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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determiné el efecto de la panela Saccharum
officinarum y de la leche de Glycine max en Rattus rattus var. albinus con osteoporosis
inducida. Se utilizaron 18 especimenes de Rattus rattus var. albinus hembras de 3 meses
de edad y peso corporal entre 150 g - 200 g, se realizd una distribucién aleatoria en tres
grupos, con 6 especimenes para cada grupo (control, problema | y problema I1). Al inicio
de la experiencia se tomaron muestras basales de calcio en sangre, después se indujo
osteoporosis mediante ovariectomia, transcurrido los 45 dias el grupo contrepsélo recibid
dieta estandar y agua ad libitium, mientras que al grupo problema I seyles-dadministré por
via oral durante 28 dias la leche de Glycine max a dosis de 2 mL, y para el grupo problema
Il se les administrd por via oral durante 28 dias la panela de-Saecharum officinarum a
dosis de 3.5 mL. Después de este tiempo se realizé un nu€wg control de calcio en sangre,
finalmente se realizé la toma de placas radiograficas avos especimenes y observar los
cambios en diferentes zonas del sistema 0seo erycada uno de ellos. Se obtuvo los niveles
de calcemia de cada espécimen de los grup0S experimentales obteniéndose valores
promedios de 5.71 mg/dL con la leche dé&lycine max y 6.18 mg/dL de calcio en sangre
con la panela de Saccharum officinardm, ambos valores disminuidos en comparacion del
valor promedio de 8.24 mg/dLde,ealcemia obtenido en el grupo control. En cuanto a los
cambios 6seos mediante placasradiograficas se observo hiperostosis en los animales que
recibieron panela de,Saecharum officinarum, no se encontré signos degenerativos
osteoarticulares para la leche de Glycine max; y para el control se observo
espondiloartraSis™Meve, escoliosis cervicodorsal y osteoporosis leve. Se concluyé que la
panela de“Qaccharum officinarum y la leche de Glycine max contribuyen en la

recuperacion de la calcificacion dsea.

PALABRAS CLAVES: panela, Saccharum officinarum, Glycine max, calcemia,

osteoporosis, ovariectomia

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

ABSTRACT

In this research the effect of sugar cane Saccharum officinarum and milk Glycine max in
Rattus rattus var is determined. albinus with induced osteoporosis. 18 specimens were
used Rattus rattus var. albinus female 3 months old and weighing 150 g - 200 g, was
conducted randomly distributed in three groups, with 6 specimens for each group (control,
problem 1 and problem I1). At the beginning of the experiment basal calcium blood
samples were taken after osteoporosis induced by ovariectomy, 45 days after the control
group received only standard diet and water ad libitium, whereas the pralem group |
were administered orally for 28-day milk Glycine max to dose of 2 mk»and the problem
for group 11 were orally administered for 28 days of Saccharum officinarum sugar cane
at a dose of 3.5 mL. After this time a new control blood calciumswas conducted, finally
taking radiographic specimens and plates were observe efjanges in different areas of the
skeletal system in each. Serum calcium levels for each specimen of the experimental
groups obtained average values of 5.71 mg / dL~with the milk of Glycine max and 6.18
mg / dL blood calcium with panela Saccharupiofficinarum was obtained, both decreased
in value comparison values average of €24 mg / dL in serum calcium obtained in the
control group. Regarding bone charigés'using radiographs hyperostosis was observed in
animals receiving of SaccharugT@¥ficinarum sugar cane, not osteoarticular degenerative
signs for milk from Glycing™max was found; and for controlling mild spondylosis,
cervical mild scoliosig arig osteoporosis was observed. It was concluded that Saccharum
officinarum brown, skgar and milk Glycine max contribute to the recovery of bone

calcification.

KEYWORDS: panela, Saccharum officinarum, Glycine max, serum calcium,

osteoporosis, ovariectomy

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

I.- INTRODUCCION

La osteoporosis ha sido considerada como un problema mayor de salud
publica mundial en la poblacion senil (poblacion que se encuentra en constante
aumento). La prevalencia de esta enfermedad se incrementa con la edad avanzada
siendo el 4% en mujeres de 50-59 afios y alcanzando hasta el 52% a los 80 afios.
En la edad avanzada es factor fundamental en el 90% de las fracturas de columna
y cadera, siendo el principal determinante del riesgo de fractura la cantidad de
masa 0sea, a la que se une la alteracion de la calidad del hueso; finalmente, la
propension a las caidas facilita el desarrollo de la fractura.en la persona

predispuesta 1.

La osteoporosis es considerada come,\m padecimiento comun,
multifactorial, progresivo y debilitante de la arguitectura del esqueleto 6seo, y ha
sido reconocida por la Organizacion Mundiat'de la Salud (OMS) como uno de los
cinco principales problemas de salud>plblica mundial en la actualidad. Este
debilitamiento progresivo es conSgcuencia de la descalcificacion progresiva de
los huesos, lo cual aumenta ed riesgo significativo de morbimortalidad prematura,
manifestada por fracturas.8Seas, deformidad ésea y dolor cronico. La osteoporosis
se puede producir p@ptres mecanismos basicos: El primero por una falla en la
adquisicion de yha masa y calidad mineral ésea adecuada durante el crecimiento,
segundo pofque ocurre la resorcion dsea excesiva que produce disminucion de la
masa 0sgay deterioro de la microarquitectura del hueso; y finalmente la respuesta

de formacion inadecuada ante la resorcién 6sea °2.

