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RESUMEN

Se realizé un estudio para determinar la actividad antitusiva del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Juglans neotropica Diels. "nogal”, procedentes del
distrito de Carmen Alto, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, en los
Laboratorios de la Escuela de Formacién Profesional de Farmacia y Bioguimica de la
Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, en los meses de Mayo a Octubre
del 2010.

En Ia investigacion; se evalu6 la actividad antitusiva del extracto hidroaicohdlico de
las hojas de! Juglans neotropica Diels "nogal', determinando la presencia de
metabolitos secundarios por medio del Screening Fitoquimico y el efecto dosis
respuesta que mostré mayor efecto antitusivo con relacién a la codeina tomado
como estandar. En la determinacién de la actividad antitusiva se empleé el extracto
hidraalcohdlico de las hojas del Juglans neotropica Diels "nogal”, teniendo como
unidad experimental a cobayos machos (Cabia porcellus) con un peso de 500 a 700
g, la identificacion de metabolitos secundarios se realizé por reacciones de
coloracién, método descrito por Miranda (1996) y la actividad antitusiva se evalud
por el método experimental, descrito por Arroyo y col.(2004), el ensayo se dividié en
5 tratamientos; como blanco cloruro de sodio, como estandar al fosfato de codeina
10 mg/kg y los extractos de 250 mg/kg, 500 mg/kg y 750 mg/kg. Se identific la
presencia de flavonoides, fenoles, taninos, catequinas, lactonas, cumarinas,
alcaloides, saponinas, aztcares reductores, antraquinonas, cardendlidos, triterpenos
y esteroides; y en la evaluacion de la actividad antitusiva con el estandar de codeina
se obtuvo un porcentaje de inhibicién de 78,08% y con el extracto de 250 mg/kg, 500
mg/kg y 750 mg/kg; 67,31%, 79,12% y 72,70% respectivamente. A fa dosis 500
mg/kg de extracto hidroalcohdlico se obtuvo una actividad antitusiva estadistica
mente similar a la codeina (p < 0.05).

Palabras Clave: Actividad antitusiva, Juglans neotropica Diels, metabolitos
secundarios.



I. INTRODUCCION

El éxito de las investigaciones quimicas y farmacolégicas de plantas utilizadas
en la medicina popular ha permitido que muchas Industrias Farmacéuticas
elaboren productos a base de extractos de estos vegetales, ya sea por proceso
de liofilizado, atomizado y simple evaporacién, los mismos que se comercializan
como suplemento alimenticio, recurso natural y producto natural de uso en salud,
con esta investigacion tratamos de aportar en algo el uso de plantas medicinales
con uso antitusivo, como el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans
neotropica Diels "nogal”.

Hoy en dia, la ciencia moderna estudia los efectos terapéuticos de las plantas
medicinales y van precisando, comparando y clasificando las diversas
propiedades, para el tratamiento de las enfermedades que afectan a la poblacién
(Rios, 1990). |

El uso de plantas medicinales permitira sustituir en el plano local, los
medicamentos importados y la poblacién las aceptaria sin dificuitad, tanto por la
comodidad del precio como por la fuerza de la costumbre. También podrian ser
utilizadas con conjunto con los productos farmacéuticos, potenciando su accion o
disminuyendo sus efectos colaterales. Asimismo podrian integrarse dentro de los

programas de salud, a fin de aprovechar las caracteristicas positivas de ambos



enfoques terapéuticos de salud. Se estima que casi el 80% de todos los

habitantes de la Tierra confian en la medicina tradicional para resolver sus

principales necesidades de salud (Villar y Villavicencio, 2001).

Uno de los sintomas mas molestos y agotadores de las enfermedades, sin duda

alguna es la tos, se presenta como un proceso inflamatorio de las vias

respiratorias provocando serias irritaciones en la garganta al toser o tratar de

expulsar un cuerpo extrafio, que de por si se le considera como una sefial de

alarma o un mecanismo de defensa.

Estudios recientes del INEI segln el Gltimo censo del 2007, demuestran que mas

del 50% de la poblacién expuesto a cambios climaticos son los nifios y ancianos,

y es en ellos donde se ve mayor incidencia de afecciones respiratorias agudas

de alto riesgo, dentro de ellos a la tos.

