04 8,06 8,0520 ,00632 ,000
N valido (segun lista) 10
Altura 10 5,43 5,49 5,4620 ,02300 ,001
N valido (segun lista) 10
Variacién de Peso 20 203,30 207,30  205,0200  1,10339 1,217
N valido (segun lista) 20
Tiempo de
Desintegracion 10 14,90 15,00 14,9700 ,04830 ,002
N valido (segun lista) 10
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Figura 03: Cromatograma del estandar de esteviosido. Ayacucho — 2014

3 ESTEVIOSIDOS56,730%

Sample Name: ESTEVIOSIDO56,730% Injection Volume: 2,0 pl
Vial Number: RA2 Channel: Uv_VIS_1
Sample Type: Standard Wavelength: 210,0 nm
Control Program: Estevidsido Bandwidth: 2
Quantif. Method: Estevibsido Dilution Factor: 1,0000
Recording Time: 5/2/12014 12:44 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 90,00 Sample Amount:  1,0000
80.0 ESTEVIOSIDO #3 [modified by lab, 1 peak manually assigned] Uv VIS 1
: ijU WVL:210 nm|
1 - Esteviosido - 8.873
62.5]
50.0-
375
25.0—: 2-9.363
125
0.0
T e ottt
0.0 12,5 25.0 375 50.0 625 75.0 90.0
& Ret.Time Height Area Rel.Area
N e Peak Name mAU mAU*min % Amount Type
1 8,87 Estevidsido 70,004 16,057 75,54 0,551 BM*A
2 9,36 na. 22,638 5,198 24,46 n.a. MB*
Total: 252,645 21,256 100,00 0,551
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Figura 04: Cromatograma de la muestra de tableta elaborada a base del
extracto atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni. Ayacucho — 2014

9 Tabletas de Estevia

Sample Name: Tabletas de Estevia Injection Volume: 5,0 pl
Vial Number: RAS Channel: UV_VIS_1
Sample Type: unknown Wavelength: 210,0 nm
Control Program: Estevidsido Bandwidth: 2
Quantif. Method: Estevidsido Dilution Factor: 1,0000
Recording Time: 5/2/12014 17:45 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 15,00 Sample Amount.  1,0000

4.00 ESTEVIOSIDO #9 [modified by lab, 1 peak manually assigned] Uv_Vvis 1

’ AU WVL:210 nmy
] 2-9.543
3.00+
2.00+

1 lﬁrte\fiosido -9.040

o.oo—J

A0t T T T T T ] T T T
0.0 20 40 6.0 8.0 10.0 12.0 15.0

Ret.Time Height Area Rel.Area
N° Hilki Peak Name i EU mAU*min % Amount Type
1 9,04 Esteviosido 1,380 0,329 27,28 0,011 BM*
2 9,54 na. 3,524 0,877 72,72 n.a. mB*
Total: 252,645 1,206 100,00 0,011
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Figura 05: Clasificacion Taxonémica de Stevia rebaudiana Bertoni

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, l1a Bach. en Farmaaa y Bioquimica, Srta. Morcodes, YANCE RONDINEL,
ha solicitado la idenuficacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

OVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN | ASTERALES

FAMILIA ! ASTERACEAE

GENERO Stevia

ESPECIE Stovia robaudiona Bortoni
N.V. ! ‘estevia’

Se expide 1a certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente. '

Ayacucho, 21 de Noviembre del 2013
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Figura 06: Fotografia de la hojas desecadas de Stevia rebaudiana Bertoni
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Figura 07: Fotografia del molino de cuchillas del Centro de Desarrolio Analisis y
Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
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Figura 08: Fotografia de las hojas reducidas de tamafio Stevia rebaudiana
Bertoni
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Figura 09: Fotografia de los equipos de extraccién del Centro de Desarrolio
Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos




Figura 10: Fotografia del atomizador Spray Driver B290 del Centro de Desarrollo
Andlisis y Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos
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Figura 11: Fotografia del extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni
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Figura 12: Fotografia de la identificacién de los metabolitos secundarios de
Stevia rebaudiana Bertoni
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Figura 13: Fotografia de la determinaciéon del contenido de humedad y ceniza
del extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni
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Figura 14: Fotografia de la tableteadora monopunzona y comprimidos

elaborados a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni
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Figura 15: Fotografia de los controles realizados a la tableta hipoglucemiante
elaborada a base del extracto atomizado de ia Sfevia rebaudiana Bertoni.
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Figura 16: Fotografia de la valoracion de los niveles de esteviosido por HPLC
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Figura 17: Fotografia de la evaluacién del efecto hipoglucemiante
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PERSONAL INVESTIGADOR: Mercedes Yance Rondinel.