El déficit de calcio o las alteraciones en su vias metabolicas son
mecanismos implicados en la génesis de la osteoporosis: la disminucién en la
ingesta de calcio, la malabsorcion o el déficit de vitamina D (debajo de 30 ng/ml)
pueden conducir a un hiperparatiroidismo secundario, que lleva a pérdida

acelerada de la masa 6sea e incremento en la fragilidad °2,
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Estos riesgos son consecuentes al descenso estrogénico, el cual conlleva a
una mayor pérdida de densidad mineral dsea, aun cuando existe una mayor
expectativa de vida para las mujeres en comparacién con los hombres. Tal es asi,
que los estrogenos son los principales responsables del mantenimiento de la masa
6sea en la mujer y, junto a los andrdgenos, también en el hombre adulto. Por lo
cual la osteoporosis asociada a la deficiencia estrogénica tras la menopausia
constituye la causa principal de pérdida de masa 6sea con la edad, por ello la
terapia de reemplazo estrogénico se considera el método mas eficaz para reducir
la pérdida de masa 6sea asociada a la osteoporosis posmenopausica y actualmente,
se considera que los factores nutricionales son importantes paraimodular el pico
y la subsiguiente pérdida de masa Osea asociada a la edadky a la deficiencia

estrogénica 12,

Por lo mencionado anteriormente los esfrogenos son mas utiles cuando el
tratamiento se inicia antes de que haya\pérdida importante de hueso, y sus
acciones beneficiosas requieren administracion continua; la pérdida de hueso se
reanuda cuando se suspende el tratamiento, entonces la estrategia mas adecuada
para estimar el riesgo de fractura/jpor osteoporosis es la que utiliza la densitometria
Osea (DO) de manera seleétiva en aquellos individuos que presenten mayor riesgo.
Por tanto la indicacién_dé la DO tiene que realizarse en funcion del nimero de
factores de riesgo~(FR) de fractura osteoporotica y el tipo (riesgo elevado o

moderado) gue presente el paciente 913,

Aunque, ésta es una enfermedad no curable, existen diversas formas
farmacoldgicas y no farmacologicas de prevencion y de tratamiento de la
enfermedad ya establecida. La terapia de reemplazo hormonal juega un papel muy
importante en el desarrollo y mantenimiento de la densidad dsea, lo cual ayuda
por consiguiente a prevenir la osteoporosis postmenopausica; también se utiliza
en el tratamiento de la pérdida de masa Osea cuando ésta ya ha comenzado.
Ademas puede prevenir el deterioro de la densidad del hueso y puede reducir la

incidencia de fracturas en la cadera *4.

11
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Muchos alimentos vegetales contienen cantidades de las diversas
moléculas de fitoestrogenos que tienen el potencial para mejorar la salud, lo cual
son un grupo heterogéneo de compuestos no esteroideos derivados de plantas, con
propiedades beneficiosas para el metabolismo celular y que poseen similitud
estructural y funcional con los estrogenos. Dentro de los fitoestrogenos se
encuentra a las isoflavonas incluyendo a la genisteina, es un fitoestrégeno
isoflavonoide natural que tiene un efecto estimulador sobre la formacion y la
mineralizacion ésea y la daidzeina, ambas isoflavonas estimulan la formacion
6sea e inhiben la resorcion osteoclastica, de modo que asi aumentan la masa 0sea,

teniendo el potencial para prevenir la pérdida 6sea con la edad X!/,

Las isoflavonas estan presentes en la soja (@lycine max) en grandes
cantidades, por lo que es utilizada en la prevencionyratamiento de enfermedades
cronicas. Muchos tipos de alimentos de soja son consumidos en todo el mundo,

entre ellos la leche de soja 8.

Asi mismo, se tiene a la pangla'de (Saccharum officinarum) que se obtiene
de la cafia de azucar, que gs 'mas pura que el azlcar porque es el resultado
exclusivo de la evaporaciém' de los jugos de la cafia y de la siguiente cristalizacion
de la sacarosa, sin que_s& someta a procesos de refinado o centrifugado o a otro
proceso quimicg;,por esta razon, la panela es un producto natural que mantiene
todos los nutrightes de la cafia de azucar. La panela es unalimento de altos valores
nutricignalgs, ya que esta compuesta por carbohidratos, minerales y vitaminas
dehidgna que en su preparacion se afiade hidroxido de calcio (como producto de
la cal viva), grasa de res que contiene vitamina D, lo que facilita la absorcion

intestinal de calcio. También contiene fosforo, hierro, sodio, potasio y magnesio

19-20

Newton K. (2006) realiz6 un ensayo aleatorio con la finalidad de probar la
hipétesis de que la administracion de suplementos de isoflavonas de soja conserva
la densidad mineral 6sea (DMO) en hombres mayores y mujeres, se concluyé que

los efectos del tratamiento sobre la DMO de la columna fueron significativamente

12
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mayores en las mujeres que en los hombres (p = 0,01). En comparacion, el
porcentaje de cambio en la DMO de cadera fue similar en los grupos de
tratamiento, y no fue diferente entre hombres y mujeres 2.

Albert C. (2002) realizd un ensayo clinico multicéntrico, abierto,
prospectivo, observacional y no aleatorizado a 190 mujeres posmenopausicas para
el estudio de la eficacia y seguridad de una preparacion fitoestrogenos derivados
de Glycine max (L.) Merr en la sintomatologia climatérica reporta que el
tratamiento con PHYTO SOYA por cuatro meses resultdé en una mejora
significativa de la sintomatologia que acompafia a la falta de estrQggho durante la
menopausia, una disminucion estadisticamente significativasen el nimero de

sofocos que fue experimentado por 80.82% de las mujefes .

Bahram A. (1996) comprobo que los suplementos de la soja previene la
pérdida 0sea producida por deficiencia dedadiormona ovérica y concluyé en que
a pesar de la mayor tasa de recambio dseo-en los animales alimentados con soya,
las densidades Oseas vertebrales® y femorales de estas ratas fueron
significativamente mayores que “los de las ratas ovariectomizadas y que no
recibieron tratamiento, lo‘qie sugiere que la formacion superd la resorcion de los

huesos 2.