Asi la presente investigacion tiene como fuente inicial el saber popular de la

medicina tradicional, atribuyéndole como buen agente antitusivo a las hojas de

Juglans neotropica Diels "nogal" (CIED, 2004), pues resulta una contribucién al

conocimiento de las bondades en el futuro uso racional de las plantas

medicinales como terapia complementaria a este tipo de afecciones, teniendo en

cuenta ello se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL:

o Evaluar la actividad antitusiva del extracto hidroalcohdlico de las hojas del
Juglans neotropica Diels "nogal".

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar la presencia de metabolitos secundarios por medio del
Screening Fitoquimico del Juglans neotropica Diels "nogal'".

e Determinar el efecto dosis respuesta del extracto hidroalcohdlico del Juglans
neotropica Diels "nogal" que muestre mayor efecto antitusivo con relacién al

fosfato de codeina tomado como patrén.
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Il. MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES
Desde la antigiedad, la gente ha ido adquiriendo conocimientos sobre el uso
adecuado de las propiedades de las plantas medicinales, el cual le ha permitido
dejar un legado que se ha ido difundiendo de generacién en generacion (Tovar,
2001).
Actualmente, gracias al desarrollo de la quimica se dio un gran paso en la
sintesis de mdultiples sustancias, como productos naturales que ayudan a
restablecer la salud y permite la preservaciéon de la vida (Cotillo y Rojas, 1990).
Las propiedades farmacolégicas de Juglans neotropica Diels “nogal®, han sido
objeto de muchos estudios entre los cuales se encuentran: De la misma familia
Juglandaceae, la especie Juglans regia, originaria del Oriente tiene como
metabolito principal a la juglona presente en las hojas que demuestran actividad
bactericida y fungicida por la presencia de flavonoides, aceites esenciales y
acido ascoérbico (Bruneton, 2001)
En un estudio de 24 plantas medicinales usadas en Colombia, se demostré que
el extracto metandlico de Juglans neotropica Diels y otras especies, tuvieron

buena actividad antimicrobiana y antiviral (Lépez y col,, 2001).



Huamani y Ruiz (2005), determinaron la actividad antifungica contra Candida
albicans y Aspergillus niger de 10 plantas medicinales de 3 departamentos del
Per(, donde el extracto etandlico de la corteza de Juglans neotropica Diels
"nogal” mostré actividad contra Candida albicans A TCC 10231, con un halo de
inhibiciéon de 24 mm y una CMI de 250 ug/mL, y un halo de inhibicion de 17 mm
para Candida albicans cepa clinica; ademas tiene una débil actividad contra el
hongo filamentoso Aspergillus niger ATCC 16404, con un halo de inhibicién de
14 mm, demostrandose una actividad antifingica.

Carhuallanqui (2003), realiz6 una investigacion de la actividad antimicrobiana de
los extractos etandlico y acuoso de Juglans neotropica Diels "nogal”, sobre
cepas de Salmonella spp, donde el extracto acuoso de las hojas es el que
presentd mayor actividad antimicrobiana en comparacién al extracto etandlico
para el caso de Salmonella typhi. E| extracto acuoso y etandlico de la raiz asi
como el extracto etandlico de hojas presentdé mayor actividad antimicrobiana
para Salmonella enteritis. El extracto etanélico y acuoso de hojas y ralz, asi
como el extracto etandlico de tallos presentaron mayor actividad antimicrobiana
para Salmonella paratyphi A. Finaimente para Salmonella paratyphi B el extracto
acuoso y etandlico de hojas y el extracto etandlico de raiz presentaron mayor
actividad antimicrobiana.

Chong (2008), realizé una investigacion basado en la formulacién y evaluacion
de la actividad antitusigena del jarabe elaborado a base de extracto
hidroalcohdlico de propdleo de Apis mellifera "abeja" Ayacucho, donde el jarabe
al 2% presenté mayor actividad antitusigena.

Ruiz (2006), realizé una investigacion de la evaluacion del efecto antitusigeno de
los extractos acuoso e hidroalcohdlico de las hojas y flores de Malva silvestris L.