TRARSIGE IWrs IFIGARE Fle W% WAE I I L B 1w

TITULO: Efecto hipoglicemiante de una tableta efaborada a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana en ratas albinas. Ayacucho - 2013

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Efecto ¢ Tendra efecto Objetivo General Hy: La tableta Variable Poblacién: Planta de Stevia rebaudiana Bertoni, que crece en el Valle
hipoglicemiante hipoglucemiante una | « Conocer el efecto | elaborada a base del | independiente: de! Rio Apurimac y Ene (VRAE), comunidad de Palestina Baja, del

de una tableta
elaborada a base
del extracto
atomizado de
Stevia rebaudiana
en ratas albinas.
Ayacucho - 2013

tableta elaborada a
base del extracto
atomizado de Stevia
rebaudiana?

hipoglicemiante de

una tableta
elaborada a base
del extracto

atomizado de Stevia
rebaudiana Bertoni.
Objetivos
Especificos
« Evaluar las
caracterlisticas
fisicoquimicas  del
extracto atomizado
de Stevia
rebaudiana Bertoni.
« Formular una tableta
hipoglicemiante
elaborada a base
del extracto
atomizado de Sfevia
rebaudiana Bertoni.
¢ Valorar los niveles
de estevibsido en la
tableta empleando
Cromatografia
Liquida de Alta
Resolucién (HPLC).
e Evaluar el efecto
hipoglicemiante

empleando el
método de
hiperglicemia
inducida con
glucosa.

extracto atomizado
de Stevia rebaudiana
tiene efecto
hipoglicemiante.

H,: La tableta
formulada a base del
extracto atomizado
de Stevia rebaudiana
no tiene efecto
hipoglicemiante
Hipétesis
Estadistica:

Hi:0; < 04

Hg: OZ = 04

Tableta elaborada a
base del extracto
atomizado de Stevia
rebaudiana.
Indicadores:

« 100 mg/kg extracto
atomizado de
Stevia rebaudiena.

+ Parameftros
fisicoquimicos de la
tableta.

Variable

dependiente:

Efecto

hipoglucemiante.

Indicadores:

+ Niveles de glucemia
en sangre.

]

Distrito de Kimbiri, Provincia de La Convencién, Departamento de Cusco.
Muestra: 5 kg de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni que seran tomadas
al azar, se recolectaran durante el mes octubre del 2013, del bosque
humedo tropical de la comunidad de Palestina Baja, del Distrito de
Kimbiri, Provincia de La Convencién, Departamento de Cusco.
Unidad experimental: Ratas albinas W., machos de peso promedio 200
+10 g, en buen estado de salud, que seran proporcionados por el bioterio
de la Universidad Nacional Agraria La Molina
Procedimiento para la recoleccién de datos
Obtencién del extracto atomizado.
Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del extracto atomizado
Caracteristicas organolépticas.
Identificacién de compuestos quimicos
Determinacion de pH.
Determinacién de sustancias solubles.
Determinacién de cenizas totales.
Determinacion del contenido de humedad (método gravimétrico)
Formulacién y elaboracién de tabletas de Stevia rebaudiana Bertoni.
Valoracién de los niveles de esteviésido en la tableta
Determinacién del efecto hipoglucemiante.
Diseflo experimental.
Tipo de Investigacién:
Experimental.
Disefio de investigacién:
Disefio con posprueba Unicamente y grupo control;

RG1 X 0,

RG2 - 0,
R : Asignacién al azar o aleataria
G : Grupos de sujetos ( G1, grupo 1; G2 grupo 2; etc.)
X : Tratamiento, estimulo o condicion experimental.
O : Medicién experimental.
- :Ausencia de estimulo. Indica grupo control o testigo.
Anélisis Estadistico:
Se realizé las siguientes pruebas: el andlisis de varianza (ANOVA) al
95% de nivel de confianza. La significacién estadistica enfre los grupos
se evalud a través de la prueba Duncan. Para determinar dichas pruebas

* * o o 0

—se utilizé el paquete estadistico SPSS 21 (PASW Statistics).

Blga.
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Efecto hipoglicemiante de una tableta elaborada a base
del extracto atomizado de Stevia rebaudiana en ratas
albinas. Ayacucho - 2013

Mercedes Yance Rondinel' y Marco Arones Jara'.
"Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga.

RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el objetivo de evaluar el efecto hipoglicemiante de una tableta
elaborada a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni. Se desarrolld en el Centro de
Desarrollo, Anilisis v Control de Calidad de Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) de la
Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga. El tipo de investigacién fue experimental. Se evaluaron los parametros fisicoquimicos del extracto
atomizado, asi mismo se formularon y elaboraron las tabletas. Finalmente se valoraron los niveles de
estevidsido y se determinaron el efecto hipoglicemiante utilizando el método del test de tolerancia oral a la
glucosa. El extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni presenta caracteristicas organolépticas como:
color beige, olor caracteristico, sabor dulce y un aspecto de polvo fino homogéneo. Caracteristicas
fisicoquimicas como: humedad 3,57 %, cenizas totales 4,66 % y compuestos quimicos como: alcaloides,
flavonoides, fenoles, taninos, triterpenos y esteroides. La férmula final de la tableta contiene los siguientes
excipientes: celulosa microcristalina PH-101, carboximetil celulosa sodica, diéxido de silicio y estearato de
magnesio, cumpliendo con los estindares permitidos. Se determiné los niveles de estevidsido en la tableta
empleando la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), obteniéndose un 2,33% y 4,77 mg de
estevidsido por tableta. Se determinaron las areas bajo la curva de los niveles de glicemia en funcién del
tiempo y al realizar la comparacién de las medias utilizando la prueba de Duncan, las tabletas de Stevia
rebaudiana Bertoni estadisticamente tienen el mismo comportamiento con el grupo tratado con insulina y
glibenclamida. En conclusién las tabletas de Stevia rebaudiana Bertoni tienen efecto hipoglicemiantes en
ratas albinas.