BremnJ» (2005) en su estudio “Concentracion de minerales en ratas
ovariectonuzadas tratadas con estrogeno y progesterona” resalta que el hueso no
es ana ‘masa mineralizada adinamica sino que también en el desarrollo y
mantenimiento del tejido 6seo estan involucrados varios procesos complejos que
incluyen crecimiento endocondral, modelacion y remodelacion. En este modelo
de osteoporosis experimental con ratas ovariectomizadas y bajo dichos modelos
de trabajo, se registraron disminuciones significativas para magnesio sérico en
ambos lotes castrados y fosfatasa alcalina s6lo en el lote castrado que recibid
tratamiento hormonal; el resto de minerales estudiados en sangre no mostraron

diferencias. %

13
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Landa C. (2003) evalud el “Papel de la terapia hormonal sustitutiva, en
la prevencion y tratamiento de la osteoporosis menopausica”, se afirma que la
terapia hormonal sustitutiva ha demostrado utilidad para la prevencién de la
pérdida Gsea; y tiene efecto positivo sobre la masa ésea con mas intensidad sobre
el hueso trabecular y se recupera el balance negativo del recambio éseo al acabar

el tratamiento hormonal 2°.

Aguilar A. (2000) estudio el “Efecto del suplemento dietético “Chancaca”
sobre descalcificacion inducida con una corticoterapia en megadosis por 30
dias” dando a conocer los beneficios de la chancaca como buénjproveedor de
calcio util para el organismo, y en sus resultados se evidengiaia recuperacion de
la calcificacion dsea en la osteoporosis inducida por cg@rticoides es Rattus rattus

var. albinus 2.

Debido a lo mencionado y considekdndo que en nuestro pais y region
existen muchos casos de mujeres men@patisicas que presentan un sin numero de
efectos secundarios con los tratamientos convencionales, surge la necesidad de
evaluar los efectos de la paneja.de Saccharum officinarum y de la leche de Glycine
max como tratamientos aliernativos para contrarrestar la osteoporosis inducida.

Es por tal razén que en el presente trabajo de investigacion se plantea el
siguiente problema:¢ Cual el efecto de la panela de Saccharum officinarum y de

la leche de Glycine max en Rattus rattus var. albinus con osteoporosis inducida?

Se postulé como hipdtesis que la leche de Glycine max y la panela de
Saccharum officinarum producen la recuperacion de la calcificacion dsea en

Rattus rattus var. albinus con osteoporosis inducida.

14
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2.1. MATERIAL

II.  MATERIAL Y METODO

1.1.1. Material Bioldgico

Se utilizaron 5 Kg de panela de Saccharum officinarum (chancaca)

elaborada por la Empresa Agroindustrial Laredo S.A. y 5 Kg de granos de

Glycine max (soya) “La Nortefia” (Fab. Industria de Granos del Per(
S.A.C.) de la provincia de Trujillo — La Libertad.

1.1.2. Animales de experimentacion

Se emplearon 18 especimenes de la especie Ratfus rattus var. albinus,

aparentemente sanas, hembras, de 3 mesesyde edad con un peso corporal

promedio entre 150-200 g, procedentes-del Bioterio del Instituto Nacional
de Salud - Lima.

1.1.3. Materiales e instrumentgs
1.1.3.1. Material de I€aboratorio

De uso ceriun en el Laboratorio de Toxicologia.

1.1.3.2. Matetial de Vidrio

03/£iolas 100 mL

03 Cépsula de porcelana

01 Mortero de porcelana

03 Probetas de 100 mL

03 Vasos de precipitacion de 50 mL
03 Vasos de precipitacién de 100 mL
03Vasos de precipitacién de 250 mL
02 Pipetas de 1 mL

03 Pipetas de 5 mL

03 Pipetas de 10 mL

15 Tubos de ensayo
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1.1.3.3.

Equipos e Instrumentos

Espectrofotometro RA-50

Centrifuga para microhematocrito H.W. Kessel S.A.
Balanza analitica OHAUS GA 200

Balanza de triple brazo OHAUS 700/800 series
Bafio Maria H.W. Kessel S.A.

Estufa Memmert

Refrigeradora Moraveco

Micropipetas Braund

Equipo de diseccion Leica Biosystems

Reactivos y Solventes

Agua destilada DROPAKSA

NaOH 10% p/v

NaOH 1N

HClI diluido

EDTA sodico 0.01M

Azul de hidroxinaftol

Alcohol 96° DROPAKSA

Kit para determinar calcio sérico (Ca-COLOR) “WIENER LAB”

. Productos’Farmacéuticos

Kefamina Amp. 500 mg/10ml

Laboratorio: SANDERSON, Lote N°: 11030821, FV: 10-2018
Gentamicina Amp. 160mg/2mL

Laboratorio: PHARMAGEN S.A.C., Lote N°:150421, FV:
04/2018

. Otros

Algodadn de 1000 gr Coppon

Tubos capilares para microhematocrito con heparina VITREX
Cinta quirurgica de papel Cirugistix

Etiquetas para nombre Portafolio

Guantes quirdrgicos 6 *1Q Medic

Jeringas de Tuberculina 1 ml/cc NIPRO
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- Lancetas NIPRO

- Puntas de pipeta (200 ul) BRAND

- Papel de filtro Whatman N° 1 tiras de 13 x 20 cms.
- Plumdn de tinta indeleble Rovi’s

- Sondas nasogastricas N° 12

- Jaulas para especimenes 440 x 290 x 190 mm.

2.2. METODOS:

2.2.1. Seleccién de Grupos de Experimentacion:
Se seleccionaron 18 especimenes de experimentacidns-Rattus rattus var.
albinus, hembras de 3 meses de edad, aparentefignte sanas con un peso
corporal entre 150 g - 200 g, las cuales fueren distribuidos de manera
aleatoria en 3 grupos experimentales.
A. Grupo Control: Conformado\per 6 especimenes Rattus rattus var.
albinus hembras ovariectomizadaS, que no recibieron tratamiento y
permanecieron en condicienesnormales de alimento y ambiente.
B. Grupo Problema, K Conformado por 6 especimenes Rattus rattus
var. albinus hembfas,ovariectomizadas y se les administré en ayunas por
via oral 2 mlLsde 1a leche de Glycine max una vez al dia por las mafianas
durante 4 semanas. Ademas, fueron alimentadas con dieta estandar y agua
ad libttiom.
C._/Grupo Problema I1: Conformado por 6 especimenes Rattus rattus
var. albinus hembras ovariectomizadas y se les administré en ayunas por
via oral 3.5 mL de panela de Saccharum officinarum una vez al dia por las
mafianas durante 4 semanas. Ademas, fueron alimentadas con dieta

estandar y agua ad libitium.