"malva” Ayacucho, donde a una concentracion de 150 mgkg del extracto



hidroalcohdlico se obtuvo un 67,27 % presentando mayor porcentaje y mayor
efecto antitusigeno.

Solier (2006), realizé una investigacién sobre el efecto antitusigeno del extracto
hidroalcohdlico del talo de Thamnolia vermiculan's "papelilo” en cobayos, donde
se demostré mayor efecto antitusigeno que la codeina a una concentracién de

150 mg/Kg, con una eficacia antitusigena de 74,31%.

22 Juglans neotropica Diels "nogal"
2.2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

DIVISION ANTOPHYTA

CLASE : DICOTILEDONEAE
SUBCLASE : METACLAMIDEAS
ORDEN : JUGLANDALES
FAMILIA : JUGLANDACEAE
GENERO : Juglans

ESPECIE : Juglans neotropica Diels
N. V. :"nogal", "nogal peruano”.

Fuente: Constancia emitida por el Herbarium Huamangensis de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

(Anexo N° 07).

2.2.2 DESCRIPCION MORFOLOGICA

El Juglans neotropica Diels "nogal", es una especie arbdérea monoica (Ferreira,
1982). Arbol nativo de los andes, en bosques naturales alcanza alturas de 30 m
con didmetros superiores a 1 m (Lojan, 1992). Es una planta lefiosa de gran
porte, de tronco grueso con grandes y abiertas ramas que forman una ancha

copa (Font Quer, 1981). Presenta hojas grandes, con 15 a 19 faliolos alternos,
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sésiles, la base redondeada, el margen cerrado, rojizo y glandular-pubescente.
La inflorescencia tiene forma de amento, con flores estaminadas, pedunculadas
y blanquecinas. El fruto es una drupa indehiscente, amarga y tintérea, el
endocarpo formado por dos valvas iguales y opuestas que cubren una almendra

dividida en dos cotiledones (Desmarchelier y Witting, 2000).

2.3. ASPECTOS FARMACOLOGICOS Y QUIMICOS

2.3.1 USOS Y PREPARADOS EN LA MEDICINA TRADICIONAL

Los usos que le dan a las hojas y frutos del Juglans neotropica Diels "nogal"
varian a la aplicacién que le dan en cada pais. En Colombia es empleada
medicinaimente para afecciones en la piel Lopez y col. (2001), la infusién de las
hojas se toma como depurativo de la sangre y la infusién de las raices lo toman
para tratar afecciones al higado (Cornejo, 1986).

En el Ecuador, la infusién de las hojas es empleada para gargarismos, como
antiinflamatorio de la faringe, antiséptico (lavado de heridas y ulceras) y también
empleado en lavados vaginales en caso de leucorrea y en los nifios se usa como
astringente y anti diarreica (Lojan, 1992; Gupta, 1995).

En el Pery, la infusidon de sus hojas se emplean para combatir las afecciones
bronquiales (Ferreira, 1982), también se usa la cascara del fruto, las hojas
tiernas y las yemas como astringente para problemas gastricos e intestinales,
contra la tos (CIED, 2004), hemostatico, espasmolitico, calmante del sistema
nérvioso y de aplicacién externa para curar hinchazones o ulceras de la piel,
afecciones vaginales (Romero y De la Cruz, 1997) y el jugo de los frutos tiernos
mezclado con miel de abeja es usado como cCicatrizante en e tratamiento de
heridas y llagas (CIED, 2004).

En nuestra localidad una de las virtudes de esta planta radica en sus

propiedades tintéreas. Las hojas, frutos inmaduros, ramas tiernas y corteza;
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proporcionaron variadas tonalidades de colores suaves de marrén a caoba
dependiendo de estos matices del tipo de muestra, la cantidad de la misma, el
tipo de mordiente y el tiempo de ebullicion. Hasta la fecha no hemos encontrado
una especie similar en sus propiedades tintéreas que pueda suplir
satisfactoriamente a esta planta; por lo que urge su propagaciéon masiva y una

explotacién racional y planificada (Cornejo, 1981).