Palabras clave: tabletas, extracto atomizado, Stevia rebaudiana Bertoni, efecto hipoglicemiante, glicemia.

SUMMARY

This research was conducted to evaluate the hypoglycemic effect of a tablet produced from atomized extract
of Stevia rebaudiana Bertoni. It was developed in the Centro de Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de
Medicamentos y Fitomedicamentos (CEDACMEF) of the Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. The research was experimental.
Physicochemical parameters were evaluated atomized extract, also formulated and prepared tablets. Finally
stevioside levels were assessed and the hypoglycemic effect was determined using the test method of oral
glucose tolerance. The atomized extract of Stevia rebaudiana Bertoni having organoleptic characteristics as:
beige color, characteristic odor, sweet taste and a homogeneous appearance of fine dust. Physicochemical
properties such as moisture 3,57%, 4,66% total ash and chemical compounds such as alkaloids, flavonoids,
phenols, tannins, triterpenes and steroids. The final formula of the tablet contains the following inactive
ingredients: microcrystalline cellulose PH-101, sodium carboxymethyl cellulose, silicon dioxide and
magnesium stearate, complying with the permitted standards. Stevioside levels were determined on the tablet
using the High Resolution Liquid Chromatography (HPLC) to yield 2,33% and 4,77 mg of stevioside per
tablet. Areas under the curve of blood glucose levels versus time and the comparison of means using the
Duncan test were determined tablets Stevia rebaudiana Bertoni statistically have the same behavior with the
insulin and glibenclamide group. In conclusion tablets Srevia rebaudiana Bertoni have hypoglycemic effect in
albmo rats.

Keywords: tablet, atomized extract, Stevia rebaudiana Bertoni, hypoglycemic effect, glycemia.



INTRODUCCION

La Stevia es un géneroc de planta con poder

edulcorante, la cual es utilizada como un producto

alternativo al azicar y a los endulzantes artificiales.

Es un pequefio arbusto originario de la flora

sudamericana que se criaba espontineamente en el

habitat semiarido de las laderas montafiosas de

Paraguay y en las zonas adyacentes de Brasil®

Esta planta tiene efectos beneficiosos en la

absorcion de la grasa y la presién arterial. Contiene

carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, por
lo que hoy en dia, en paises como Japén abarca el

41% de los edulcorantes consumidos. El sabor dulce

de la planta se debe a un glucdsido llamado

esteviosido, ademas de otros compuestos como
glucosa y rebaudiosido.

Segiin la FDA, la Stevia en su forma natural es 15

veces mas dulce que el azcar de mesa (sucrosa) y

el extracto es de 100 a 300 veces mas dulce que la

sucrosa. Algo importante de recalcar es que se ha
descubierto que no afecta los niveles de azficar
sanguineo, por el contrario, se ha podido encontrar
que posee propiedades hipo glucémicas, las cuales
mejoran Ja tolerancia a la glucosa. Por este motivo

se recomienda su uso a pacientes diabéticos. 2

La diabetes mellitus es un problema de salud

publica importante que afecta a gran parte de la

poblacién mundial y nacional. En las Américas se
tiene un namero de personas con diabetes mellitus
de 35 millones para el afio 2000, de 40 millones el

afio 2005 y se espera que alcanzara a los 63

millones para el afio 2025. ¥

Las investigaciones sobre el estudio de plantas

medicinales son reconocidas y de gran importancia

para la Organizacion Mundial de la Salud.

Considerando  los  estudios  quimicos vy

farmacoldgicos realizados en nuestro pais y el

extranjero sobre esta planta, se ha encontrado
reiteradas evidencias de su accion hipoglucemiante,
para lo cual se elabord una tableta a base del

extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni y

se evalué el efecto hipoglicemiante utilizando el

método del test de tolerancia oral a la glucosa segin

Arroyo 2012. Planteandose los siguientes objetivos:

Objetivo general:

s Conocer el efecto hipoglicemiante de una
tableta elaborada a base del extracto atomizado
de Stevia rebaudiana Bertoni.