2.2.1. Acondicionamiento de los animales de experimentacion 2’
En el desarrollo del trabajo de investigacidn se tuvo en cuenta las normas
y procedimientos bioéticos establecidos internacionalmente para el

manejo de animales en el laboratorio.

17

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

2.2.2.

Los ambientes del bioterio donde permanecieron los especimenes tenian
una temperatura de 20 a 25 °C y humedad relativa ambiental entre 40 a
70%. La iluminacion se controld con 12 horas luz/12 horas oscuridad
programado con reloj temporizador. Todos los animales de
experimentacion pasaron por un tiempo de adaptacion (cuarentena) de 15
dias desde su adquisicion hasta su uso, con el objetivo de tener
especimenes menos estresados y mas sanos, que proporcionen un mejor
resultado experimental.

En la alimentacién de los especimenes se considerd los requerimientos de
agua y comida “ad libitum”. Los frascos bebederos Y, Comtenedores de
alimento fueron lavados y desinfectados (hipocloritg~de sodio) cada vez
que se suministr0 comida y agua. Todos los™procedimientos fueron
realizados acordes con los protocolos aprghados por la Institucion y la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales”de Laboratorio (NRC, USA
1996).

Determinacion de calcioefisangre de Rattus rattus var. albinus :

Se tomaron muestrasy Sanguineas a todos los especimenes en
experimentacion, {gbtenidas de la parte terminal de la cola e
inmediatamente s€ introdujo capilares heparinizados a una profundidad de
2 a 3 crraproximadamente. Se dejo que la sangre salga libremente y se
descarto™la primera gota, luego se recogid la sangre directamente en
capilares heparinizados, finalmente se centrifugd y se separo el suero de
cada uno de ellos.

Se determind calcemia mediante el método colorimétrico directo, se
calculd el promedio de los valores obtenidos, dato que se consider6 como
medicion basal de calcemia, la siguiente medicion se realiz6 en el estadio
post-cirugia (ovariectomia), y finalmente la tercera y Gltima medicion de

calcemia se realizo en el estadio post- tratamiento.
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Método colorimétrico directo 28

Fundamento: El calcio reacciona con la cresolftaleincomplexona (Cfx) a
pH alcalino, dando complejo de adicion color magenta que se mide
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 570 nm.
Procedimiento: Se procedio a realizar lectura del BLANCO interno del
reactivo, para lo cual se utilizé 50 pL de reactivo cresolftaleincomplexona
y 2 mL de agua destilada. Luego para obtener la lectura del STANDAR se
afiadié 20uL de solucion standard de calcio (10mg/dL) méas 50 uL de
reactivo o-cresolftaleincomplexona.

Para las determinaciones de los DESCONOCIDOS o, MWESTRAS de
suero de los especimenes de los grupos control, probléma | y problema 11
se agregd 20 pL de suero de estos m@y50 pL de reactivo

cresolftaleincomplexona para la determinacjén-de las lecturas.

BLANCO |«STANDARD | DESCONOCIDO
Agua destilada 2ml
Standard de Calcio 20pL
Muestra 20pL
Reactivo 50uL 50pL 50uL

2.2.3.

Se agitaron los 1008 de ensayo, se llevo a incubar 5 min a temperatura
ambiente (15325°C) y se procedi6 a leer la absorbancia en el

espectrofotometro a 570 nm.

Realizacion de la ovariectomia %°:

Los especimenes de 3 meses de edad fueron anestesiados con Ketamina a
dosis de 100 mg/Kg via intraperitoneal, luego se procedid a la realizacién
de la incision en la linea media dorsal de la piel, 3 cm de largo
aproximadamente, a medio camino entre el centro de la espalda y la base
de la cola, las incisiones de los musculos se hicieron bilateralmente.
Luego de buscar la conexion entre la trompa de falopio y el cuello uterino,
se extirpd cada ovario, posteriormente se realizé la sutura con catgut

cromico 4/0MR individualmente sobre la piel y se le administr 0.1 ml de
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2.2.4.

2.2.5.

Gentamicina para evitar cualquier tipo de infeccion en el espécimen;
seguidamente se dejo a los especimenes en reposo por un lapso de 45 dias

para su total recuperacion, luego fueron incluidos en los experimentos.

Valoracion de calcio en la panela de Saccharum officinarum y en la
leche de Glycine max:

Método complexométrico de Connors 2

Fundamento: El indicador azul de hidroxinaftol reacciona con el calcio,
en medio alcalino, dando u color rojo vinoso que luego al titular con EDTA
0.01M, este desplaza al indicador que ha reaccionado ¢an gl calcio para
formar complejo EDTA-Ca. Fendémeno que genera\tin*viraje de color a
azul oscuro, que indica el punto de equivalencia

Procedimiento: Para la valoracion de la panela-de Saccharum officinarum
se pesO exactamente 1g de la muestray s€ disolvio en 10 mL de agua
destilada tibia y para la valoracion deAa leche de Glycine max se tomé 10
mL de la muestra preparada (10g,de Soya en 100 mL de agua tibia). Luego
se afiadio 111 gotas de HCleHuido a las 2 muestras. Llevamos a filtracion
cada muestra y lueggssectransfirié cuantitativamente a dos fiolas de 100
mL respectivamente; aforando con agua destilada. Se tom6 50 mL de cada
muestra a los~matraces Erlenmeyer, en los cuales se afiadieron 6mL de
NaOH WN“&/cada muestra. Ademas, se afiadio también una cantidad
sufigtente del indicador Azul de Hidroxinaftol para cada muestra. Luego
titulamos con solucion reactiva EDTA 0.01M hasta viraje de color. Se
anotd los mililitros gastados en cada muestra y se realizé los calculos

correspondientes.