2.3.2 COMPUESTOS QUIMICOS

La corteza contiene un tanino elagico. La pulpa del fruto es rica en acido mélico y
oxalico, ademés contiene una naftaquinona: la juglona. La aimendra de la semilla
del nogal, contiene entre 60% y 65% de aceites. Las hojas tienen un aceite

esencial y alcaloide: la juglandina, juglona y polifenol (CIED, 2004).

2.4. FARMACOLOGIA DE LA TOS

2.4.1 FISIOLOGIA

La tos es un mecanismo reflejo de defensa, necesario para expulsar de las vias
respiratorias cuerpos y sustancias extrafias, ademés de las secreciones, el
reflejo de la tos puede llegar a ser estimulado de manera excesiva y en tal caso
cabe emplear agentes antitusigenos (Taylor y Reide, 2003).

La tos se produce por estimulacién inflamatoria que se inicia por el edema,
hiperemia de las mucosas respiratorias, como la bronquitis bacteriana, viral,
resfriado comin y el consumo excesivo de cigarrillos, también puede ser
causado por procesos exudativos como goteo nasal y el reflujo gastico con
aspiracion, dicho proceso ocurre por laringitis, bronquitis o el caso de abscesos
pulmonares (Harrison, 1998). Este reflejo tusigeno nace por irritacion de
receptores nerviosos en el que actdan estimulos mecanicos y quimicos, que se

encuentran a nivel de la mucosa de las vias aéreas faringea, laringotraqueal (la

7



zona mas sensible), bronquial, la pleura y produce €l acto de la tos, estudios
efectuados por estimulacion eléctrica y secreciones nerviosas han revelado que
el centro de la tos esta situado en el bulbo, en la zona dorso medial, en las
inmediaciones del centro respiratorio y el centro del vago, la estimulacion de
dicha zona provoca tos en los animales (Litter, 1998).

Ver Figura N°03 en Anexo N°05.

2.4.2 MECANISMO DE LA TOS

La tos se inicia de manera voluntaria o refleja, el reflejo defensivo tiene ramas
aferentes como eferentes, la rama aferente comprende los receptores situados
en el territorio de distribucion sensitiva de los nervios trigémino, glosofaringeo,
laringe superior y vago. La rama eferente comprende el nervio laringeo

recurrente y los nervios espinales, suelen iniciarse con:

a) Estimulo que pone en marcha la tos, sensacion de irritacion o molestia de
algun trayecto del arbol respiratorio.

b) Fase de inspiracién, con profundidad e intensidad.

¢) Fase de compresién, una vez colocada el térax en inspiracion honda, se
produce una fijacién de los masculos de respiracién con el diafragma, la
contraccion intensa de los musculos de las paredes toracicas hace aumentar
violentamente la presion intra toracica que llega a alcanzar cifras de 80 a
140 mmHg.

d) Fase de expulsién, es aquella espiracién fuerte en la cual la glotis se abre de
repente y sale €l aire con una velocidad de 50 a 120 m/seg y de esta forma
con un sonido especial se eliminan, con las mucosidades bronquiales

(Romero, 1980).



2.4.3 AGENTES ANTITUSIGENOS
Son denominados agentes antitusigenos aquellas drogas que calman o alivian la
tos, también llamados supresores o depresores de la tos, su accién es periférica

sobre el reflejo tusigeno de las mucosas o el centro de Ia tos (Litter, 1998).

2.4.3.1 Antitusivos de accion periférica

Los calmantes de la tos de accion periférica actlian sobre las areas reflexégenas
de la tos como: las sustancias demulcentes y las drogas expectorantes que al
aumentar las secreciones el mucus actla como demulcente y protege las

superficies inflamadas (Litter, 1998).

2.4.3.2 Antitusivos de accion central

Los depresores de la tos de accion central son los agentes antitusivos
propiamente dichos que acttian deprimiendo el centro de la tos en el bulbo tales
como: los alcaloides del opio, los fenantrénicos naturales y semisintéticos
(codeina y bencilisoquinolicos), y también los agentes antitusivos sintéticos

(Litter, 1998).