Objetivos especificos:

e Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas del
extracto atomizado de Stevia rebaudiana
Bertoni.

o Formular una tableta hipoglicemiante elaborada
a base de! extracto atomizado de Stevia
rebaudiana Bertoni.

e Valorar los niveles de estevidsido en la tableta
empleando Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC).

e Evaluar el efecto hipoglicemiante empleando
el método de hiperglicemia inducida con
glucosa.

MATERIAL Y METODOS

Definicién de Ia poblacién y muestra

Poblacion muestral: Plantas de Stevia rebaudiana

Bertoni, del Valle de los Rios Apurimac, Ene y

Mantaro (VRAEM), comunidad de Palestina Baja

del Distrito de Kimbiri, Provincia de La

Convencion, Departamento de Cusco.

Muestra: 5 kg de hojas de Stevia rebaudiana

Bertoni tomadas al azar y recolectadas durante el

mes octubre del 2013, del bosque humedo tropical

de la comunidad de Palestina Baja del Distrito de

Kimbiri, Provincia de La  Convencion,

Departamento de Cusco.

Disefio metodolégico

Tipo de Investigacion

e Experimental.

Diseiio de investigacion

%seﬁo con posprueba unicamente y grupo control.

Metodologia para la recoleccién de datos
Recolecciéon de muestras:

5 kg de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni tomadas
al azar, recolectadas durante el mes octubre del
2013, de la comunidad de Palestina Baja de} Distrito
de Kimbin, Provincia de La Convencion,
Departamento de Cusco.

Obtencién del extracto atomizado de las hojas de
Stevia rebaudiana Bertoni.

Las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, fueron
secadas a temperatura ambiente, en un lugar con
buena ventilacion, cambiando el papel de soporte
cada 24 horas y removiendo el vegetal para evitar su
descomposicién, por un periodo de 30 dias. ">
Las hojas desecadas de Stevia rebaudiana Bertoni
fueron reducidas utilizando el molino de cuchillas
con malla de 1 cm de didmetro de luz, 1,0 kg de
Stevia se sometio a lixiviacién utilizando 20 litros
de solucién que se obtiene al disolver acido citrico
en un porcentaje del 10% a temperatura ambiente.
La solucién se enfri6 en una cimara de
refrigeracién hasta una temperatura de 2 °C, a
continuacion se filtré utilizando membranas de 0,1
~ 02 mm y se concenird por evaporacion a
temperatura menor a 45 °C, hasta llegar a un 10%
de sélidos totales."?

Luego la solucidén concentrada se seco utilizando el
Atomizador Spray Driver B290 del CEDACMEEF de
ia Escuela de Formacion Profesional de Farmacia y
Bioquimica, se mezclé antes del proceso de



atomizacion con maltodextrina como vehiculo de
atomizacién en una concentracion del 10%. Se
considerd los siguientes parametros para su
atomizacion:

Temperatura de entrada: 170 a 180°C
Temperatura de salida: 77 a 83°C

Aspirador: 100%

Porcentaje de bomba: 15 a 30%

Flujo de muestra: 3-4 cm’/min.

El producto atomizado fue envasado en un
recipiente herméticamente cerrado. ¥

Evaluacién de las caracteristicas fisicoquimicas
del extracto atomizado

Una vez obtenida el extracto, se evaluaron los
parametros fisicoquimicos que definan la calidad de
los mismos, que a continuacion sefialamos:

* Determinacion de las caracteristicas
organolépticas

Identificacion fitoquimica

Determinacion de la solubilidad

Determinacion de pH

Determinacion del contenido de humedad
Determinacion de cenizas totales

Determinacion de sustancias solubles
Formulacion y elaboracion de tabletas de Stevia
rebaudiana Bertoni

Formulacién de Ia tableta:

Tabla 01: Excipientes de una tableta
hipoglucemiante elaborada a base del extracto
atomizado de la Sevia rebaudiana Bertoni.

PRINCIPIO  ACTIVO Y FORMULAS

ENEIEIRISINS TRATAMIENTO BLANCO
Extracto atomizado de Stevia X

Celulosa microcristalina (PH - 101) X X
Carboximetilcelulosa sodica X X
Dioxido de silicio X X
Estearato de magnesio X X

Método de elaboracion de la tableta

Se elaboré con los materiales y equipos del

CEDACMEF, de acuerdo al siguiente

procedimiento:

e Se tamizo la celulosa microcristalina (PH-101),
la carboximetilcelulosa sodica, didxido de
silicio y el extracto atomizado por un tamiz
con una malla de 0,4 mm de diametro.

Se mezcld en bombo en “V” por 10 minutos.

e Se adiciona el lubricante y se tamizo por tamiz

de diametro 0,4 mm de didmetro.

e Se mezclé nuevamente en bombo “V” por 10
minutos.

e Se realiz6 la compresion en la tableteadora
monopunzona, con un parametro de 60 golpes
por minuto.