Preparacion de la leche de Glycine max *:

Los granos de Glycine max tras la limpieza fueron licuados para obtener
una mejor forma. Segun el método complexométrico de Connors se obtuvo
que 1 g de soya contiene un promedio 4.1 mg de Calcio iénico, dato que
nos sirvio para preparar la dosificacion de la “leche de soya”, cantidad

equivalente a 20 mg de calcio i6nico. Se prepard una solucion en promedio
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2.2.6.

2.2.1.

de 5 g de soya/50 ml de agua afadiendo el porcentaje aprox. de merma de
agua al hervir por unos 5-10 minutos revolviendo, finalmente se dejé
enfriar hasta su administracion.

Tratamiento con la leche de Glycine max *

Al grupo problema I, después de la ovariectomia y culminado los 45 dias
de reposo de los especimenes en experimentacion, se les administrd por
via oral la leche de Glycine max a través de una sonda nasogastrica a una
dosis diaria de 2 mL a cada espécimen, todos los dias por las mafianas

durante 4 semanas.

Preparacion de dulce de la panela de Saccharum, gfficinarum 26

Segun el método complexométrico de ConnorS se” obtuvo que 1 g de
chancaca contiene un promedio 2.24 mg de €alcio ionico, dato que sirvid
para preparar la dosificacion de “chancaga”, cantidad equivalente a 20 mg
de calcio i6nico. Se prepar6 unra\’solucion en promedio de 9g de
chancaca/90 ml de agua, afadiendo’el porcentaje aprox. de merma de agua
al hervir por unos 5-10 minutos revolviendo, finalmente se dejo enfriar
hasta su administracion.

Tratamiento conda panela de Saccharum officinarum 2°

Al grupo problema Il después de la ovariectomia y culminado los 45 dias
de repose dedos especimenes en experimentacion, se le administré por via
oral ~fa “panela de Saccharum officinarum a través de una sonda
nasoyastrica una dosis diaria de 3.5 mL a cada espécimen, todos los dias

por las mafianas durante 4 semanas.

Estudio Radiografico 2°:

Finalizada la investigacion se realizo la toma de placas radiograficas de los
especimenes de cada grupo en estudio para corroborar los datos obtenidos
y observar los cambios en diferentes zonas del sistema dseo (columna

vertebral, tejido 6seo).
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2.2.8. Analisis Estadistico °:
Para el procesamiento estadistico se utilizd el programa estadistico SPSS
22.0 (Statistical Package for the Social Sciences), aplicando la prueba de
Analisis de Varianza (ANOVA) para observar si existe diferencia
significativa entre los valores de calcemia que fueron medidos en cada

etapa de la investigacion.

Los valores de calcemia fueron expresados como promedio y desviacion
estandar y analizados estadisticamente tomando como pardmetro central la
media aritmética. Para inferir estadisticamente en base a los resultados se

considerd un nivel de significancia de 0,05.
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I11. RESULTADOS

M Basal

- M Post-ovariectomia

mg/dL
sy

W Post-tratamiento

Control Problema | Problema Il

N
Gréfico 01. Valore edios de calcio en sangre (mg/dL) en Rattus rattus var
albinus de los grupQ ntrol, problema | y problema 11 durante toda la experiencia.
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Fig. 1: Se observa Espondiloartritis leve, escoliosis cervical y osteoporosis leve en Rattus
rattus var. albinus del grupo que no recibié tratamiento (grupo control) luego de la
ovariectomia.
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Fig. 2: Se observa densidad normal en el tejido 6seo en Rattus rattus var. albinus que
recibio la leche de Glycine max (grupo problema I) luego de la ovariectomia.
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Fig. 3: Se observa signos de hiperdensidad 6sea (hiperostosis) en Rattus rattus var.
albinus que recibio la panela de Saccharum officinarum (grupo problema I1) luego de la
ovariectomia.
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IV. DISCUSION

La osteoporosis postmenopausica es un caso ampliamente investigado, la
incidencia de las fracturas aun no se ha reducido considerablemente, por lo que todavia
existe necesidad de comprender su etiologia, desarrollo de terapias eficaces para la
osteoporosis postmenopausica asi mismo las diferentes alternativas de terapia de
reemplazo hormonal. Es asi, que para el presente estudio se utilizo ovariectomia en Rattus
rattus var. albinus, método mas utilizado para producir osteoporosis postmenopausica
experimental, el sometimiento de la extirpacion de ovarios en los especimenes hembras

conlleva a la deficiencia de estrogenos 3132,

Al analizar el Grafico 1, se observan los valores de_la cencentracion sérica de
calcio en los tres momentos en que se realizan las medicien€s’de calcio en sangre, tanto
para los grupos problema I, problema Il como para elgrupo control. El valor promedio
obtenido de calcio en sangre (calcemia) al inicio del'€xperimento fue de 8.47, 7.65y 6.31
mg/dL respectivamente. Estos datos se c@nSideraron como valores de calcemia en
condiciones fisiologicas normales, y fuerah punto de partida para el desarrollo de las
experiencias programadas posterigumente. Al someter a los especimenes a una
descalcificacion Osea a los tres~gtupos de experimentacion mediante ovariectomia, se
observaron los valores promeghios 8.63, 8.11 y 8.18 mg/dL de calcio en sangre obtenidos
en los especimenes d¢scdda grupo de experimentacion, dichos valores se vieron
incrementados resgecto a los valores promedios obtenidos en la primera medicion. Este
incremento de-galeio en sangre (hipercalcemia) se obtuvo a los 45 dias de cicatrizacion
del espécimen ‘Rattus rattus var. albinus y podria estar relacionado a la pérdida de masa
Osea en el espécimen causado por el efecto de la ovariectomia, fenGmeno que es similar
a los cambios esqueléticos observados en las mujeres post-menopausicas debido a la

pérdida de estrogenos.