2.4.4 CODEINA

La codeina (metil-morfina), pertenece junto con la morfina y la tebaina (sin
interés terapéutico) al grupo de alcaloides naturales del opio del grupo
fenantreno, Es eficaz por via oral (60% de la eficacia por via parenteral) ya que
apenas sufre el fenomeno de primer paso hepatico, posteriormente se
metaboliza en el higado en su mayor parte a formas inactivas, y una pequefia
parte (10%) sufre desmetilacion convirtiéndose en morfina, a la que se debe su

escaso poder analgésico (andlogo al de los analgésicos menores con los que se
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puede asociar). Tiene muy poca afinidad por los receptores opiodes, aunque su
eficacia como antitusigeno sugiere la activacion de receptores selectivos con alta
afinidad en el centro de la tos (Velasco y col, 1993).

Ver Figura N°04 en el Anexo N°06.

Accion farmacolégica

Antitusigeno: Ejerce su accion sobre los centros bulbares, ademas tiene accion
analgésica central, empleandose como analgésico menor de leve a moderado y
con accion antidiarreica ‘(Flores, 2003).

Reacciones Adversas: Puede producir depresién respiratoria, agravando la
situacion de pacientes enfisematosos; en ocasiones produce bronco constriccion
y reduccion de la secrecion bronquial. A diferencia de la morfina no ocasiona
farmacodependencia, ni depresion profunda o coma (Flores, 2003).
Contraindicaciones: Hipersensibilidad a la codeina, arritmia cardiaca,
convulsiones, disfuncion hepatica, hipertrofia prostéatica, deterioro croénico
respiratorio, estrefimiento (Velasco y col,, 1993).

Dosis: La dosis antitusigena usual en adultos es de 10-30 mg cada 4-6 horas
con dosis méxima de; 120 mg/dia (Velasco y col, 1993) y como codeina fosfato

15 mg/5ml = 1 cucharadita, cada 4 a 6 horas (Flores, 2003).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1 UBICACION
El presente frabajo de investigacién se realizé en los laboratorios de
Farmacognosia y Farmacologia del Area de Farmacia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, durante

los meses de Mayo a Octubre del 2010.

3.2 MATERIALES

3.2.1 POBLACION

Juglans neotropica Diels "nogal", que crecen en el distrito de Carmen Alto en la
provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, a unos 2760 m.s.n.m.
3.2.2 MUESTRA

1 kg de hojas secas de Juglans neotropica Diels "nogal", escogidos
aleatoriamente a partir del cual se obtuvo &l extracto hidroalcohdlico.

3.2.3 MATERIAL BIOLOGICO

25 Cobayos (Cavia porcellus) de un solo sexo (machos), de 500 a700 g. de 1 a
2 meses de edad, en buen estado de salud, con alimentacion yagua ad libitum,
proporcionados por el Instituto de Investigacion y Experimentacion Agraria

(INMEA) Ayacucho.

11



3.3 METODOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.3.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

Las hojas de Juglans neotropica Diels. "nogal", fueron recolectadas al azar,
luego secadas a temperatura ambiente, en un lugar con buena ventilacion,
cambiando el papel de soporte cada 24 horas y removiendo €l vegetal para

evitar su descomposicion, por un periodo de 30 dias (CYTED, 1998).

3.3.2 OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

Una vez obtenidas las hojas secas fueron sometidas a molienda hasta polvo fino
en un molino eléctrico, luego se llevd a maceracion hidroalcohdlico al 80%,
durante 5 dias aproximadamente a temperatura ambiente posteriormente se

filtré, se concentrd para finaimente obtener un residuo de consistencia siruposa.

3.3.3 SCREENING FITOQUIMICO
Se identificaron los diferentes metabolitos secundarios por medio de reacciones
de coloracion presentes en las hojas del Juglans neofropica Diels "nogal",

empleéndose el método descrito por Miranda (1996).