Controles

e Tamaifio: se midieron el diametro y altura de las
tabletas haciendo uso de un vemier digital.

e Uniformidad de peso: se pesaron 10 tabletas

haciendo uso de la balanza analitica.

e Desintegracion: la prueba se realizé haciendo
uso del equipo de desintegracion, de acuerdo al
procedimiento descrito por la USP. Se coloco la
tableta en cada una de las canastillas y se
controlaron los tiempos de desintegracién a una
temperatura de 37 °C. ¥

Valoracion de los niveles de esteviésido en la

tableta

La metodologia analitica empleada es la sugerida

por Joint FAO/WHO Expert Committee on Food

Additives (2010). Se utilizo el equipo de

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

marca DIONEX ULTIMATE 3000, del Centro de

Desarrollo, Analisis y Control de Calidad de

Medicamentos y Fitomedicamentos, equipado con

inyeccion automatica, compresor de aire y un

detector UV/Vis. La solucién estandar se prepard

utilizando 50 mg de estandar disolviendo y

enrasando con agua-acetonitrilo (7:3) a 50 ml. La

solucion de muestra se prepar6 utilizando 50-100

mg de muestra disolviendo y enrasando con agua-

acetonitrilo (7:3) a 50 ml. A una longitud de onda
de 210 nm se inyect6 5 pl de solucion estandar y de

muestra, utilizando una columna C18 (longitud: 250

mm; diametro interior: 4,6 mm y tamafio de

particula: 5 um) a temperatura de 40°C. Se utiliz6

una fase moévil de acetonitrilo y buffer de fosfato de

sodio 10 mmol/l (pH2.8) en Proporcién 32:68,

Aplicando un flujo de 1 ml/min. ©

El porcentaje del estevidsido en la muestra se

calcula a partir de la formula:

Ws\ (fx-Ax
0, — e S e S ks
o = (57)- (F7)- 100

Donde:

%X = Porcentaje del estevidsido

W; = Cantidad (mg), calculado sobre la sustancia

seca de estevidsido en la solucion estandar

W = Cantidad (mg), calculado sobre la sustancia

seca de la muestra en la solucion de la muestra

A; = Area del pico del esteviésido de la solucién

estindar

Ay = Area del pico de X para la solucién de

muestra; y



fx = Relacion del peso de la formula de X para el

peso de la formula de estevidsido: 1.00

(esteviosido)

Evaluacion de la actividad hipoglucemiante

Se utilizo el Test de tolerancia oral a la glucosa,

segan CYTED 1995 y Arroyo 2012, 4%1®

Procedimiento:

o  Se utiliz6 ratas machos cepa Holtzman con un
peso promedio (210 +10g).

e  Se aclimataron por dos dias en jaulas metalicas
con viruta de madera; en condiciones
estindares iluminacién y temperatura para
eliminar el efecto de estrés, con alimentos y
agua a libertad.

e Las ratas en tratamiento fueron sometidas a un
ayuno 15 horas antes del tratamiento.

e Se peso, codificé y se realizo una aleatorizacion
las ratas en grupos, teniendo en cuenta el
siguiente disefio:

Tabla 02: Aleatorizacion de las ratas en distintos
grupos de tratarmento.

GRUPOS TRATAMIENTO DOSIS
1 Suero Fisiologico 2 mi/kg
2 Glucosa 2000 mg/kg
3 Glucosa + Glibenclamida 50 mg/kg
4 Glucosa + Insulina 4 Ulkg
5 Glucosa + Tableta de Stevia 100 mg/ kg

¢ Se determind el nivel de glucosa basal en cada
uno de los animales para lo cual se tomd la
muestra de sangre de la cola con una lanceta,
descartando la primera gota, utilizando el
glucoémetro digital.

s El producto evaluado, la insulina y la
glibenclamida se disolvi6 en agua destilada y se
administré inmediatamente después de la
glucosa por via oral, a excepcion de la insulina
por via subcutanea.

e El tratamiento se administré por via oral a los
grupos comrespondientes. Paralelamente se
administré glucosa por via intraperitoneal en
dosis de 200 mg/kg las medidas de la glucosa
se hicieron antes de iniciar los tratamiento, 1, 2
y 4 horas después de la administracion de
glucosa. 459

Se praficé los niveles de glucosa a diferentes

tiempos y se calculd el irea bajo la curva de niveles

plasmaticos, utilizando el método de los trapecios.

Método del trapecio: Consiste en aproximar el area

bajo la curva f(x) en el intervalo [a,b] que contiene

los datos, mediante el area del trapecio rectangulo
‘determinado por los puntos (a,0), (b,0), (a, f(a)) y
(b, f(b)), tal y como muestra la figura 01:

fb)
f(a)

— f(x)

Figura 01: Area bajo la curva por el método de los
trapecios.

El area del trapecio es la semisuma de las bases

multiplicadas por la altura. En este caso seré:

= Lga)+ AB).0-a)

Anilisis de datos.

Se realizo el analisis de varianza (ANOVA) al 95%
de nivel de confianza. La significacion estadistica
entre los grupos se evalud a través de la prueba
Duncan. Para determinar dichas pruebas se utilizo el
paquete estadistico SPSS 21.