La rapida pérdida de masa dsea trabecular se produce por dos mecanismos, el
primer mecanismo es por un aumento de la osteoclastogénesis que conduce a un aumento

de la resorcion del hueso, lo que resulta en una fase temprana de la rapida pérdida de masa

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

Osea. Esto hace una répida salida de calcio de los huesos hacia la circulacion lo que
produce la supresion de la secrecion de la hormona paratiroidea y la produccion de
vitamina D. Durante la fase tardia de la menopausia, la pérdida masa désea ocurre
predominantemente por un segundo mecanismo, que es debido a la disminucién de la
absorcion de calcio intestinal. Esta disminucion en la absorcién de calcio causa de modo
secundario hiperparatiroidismo y el aumento de la resorcion ésea. Produciéndose de esta
manera una hipercalcemia muy notoria en el grupo control, grupo que no fue sometido a
ningun tratamiento después de la ovariectomia y que al término del experimento se
observo tendencia de aumento de calcio en sangre de 8.24 mg/dL como se_observa en el
Gréfico 1, %,

Por otro lado, el déficit de estrogenos, consecuencia de/faovariectomia, produce
incremento en el nimero de unidades de remodelacion $sea’ activadas por unidad de
tiempo, interactuando con células del sistema inmune, primordialmente por aumento de

la formacion de osteoclastos y reduccion de su apepiosis 2.

Aunque existe un incremento en\la respuesta de formacion Osea, esta es
inadecuada para el grado de resorcign,\ya que también se evidencia un mayor grado de
apoptosis de los osteoblastos. L% fragilidad 0sea es consecuencia de una adaptacion
fallida; asi, por ejemplo, dyranté la menopausia, la remodelacién del hueso pierde su
equilibrio y se produce pérdita 6sea. El proceso de resorcion dsea esta controlado por una
compleja interaccign, eéntre las células osteoblasticas y osteoclasticas. Dicho proceso
puede llegar a incrementar la fragilidad 6sea, mas alla de lo esperable simplemente por la
disminucidm-de” la densidad mineral. Por consiguiente, en la Figura 1 se muestra el
resultado de la imagen radiografica del grupo control, evidenciando el proceso de
desmineralizacion 6sea, osteoporosis leve con disminucidn de densidad en el sistema 0seo
y escoliosis cervical de concavidad derecha con tendencia a la deformacion de los huesos

largos 2.

Para los grupos de experimentacién con tratamiento alternativo de leche de
Glycine max y panela de Saccharum officinarum administrados en el grupo problema | y

grupo problema Il respectivamente, por un periodo de 28 dias (4 semanas), se obtuvieron
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valores promedios de 5.71 mg/dL y 6.18 mg/dL de calcio en sangre, los que estan
disminuidos en comparacion del valor promedio de 8.24 mg/dL de calcemia obtenida en
el grupo control. En estos grupos la tendencia homeostatica se debe al tratamiento que
reciben y a los beneficios que presentan dichos alimentos en su contenido; a pesar que en
el grupo problema I la cantidad de calcio en sangre fue mas baja que la del grupo problema
I, ambos valores resultan menores en comparacion con el valor promedio obtenido

después de una descalcificacion 6sea que se observa en el grupo control.

En cuanto a la disminucion de calcemia obtenida con el tratamiento de leche de
Glycine max se puede afirmar que podria prevenir la pérdida de masa Ggeaxinducida por
la ovariectomia en Rattus rattus var albinus segun se observa en el geupeo problema | y se
corrobora con la imagen radiografica que muestra la Figura 2. Agague el mecanismo por
el cual actua la leche de Glycine max (soya) aun no se ha aclarado totalmente, se plantea

diferentes hipotesis .

La leche de Glycine max contiene fitpestrogenos, incluyendo isoflavonas
(genisteina y daidzeina) y considerandos.Que existe gran interés en el uso de los
fitoestrogenos como sustitutos para teraplas de reemplazo de estrogeno tradicionales en
las mujeres menopausicas. Algupas evidencias sugieren que estos compuestos pueden
proporcionar efectos selectivoside tejido (los fitoestrogenos tienen una afinidad de unidn

a receptores de estrogenos) 3°.

La genistefraes un isoflavonoide natural que se encuentra en las Leguminosae y
se ha demgstrado que tiene un efecto anabolizante sobre el metabolismo del hueso,
sugiriendo st papel en la prevencion de la osteoporosis. La genisteina tiene un efecto
estimulante sobre la formacion de hueso y mineralizacion en el sistema de cultivo de
tejidos in vitro, y que puede estimular la sintesis de proteinas en las células osteoblasticas.
Por otra parte, genisteina se ha demostrado que inhiben la resorcion ¢sea osteoblastica
mediante la prevencidn de la formacién y la diferenciacién de los osteoclastos como las
células de células de médula dsea, y la apoptosis de osteoclastos maduros se induce por
la genisteina a través del mecanismo de sefializacion de Ca?*. Ademas, el efecto supresor

de la genisteina sobre los osteoclastos del hueso de rata albina es en parte involucrado en
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la inhibicion de la proteina quinasa y la activacion de la proteina tirosina fosfatasa en los

osteoclastos *8.

La evidencia de estudios epidemioldgicos en personas mujeres mayores en Asia
sugiere que el alto consumo de isoflavonas (Soya) pueden tener un efecto protector contra
las fracturas en comparacion con las poblaciones occidentales. Ademas, estudios
recientes indican que un consumo adecuado de vitamina D se asocia con un menor riesgo

de fracturas osteoporéticas de cadera en las mujeres posmenopausicas 2.

Las isoflavonas de Glycine max también han demostrado tefier" propiedades
antioxidantes mediante la inhibicion de la produccion de peréxide*de hidrogeno y
activacion de enzimas antioxidantes como la catalasa, la supergxigle’dismutasa, glutation
peroxidasa y glutation. Los antioxidantes previenen los dafies.de oxidacion y de ese modo

prevenir la resorcion 6sea y estimula la formacion de huese’ 3.