3.3.4 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTITUSIVA

a) Modelo; Tos inducida por acido citrico en cobayos

El método experimental, tos inducida por acido citrico en cobayos fue descrito
por primera vez por Ulcelay et al. y utiizado sin modificacion por Arroyo y col.
(2004). Consistio en la exposicion al aerosol de acido citrico diluido en agua al
20% en una campana de vidrio por un periodo de 5 minutos, que después de ese
tiempo se conto el numero de toses, donde aquellos que produjeron de 10 - 25

toses ingresaron al estudio.
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b) Procedimiento

Al momento de realizar el experimento se han empleado 5 cobayos por grupo de
trabajo realizandose como minimo ¢inco repeticiones.

Al primer grupo blanco se le administro cloruro de sodio 5 mi/kg via oral.

Al segundo grupo se le administro jarabe de fosfato de codeina 10 mg/kg via
oral.

Al tercer, cuarto y quinto grupo se le administro por via oral el extracto
hidroalcohdlico de Juglans neotropica Diels "nogal”, una dosis de 250 mg/kg, 500
mg/kg y 750 mg/kg respectivamente

Media hora después de la administracién, los cobayos fueron colocados
individualmente en una campana de vidrio (aproximadamente 20 x 14 x 12 cm) y
se expusieron por 5 minutos a un aerosol de acido citrico diluido en agua al 20%
PV.

Durante la exposicién los cobayos fueron observados y se registro €l tiempo para
€l comienzo de la primera tos y el nimero total de toses durante los 10 minutos
siguientes de exposicion al aerosol de acido citrico.

Los cobayos que produjeron entre 10 a 25 toses en los primeros 5 minutos
ingresaron al estudio.

Se calculd el porcentaje de inhibicion (% IH) de toses con la siguiente formula:

(TC -TP)
0, -
YolH = ~————= X 100

Donde:TC = Numero de toses totales promedio del control.

TP = Nimero de toses totales promedio del problema.
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL DE ESTIMULO CRECIENTE

El disefio experimental es completamente randomizado (aleatorizado) con cinco

tratamientos en diferentes mediciones por repeticion (en cada repeticion cinco

mediciones, descartandose algunas mediciones por errores). Cada grupo consta

de 5 cobayos.

Primer grupo viene a ser el blanco, donde se les administraron cloruro de
sodio 5 mifkg via oral.

Segundo grupo viene a ser el estandar de fosfato de codeina 10 mg/kg con
administracién por via oral.

El estandar de Codeina fosfato 15mg/ 5mL fue adquirido del Laboratorio de
San Roxfarma S.A. con Lote: 1010221

Tercer grupo, es la primera dosis de 250 mg/kg de extracto hidroalcohélico
de las hojas de Juglans neotropica Diels "nogal" en carboxi metil celulosa
como vehiculo con administracién por via oral.

Cuarto grupo, es la segunda dosis de 500 mg/kg de extracto hidroalcohélico
de las hojas de Juglans neotropica Diels "nogal en carboxi metil celulosa
como vehiculo con administracién por via oral.

Quinto grupo, es la tercera y Ultima dosis de 750 mg/kg de extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels "nogal en carboxi

metil celulosa como vehiculo con administracién por via oral.

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se presentan en cuadros y graficos que fueron sometidos a

un andlisis de varianza y a la prueba de Tukey para detectar posibles diferencias

entre los tratamientos.
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IV. RESULTADOS
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CUADRO N° 01: Metabolitos secundarios presentes en el extracto

hidroalcohélico de las hojas de Juglans neotropica Diels "nogal".

Laboratorio de Farmacognosia, UNSCH. Ayacucho - 2010.

METABOLITOS _
ENSAYO(RX) RESULTADOS OBSERVACIONES
SECUNDARIOS
' Dragendorff + Precipitado naranja
ALCALOIDES Mayer + Precipitado blanco
Wagner + Precipitado marrén
AZUCARES Benedict Col i6n rojo ladrill
enedi + oloracion rojo ladrillo
REDUCTORES r©
Coloracion verde
CATEQUINAS Catequinas +
esmeralda
LACTONIAS Y/Q . _ )
Baljet o Coloracion rojo oscuro
CUMARINAS
SAPONINAS Espuma ++ Formaciéon de espuma
AMINOACIDOS o Coloracion azul
Ninhidrina ek
(AMINAS) violaceo
CARDENQLIDOS Kedde ++ Coloracion violaceo
RESINAS H.0d - No hay precipitado
Fase amilica de color
FLAVONOIDES Shinoda +++ o
rojo intenso
FENQLES Y/O Coloracion verde
Cloruro férrico +++ )