RESULTADOS
Tabla 03: Caracteristicas fisicoquimicas del
extracto atomizado de las hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni. Ayacucho — 2014

CARACTERISTICAS ENSAYOS  RESULTADOS
Color Beige
Olor Caracteristico
Organolépticos Sabor Dulce
Polvo fino
i homogéneo
Agua Muy Soluble
Solubilidad Metanol Poco Soluble
Cloroformo Insoluble
Extracto
pH Atomizado 5,70
al5%
Humedad Gravimétrico 3.57%
Cenizas Gravimétrico 4 66%
Rendimiento 12,5%

Tabla 04;: Metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni.
Ayacucho — 2014

ENSAYOS RESULTADOS OBSERVACIONES

Dragendorff ++ Turbidez definida

ALCALOIDES Mayer - No presenta
‘Wagner ++ Turbidez definida

FLAVONOIDES  Shinoda + Fase anilica

coloreada
TFENOLES Y/O Cloruro o Coloracion azul
TANINOS férrico verdosa

TRIRREENR Liebermann- +++ Coloracin verde

YO




ESTERCIDES Burchard oscura
LEYENDA:

(=) : Ausente

+) : Escasa

(++) : Buena

(+++) : Excelente

Tabla 05: Formulacion de wuna tableta

hipoglucemiante elaborada a base del extracto
atomizado de la Stevia rebaudiana Bertoni.
Ayacucho - 2014

PRINCIPIO ACTIVO Y EXCIPIENTES P“'(c.;;‘“je
Extracto atomizado de Strevia rebaudiana

: 48 89
Bertoni
Celulosa microcristalina (PH-101) 4822
Carboximetil celulosa sodica 1,89
Diéxido de silicio 0,76
Estearato de magnesio 0,24

Tabla 06: Controles realizados a la tableta
hipoglucemiante elaborada a base del extracto
atomizado de la Srevia rebaudiana Bertoni
Ayacucho — 2014

g

3

Niveles de Glucosa (mgldL)
g 3
o -]

&0,0

Fuente: Tabla N° 08

Figura 02: Variacion de los niveles medios de
glucosa de los tratamientos en funcion del tiempo.
Ayacucho — 2014

Tabla 08: Prueba de Duncan (p < 0,05) del area
bajo la curva de niveles plasmaticos de glucosa de
los distintos tratamientos. Ayacucho — 2014

CONTROLES RESULTADOS
Didmetro 8,05
i Cocﬁgler}tc de 0,000
Tamaiio variacion
(milimetros) Altura 5.46
Coeficicnte do 0,001
variacion
Media 205,02
Uniformidad de Desviacion 1.103
Peso estandar 2
(miligramos) Coeficiente de
o 1,217
variacién
Prueba de Media 14,97
Desintegracion Desviacién
(minutos) esté.nd;r i,048

Tabla 07: Valoracién por HPLC de los niveles de
esteviosido presentes en cada tableta de Stevia
rebaudiana Bertoni. Ayacucho — 2014

Tiempo Concentracion/
de Area %o tableta
Retencion Esteviosido (mg)
(min)
Estandar
(56,73%) 8.873 16,057
Muestra 9,040 0.329 2,33 477

Subconjunto para
Grupos N alfa = 0,05
1 2
Insulina 4 185,8125
Normoglicémicos 4 1933750
Stevia rebaudiana 4 210,6875
Glibenclamida 4 247 4375 2474375
Hiperglicémicos 4 286,2500
Sig. ,053 175
DISCUSION

Las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni fueron
recolectadas y seleccionadas del Valle de los Rios
Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM), comunidad
de Palestina Baja del Distrito de Kimbiri, Provincia
de La Convencion, Departamento de Cusco. Para la
obtencién del extracto atomizado se siguid el
procedimiento descrito por Razo®. La Tabla 03
muestra un porcentaje de rendimiento de 12,56 %,
es decir de 1 kg de hojas se obtiene 125,6 g de
extracto atomizado, resultado menor a la obtenida
por Razo”. Esta variacién podria ser debido al
lugar de procedencia de la Stevia rebaudiana
Bertoni, esta planta se cultiva a temperaturas entre
los 20 y 25 °C, crece entre los 500 y 1600 m.s.n.m.,
su habitat es en zonas con mucha luz solar pero
poco caliente.



Las caracteristicas fisicoquimicas del extracto
atomizado que muestra la Tabla 03, presentan
caracteristicas  organolépticas como un olor
caracteristico, sabor dulce y de aspecto polvo fino
homogéneo, especificos para los extractos
atomizados de Srevia rebaudiana Bertoni, mientras
que el color beige difiere de los obtenidos por
Razo™, debido al proceso de ultrafiltracion
utilizado. El extracto atomizado es muy soluble en
agua, poco soluble en metanol y practicamente
insoluble en cloroformo. El pH igual a 5,70
ligeramente 4cido, la humedad igual a 3,57 %
menor a la obtenida por Razo™®, valor que se
encuentra dentro de las especificaciones, pues un
exceso de humedad puede provocar crecimiento
microbiano o hidrélisis de algunos metabolitos
como manifiesta Miranda’” y Sharapin®®. Las
cenizas totales igual a 4,66 % mayor a la obtenida
por Razo ©, posiblemente debido a las materias
extrafias principalmente suelo y arena que se
adhieren a superficie de las hojas.