Por otra parte, el estrogeno y PTH sop.factores importantes en la regulacion del
metabolismo de los huesos, la leche de Glyeine max (soya) podria aumentar el estrogeno
y reducir la PTH a nivel sérico, que\ptieden desempefiar un papel importante en la

supresion de la resorcion dsea elegada 3.

En la Figura 2 se-observa la recuperacion en el sistema 0seo de los especimenes a
los que se les admipiStro leche de Glycine max, los elementos 0seos visibles se muestran

de forma, tamario y~densidad conservada 1% 34,

Por otro lado, la disminucion de calcemia obtenida con el tratamiento con la
panela de Saccharum officinarum (chancaca) podria prevenir la pérdida de masa dsea
inducida por la ovariectomia en Rattus rattus var albinus, segln se observa en el grupo

problema Il con la imagen radiografica que muestra la Figura 3.

Ademas entre los valores de calcemia hallados en los grupos problema | y
problema Il se evidencia una mayor concentracion hematica de calcio para el grupo

problema 11, esta mayor concentracion se deberia a dos factores, en primer lugar a que el

30

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Pert.
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



Biblioteca Digital - Direccion de Sistemas de Informatica y Comunicacion

calcio que contiene la panela de Saccharum officinarum, esta en forma de base (hidroxido
de calcio), en estudios realizados por el Instituto Anboisse de Francia, se realizd una
cuantificacion de los componentes de la panela, encontrdndose que 1 kilogramo contiene
de 40 a 100 g de calcio y ademas contiene 6.5 g aprox. de vitamina D2, esto nos da indicio
de ser un alimento que favorece no sélo el aporte sino también absorcién intestinal del
calcio y que en el procesamiento final de la panela de Saccharum officinarum se sabe
que se afade residuos de grasa de res, que se unta a los moldes durante esta etapa para
facilitar su vaciado, que permitiria mayor aporte de vitamina D>, esto nos da indicio de
ser un alimento que favorece no sélo el aporte sino también absorcién intestinal del calcio
y el otro factor es que en su procesamiento final de la panela de Saccharum officinarum
se sabe que se afiade residuos de grasa de res, que se unta a los moldes-tlurante esta etapa
para facilitar su vaciado, que permitiria mayor aporte de vitamina D, cual facilita la

absorcion intestinal de calcio.

En la Figura 3 se observa la recuperacign/tel espécimen con un efecto mas
marcado en el tejido 6seo de los especimengssa los que se les administro panela de
Saccharum officinarum, muestra mayor-deposito calcio en los huesos (Hiperdensidad

6sea), de forma y tamafio conservadg %3,

Finalmente se realizg_el Analisis de Varianza ANOVA para los resultados
obtenidos de los tres grupes/(Anexo 2). El valor tabulado F con 2 y 15 gl. es igual a 3.68
y el valor experimentaMF obtenido es igual a 8.80; al ser mayor que el valor tabulado F,
se rechaza la hipgtesis nula de que las medias de la poblacién son iguales (con un 95 %
de probabilipiad).

Como resultado, el ANOVA indica que existe una diferencia significativa entre
los tres grupos. Al rechazarse las hipétesis nulas de los grupos problemas | y 11 se puede

tomar validez de cualquiera de los dos tratamientos administrados.
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V. CONCLUSIONES

1. Lapanela de Saccharum officinarum y la leche de Glycine max aportan calcio
y contribuyen en la recuperacion de la calcificacion Gsea en Rattus rattus var.

albinus con osteoporosis inducida.
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ANEXOS
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ANEXO I: Valores promedios de calcio en sangre (mg/dL) en Rattus rattus var albinus
de los grupos antes y después de la ovariectomia y el tratamiento.

6.31+1.22

8.18+0.60 8.24+0.20

8.47+0.93* 8.63+1.57* 5.71+1.65*

7.65+0.82* 8.11+1.53* 6.18+0.98*

7.47+1.31 831125 e
Donde: n: nimero de especimenes en estudio \C)?r
P<0.05 comparado con el grupo control (test de ANOVA) \Q

*: Promedio de las determinaciones de calcemia en cada grup@_ desviacién estandar.
O
ANEXO II: Analisis de varianza (ANOVA) de Ios&e&s de calcemia después del

tratamiento con la panela de Saccharum officina@ry con la leche de Glycine max en

\ﬁga{binus.

Rattus rattus

49.46 8.243333333 0.04110667

Control

p
Problema | 6 34.24 5.706666667 2.71910667

Pro@d 1 6 37.1 6.183333333 0.95826667

@

21.81097778

2 10.90548889 8.79834413  0.00296404 3.682320344

18.5924 15 1.239493333
40.40337778 17
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ANEXO IlI: TITULACION DEL DULCE DE CANA DE AZUCAR
“CHANCACA”

e Factorizando EDTA

EDTA 0.01 M
F=7?

GT =10 ml

GP=98ml

Agregar: Titulamos hasta color
-10ml CaCO3 0.01M F:1 azul

-1 ml NaOH 10% PV

- X q. de azul de hidroxinaftol

e Titulacion de Calcio Q@nido en Chancaca

K

N

EDTA 001 M
F=1.0204

Gt=20 ml
Gp =20.408

Agregar: Titulamos hasta color
- Muestra Chancaca azul

- 50 ml H20O
-5 mil. HClI cc

-2 ml NaOH 10% P/v

152 qa.- de azul de
hidroxinaftol
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ANEXO IV: RESULTADOS PARA LA DOSIFICACION
MEDIANTE EL METODO COMPLEXOMETRICO DE CONNORS

4+ PARA TITULACION DE SACCHARUM OFFICINARUM

Calculando Volumen:

Gasto =2.8 mEDTA 0.01 M

1ml EDTA 0.01 M---mmmmmemmmmeee- 0.4008 mg Ca*

2.8 Ml EDTA 0.01 M ----------eemm- X @
N\
X =1.12224 mg Ca* 0_0

Q)\O

1.12224 mg Ca?* = 50 ml dilucién
DN\
X ?g:) 100 ml dilucion
<N

X =2.24 mg Ca?*

¢
@ 4
Q
@mg Ca* 10 ml dilucion
&

& 1gchancaca — 2.24 mg Ca**
N
N

Preparaci e la Solucion de Chancaca: Se prepar6 en promedio 9 g de
chancaca/90 ml de agua (cantidad equivalente a 20 mg de calcio i6nico)

Dosificacién: Se le administré 3.5 ml diarios por 4 semanas.