TANINQS intensa
ANTRAQUINONAS Borntrager + Fase acuosa color roja
TRITERPENQS Y/O Lisbermann - - Coloracién verde

ESTERQIDES Burchard intenso
LEYENDA:
) { Ausente
) : Leve
(++) : Moderado
(##4)  :Intenso
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10 |

Namero de toses

=

Blanco  Codeina 250 mg/Kg 500 mgKg 750mg/Kg

Tratamientos

GRAFICO N° 01: Variacion del nimero de toses en 10 minutos en cobayos,
a los diferentes tratamientos con el extracto hidroalcohélico de las hojas
de Juglans neotropica Diels “nogal“. Laboratorio Farmacognosia, UNSCH.

Ayacucho - 2010.

17



90

Porcentaje da Inhibicion
3

50

Codeina 250mg/Kg  500mg/Kg 750 mg/Kg

Tratamiento

GRAFICO N° 02: Variaci6n del porcentaje de inhibicion del nimero de toses
con los tratamientos del extracto hidroalcohélico de las hojas de Juglans

neotropica Diels “nogal”. Laboratorio Farmacognosia, UNSCH. Ayacucho -
2010.
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GRAFICO N° 03: Porcentaje de inhibicion del nimero de toses con los
tratamientos del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans
neotropica Diels “nogal”. Laboratorio de Farmacognosia, UNSCH.

Ayacucho - 2010.
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacién viene a ser una contribucién al conocimiento
terapéutico de las propiedades farmacoldgicas del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Juglans neotropica Diels "nogal' que fueron recolectadas y
seleccionadas en el distrito de Carmen Alto, distrito de Huamanga, departamento
de Ayacucho.

El Cuadro N° 01, se reporta las caracteristicas fitoquimicas del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Juglans neotropica Diels "nogal”, identificandose
principalmente; flavonoides, fenoles y taninos, donde también se observo la
presencia de catequinas, lactonas, cumarinas, alcaloides, saponinas, azucares
reductores, antraquinonas, cardenolidos, triterpenos y esteroides. La presencia
de flavonoides, taninos y fenoles, posiblemente confieren la propiedad antitusiva
a esta especie. Estos resultados se comparan con el estudio Fitoquimico
realizado por Carhuallanqui (2003), que realiz6 un estudio sobre la actividad
antimicrobiana de los extractos etandlico y acuoso del Juglans neotropica Diels
"nogal", sobre cepas de Saimonella spp, en la Universidad Nacional San
Cristébal de Huamanga, donde report6 la presencia de los mismos metabolitos
secundarios sefalados.

Huamani y Ruiz (2005),' determinaron la presencia de taninos, fenoles y

flavonoides en el extracto etandlico de la corteza de Juglans neotropica Diels
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"nogal”, demostraron buena actividad sobre el Candida albicans, pues estos
resultados concuerdan con los que obtuvieron Lépez y col (2001), afianzando su
actividad antimicrobiana y antiviral, realizado en la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos.

Bruneton (2001), sefala que de la familia Juglandaceae la especie Juglans regia,
también presenta flavonoides demostrando una vez mas su actividad bactericida
y fungicida.

Harrison (1983), menciona que los taninos tienen la propiedad de precipitar las
proteinas formando tanatos de proteinas insolubles, originando un efecto
antimicrobiano, antifingico y antiséptico, asimismo Cdérdova (2001), define la
accién de los taninos por ser astringente y por combinarse con las proteinas de
la piel y de las mucosas resultando ser compuestos insolubles y evitando la
putrefaccién y que por esa propiedad es utlizada internamente, para el
tratamiento de las vias respiratorias.

Velascao y col. (1993), afirman que los taninos actian precipitando las proteinas
de la supefficie de la célula de manera que forma una capa protectora sobre la
mucosa, popular en el tratamiento de la diarrea.