En la tabla 04 observamos los metabolitos
secundarios presentes en el extracto atomizado
como: alcaloides, flavonoides, fenoles, taninos,
triterpenos y esteroides; corroborados por Bravo™.
Demostrandonos que en el proceso de secado por
atomizaciéon no se pierden los metabolitos
secundarios responsables del efecto farmacologico,
especificamente los diterpenos, que muchos
estudios reportan como el responsable del efecto
hipoglicemiante.

Trillo® nos manifiesta que un estudio de
formulacion debe ir precedido del conocimiento de
determinadas propiedades fisicas, quimicas vy
biofarmacéuticas del principio activo y la influencia
sobre éstas de los excipientes y proceso tecnologico,
para conseguir tres cualidades fundamentales del
medicamento: estabilidad, seguridad y eficacia. Asi
mismo Gonzalez®’ expresa que la elaboracion de
un comprimido por el método de la compresion
directa presenta algunos inconvenientes potenciales,
como tendencia a la dureza elevada y a la
adherencia, tiempo de disgregacion excesivo y
problemas asociados al flujo imegular. En el
presente estudio esta situacion se agrava debido a la
higroscopicidad inherente a los extractos
atomizados y a la cantidad de extracto afiadida. Las
medidas utilizadas para contrarrestar dichos
problemas en la elaboracion de tabletas a base del
extracto atomizado Stevia rebaudiana Bertoni fue el
empleo de coadyuvantes derivados de la celulosa en
el proceso por compresion directa.

Tomando como referencia la formula propuesta por
Gonzalez™ y después de elaborar varios pilotos y
realizindolos los controles respectivos, se llegd a

una formula final Gnica tal como muestra la Tabla
05, donde podemos observar a la celulosa
microcristalina (PH-101) como diluyente que le
concede a las tabletas buenas caracteristicas en la
dureza, friabilidad y desintegracion, a la
carboximetil celulosa sodica que facilita la
desintegracion o disgregacién de la tableta, el
diéxido de silicio como deslizantes que reducen la
friccibn en la etapa de compresién entre las
particulas y el estearato de magnesio como
antiadherente evitando que la tableta se adhiera a la
matriz o a los punzones.

Seguidamente se realizaron controles a fin de
garantizar la eficacia y seguridad del medicamento.
Como podemos ver en la Tabla 06, las tabletas
cumplen con los estandares permitidos al presentar
una uniformidad en el didmetro y altura, ya que el
rango de variacion permitido es de + 5%, asi mismo
estas dimensiones fisicas del material junto con las
densidades de los excipientes determinaran su peso.
Con respecto a la uniformidad de pesos se han
pesado 20 tabletas tomadas al azar, obteniendo un
promedio de 205,02 mg y una variacién de 1,217,
cumpliendo con los estandares permitidos ya que la
variacién permitida es de + 5% segin la USP 35,
asi mismo, ningin peso individual se desvia del
peso promedio en mas o menos de la desviacion
porcentual permitida. La desintegracion nos sirve
como guia en la preparacion de una formula éptima
y en las pruebas de control de proceso para asegurar
la uniformidad de lote a lote, el tiempo que tardé en
desintegrarse como se observa en la Tabla 06 fue de
14,97 minutos, igual que los controles anteriores
cumplen con los estandares permitidos, ya que la
especificacién de una tableta no recubierta es de 5 a
30 minutos segtn la USP 3572,

Para la valoracion de los niveles de estevidsido en la
tableta, se tomdé como referencia la técnica
establecida en la 73 * reunion del Comité de
Expertos de la FAO / OMS en Aditivos
Alimentarios.”® Los niveles de esteviésido es de
2,33% y una concentracion de 4,77 mg por cada
tableta, como se puede observar en la Tabla 07, los
niveles de estevidsido soy muy bajos en
comparacién a lo mencionado por Peiia®® y
Jiménez®™ quien manifiesta que existe una gran
variabilidad para los contenidos de estevidsido y
rebaudiésido A observandose valores de 0 -21%
para estevidsido, y 0 a 12% para rebaudidsido A.
Dicha variabilidad se debe como menciona
Jiménez™, a que la estevia se reproduce
sexualmente por fecundacién cruzada (alogama) por
lo que no debe extrafiar la diversidad fenotipica y
genotipica que se observa en plantas que crecen
espontineamente, asi como en cultivos comerciales,



ambas caracteristicas son gobernadas por genes de
herencia cuantitativa por lo que es de esperar
influencias de factores ambientales sobre los
mismos (época de cosecha, pos cosecha,
temperatura, humedad, etc.)