2.24 mg Ca?* 10 ml

0.224 mg Ca?" ------n--mmmmmmmv 1ml.
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4+ PARA TITULACION DE GLYCINE MAX:
Calculando Volumen:

Gasto =5.1 mlEDTA 0.01 M

1Ml EDTA 0.01 Mos-mrmemmeemmemmas 0.4008 mg Ca*

5.1 ml EDTA 0.01 M ---------------- X

X = 2.04408 mg Ca*

2.04408 mg Ca? 50 ml dilucion @\C)
N

X 100 ml dilu@

X = 4.1mg Ca®* Q)\O
4

4.1 mg Ca* @ ml dilucién

) — 3 00 ml dilucién
K

X =41 mg Ca?*

&Q/ 10 g Soya — 41 mg Ca*

1 gSoya — 4.1 mg Ca*

Preparacion de la Solucién de Soya: Se prepar6 en promedio 5 g de Soya/50 ml de
agua (cantidad equivalente a 20 mg de calcio idnico)

Dosificacién: Se le administro 2 ml diarios por 4 semanas.

41 mg Ca?* 100 ml

0.41 mg Ca2+ ————————————————— iml.
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ANEXO V: ESQUEMA DE PREPARACION Y ADMINISTRACION DE
Saccharum Officinarum

Colocamos el agua a hervir y
posteriormente colocamos la
chancaca.

Colocamos en trozos pequefios la chancaca para que sea mas facil si
disolucion (nos ayudamos con una varilla). Luego de disuelto,
dejamos enfriar.
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Colocamos la sonda nasogastrica Procedemos a la administracion del
al espécimen. preparado de la chancaca.
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ANEXO VI: ESQUEMA DE PREPARACION Y ADMINISTRACION DE LA
LECHE DE Glycine Max

Repetimos el procedimiento de la chancaca para posteriormente
dejar enfriar y quedar preparado para la administracion.

Preparamos al espécimen colocandole
la sonda nasogastrica previo a la

administracion de leche de soya.
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Luego de colocar la sonda a los
especimenes, administramos la leche de
soya a dosis determinadas previamente.

O
N
R

ANEXO VII: ESQUEM LA TOMA DE MUESTRAS
SANGUINEAS Y LA DET INACION DE CALCIO SERICO
EN LAS 3 ESTADIOS DE LA EXPERIENCIA

Q.

» TOMA DE MUESTRAS S INEAS:

Se realizd un corte en la parte terminal de Se dejo que la sangre salga
la cola y se introdujo una pequefia libremente descartandose la primera
lanceta estéril a una profundidad de 2 a 3 gota.
cm
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Se recogid la
sangre directamente
en capilares
heparinizados.

Frotamos la
herida con Yodo

Povidona.

Luego centrifugamos y
separamos el suero de cada uno
de ellos.
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> DETERMINACION DE CALCIO EN SANGRE.

Meétodo colorimétrico directo para la determinacion de calcio sérico.

1. Se procedi6 a realizar la preparacion del BLANCO
interno.

Se utiliz6 50 pL de reactivo  o-
cresolftalein complexonay 2 mL de
agua destilada.

NS,

[ 2. Preparacion del STANDAR ]

Se afiadié 20pL de solucidn
Standard de calcio (10mg/dL) mas
50 L de reactivo o-cresolftalein
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3. Preparaciones de los DESCONOCIDOS o MUESTRAS
de suero de los animales del grupo control, problema I y II.

complexona complexona.

N\

(Se agreg6 20 pL de suero de Ios\
animales en experimentacion mas

50 pL de reactivo o-cresolftalein

J

Finalmente se procedi6 a leer las

absorbancia en espectrofotometro a

570 nm.

N/
v
&

Gstas lecturas hechas al inicio de la experiencg

constituyeron los valores basales de calcio
hematico. Luego se repitio6 el mismo
procedimiento para la total recuperacion de los
especimenes, POST-CIRUGIA (Ovariectomia),
y para la finalizacion de la experiencia, POST -

TRATAMIENTO.

- J
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ANEXO VI1I: CANTIDAD DE CALCIO EN SANGRE (mg/dL) EN CADA
GRUPO DE EXPERIMENTACION

GRUPOS CALCIO CALCIO POST CALCIO POST
BASAL OVARIECTOMIA TRATAMIENTO
Control 1 (C1) 5.64 8.13 8.22
Control 2 (C2) 4.81 7.28 8.15
Control 3 (C3) 8.47 9.12 7.97
Control 4 (C4) 6.44 8.31 8.28
Control 5 (C5) 6.15 7.92 8.25
Control 6 (C6) 6.33 8.29 8.59
Promedio Control 6.31 8.18 8.24
Problema I-1 9.61 11.13 8.46
Problema I-2 7.58 7.87 4,94
Problema I-3 8.66 8.83 6.61
Problema I-4 7.17 6.31 5.72
Problema I-5 9.20 8.73 3.81
Problema 1-6 8.59 8.93 4.70
Promedio Problema
| 8.47 8.63 5.71
Problema I1-1 8.07 8.66 6.17
Problema 11-2 8.41 9.43 5.53
Problema 11-3 8.31 8.72 7.26
Problema 11-4 6.56 5.23 7.36
Problema I1-5 6.68 7.63 4.86
Problema 11-6 7.85 8.97 5.92
Promedio Problema
I 7.65 8.11 6.18
PROMEDIO
TOTAL 7.47 8.31 -
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