El WHO"? refiere que la diabetes mellitus como un
desorden metabolico de multiples etiologias
caracterizado por hiperglicemia cronica con
disturbios en el metabolismo de carbohidratos,
proteinas y lipidos resultando en defectos de la
secrecion de insulina. El diagnéstico clinico de la
diabetes es frecuentemente mdicado por Ila
presencia de sintomas tales como poliuria,
polidipsia y pérdida de peso corporal, y es
confirmado por la medida de niveles anormales de
glicemia. El WHO"? establece una glicemia
plasmatica venosa (GPV) > 7,0 mmol/l (=126
mg/dl) previo ayuno o ausencia de ingesta calorica,
o de una glicemia plasmatica venosa (GPV) = 11.1
mmol/l (>200 mg/dl) a las dos horas después de la
ingesta de una carga de 75 g de glucosa oral (test de
tolerancia oral a la glucosa).

El modelo experimental para determinar el efecto
hipoglicemiante fue el Test de tolerancia oral a la
glucosa, propuesta por CYTED®® y Arroyo’”. La
Figura 02 muestra los niveles de glicemia en
funcién del tiempo de los distintos tratamientos,
igualmente la Tabla N° 08 presenta los valores
descriptivos de los niveles de glicemia, donde
podemos observar que la hiperglicemia (=200
mg/dl) perdura por mas de dos horas después de la
ingesta de 2000 mg/kg de glucosa por via oral
(grupo hiperglicémicos). Asi mismo podemos
presenciar que la tableta elaborada a base del
extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni,
reduce los niveles de glicemia a las dos horas (142
= 39 mg/dl) en comparacion al control
glibenclamida (173 + 37 mg/dl).

Jeppesen® y Gregersen™, determinaron el efecto
Antihiperglucémico de la Stevia rebaudiana
Bertoni, utilizando el area bajo la curva de los
niveles de glicemia. De igual forma el Anexo 02
muestra los valores descriptivos del area bajo la
curva de niveles plasmaticos de glucosa de los
distintos tratamientos, para determinar el area bajo
la curva se utiliz6 el método de los trapecios,
observando que la tableta elaborada a base del
extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni
presenta un area de 210,68 + 57 menor en
comparacion del control ghbenclamida con un érea
de 247,43 + 33.

Para el analisis de datos se utilizé el programa SPSS
version 21; el analisis de Varianza de las areas bajo
la curva de niveles glicemia de los tratamientos
presenta un valor de significancia p = 0.012 como

muestra el Anexo 03, es decir que existen
diferencias estadisticamente significativas (p <
0.05) entre los tratamientos a un nivel de confianza
del 95%.
Seguidamente se realizd las comparaciones
multiples de las medias de las areas bajo la curva de
niveles de glicemia de los distintos tratamientos
utilizando la prueba de Duncan. La Tabla 08
muestra la clasificacion de los tratamientos basado
en el grado de parecido existente entre sus medias,
donde podemos observar a los grupos de
tratamiento como la Insulina, Normoglicémicos,
Stevia rebaudiana y Glibenclamida que no difieren
significativamente, clasificados en el subconjunto 1,
es decir tienen estadisticamente el mismo
comportamiento. El subconjunto 2 formado por el
grupo de tratamiento de Glibenclamida e
Hiperglicémicos estadisticamente tiene el mismo
comportamiento, pero difieren con los demas
grupos de tratamientos.
Todos estos resultados nos conducen a afirmar que
la tableta elaborada a base del extracto atomizado
de Stevia rebaudiana Bertoni, tiene efecto
hipoglicemiante estadisticamente semejante al
grupo tratado con Insulina y Glibenclamida, esta
afirmaciébn  es sustentada por la  buenas
caracteristicas fisicoquimicas de la tableta, como el
menor tiempo desintegracién y la presencia del
esteviosido y rebaudiésido A en la tableta,
Muchos estudios reportaron reducciones
estadisticamente  significativas  del  efecto
hipoglicemiante atribuyéndosele principalmente al
estevidsido, metabolito  presente en la Stevia
rebaudiana Bertoni como refiere Jeppesen® vy
Gregersen”. El presente estudio refuerza tal
hipétesis pues se ha demostrado que la tableta
elaborada a base del extracto atomizado de Stevia
rebaudiana Bertoni contiene el estevidsido y tiene
efecto hipoglicemiante.
Jeppesen®  investigaron  profundamente  al
estevidsido como metabolito activo en el efecto
hipoglicemiante, para lo cual utilizaron las lineas
celulares beta INS-1 de los islotes de Langerhans
del ratdn, esclareciendo el posible mecanismo de
accion, pues el esteviosido estimula la secrecion de
la insulina via una accion directa en las células beta
pancreatica.
Conclusién: La tableta elaborada a base del extracto
atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni tiene
efecto hipoglicemiante. )
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