Ahora podemos sefalar la buena actividad antimicrobiana y astringente que el
Juglans neotropica Diels "nogal”, tiene sobre las vias respiratorias y donde
reporta cierta actividad antitusiva.

El Grafico N° 01, reporta la variacion del nimero de toses en 10 minutos,
producidos por la exposicién a un aerosol de acido citrico al 20% diluido en
agua, donde se observa que los cobayos tratados con suero fisiolégico
presentan un aumento del nimero de toses de 13 a 17, lo que confirma que el
método utilizado es confiable; al usar la codeina 10 mg/kg como estandar se
observd la disminucion del nimero de toses de 4 a 3, lo que confima su efecto

antitusivo, a usar el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica
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Diels "nogal”, a 250 mg/kg, se observé una disminucién en el nimero de toses
de 7 a 4; con el extracto de 500 mg/kg de 4 a 2y con 750 mg/kg de 5 a 4.

Estos resultados son sustentados en el Anexo N° 7 (Cuadro N° 02), en la
variacién del nimero de toses se le confirié mayor actividad antitusiva al extracto
hidroalcohélico de las hojas de Juglans neotropica Diels "nogal" de 500 mg/kg
con una disminucién de 4 a 2 nimero de toses respecto al estandar de codeina
con el que se obtuvo una disminucion de 4 a 3 nimero de toses tal como se
demuestra en Solier (2006), que evalué el efecto antitusigeno del extracto
hidroalcohdlico del talo de Thamnolia vermicularis "papelillo” en cobayos.

El Gréfico N° 02, reporta la variacion del porcentaje de inhibicion del nimero de
toses con los tratamientos, donde la codeina varia de 73,33% a 82,35% con una
media de 78,08% y los extractos hidroalcohdlicos de las hojas de Juglans
neotropica Diels "nogal" a 250 mg/kg de 53,33% a 77,78% con una media de
67,31%, a 500 mg/kg de 73,33% a 88,89% con una media de 79,12% y a 750
mg/kg de 66,67% a 77,78% con una media de 72,701%

Estos resultados son sustentados en el Anexo N° 10 (Cuadro N° 05), donde
afirmamos que la dosis de 500 mg/kg es estadisticamente similar al estandar de
codeina y estadistica mente diferente (p 0.05) a 250 mg/kg y 750 mg/kg que
presentaron mayor niimero de toses que el estandar empleado.

Al realizar las comparaciones mdultiples de las médias de los tratamientos con la
prueba de Tukey en la Grafica N° 02 y 03, muestran tratamientos basados en el
grado de parecido existente entre sus medias; asi la codeina no difiere
significativamente con la dosis de 500 mg/kg, es decir tienen el mismo
comportamiento, pero difiere con los demés tratamientos la dosis de 250 mg/kg
significativamente con la dosis de 750 mg/kg. Estos resultados se confirman con
el andlisis de varianza (Anexo N°11-Tabla N°06), observandose una diferencia

estadistica significativa entre los diferentes tratamientos analizados con un nivel

22



de confianza de 95% por lo tanto las dosis de 250 mg/kg y 750 mgkg
presentaron mayor niumero de toses frente a los otros tratamientos.

Ruiz en el 2006, al evaluar el efecto antitusigeno de los extractos acuosos o
hidroalcohdlicos de hojas y flores de Malva silvestris L. "malva”, obtuvo que a
150 mg/kg de extracto hidroalcohdlico tuvo mayor% de inhibicidn (67,27%) que
la codeina via oral (44,5%), Chong en el 2008, al formular un jarabe al 2% a
base de propdleo de Apis mellifera "abeja", tuvo un % de inhibicion (70,9%)
similar al de la codeina via oral (70,3%) y Solieren el 2006, al investigar sobre el
efecto antitusigeno del extracto hidroalcohdlico del talo de Thamnolia
vermicularis "papelilo” en cobayos, demostrdé a 150 mg/kg mayor efecto con una
eficacia antitusigena de (74,31 %) frente a la codeina via oral (71%.) De esta
manera podemos sefialar que el extracto hidroalcohélico de las hojas de Juglans
neotropica Diels "nogal” a una dosis de 500 mg/kg presenté mayor porcentaje de
inhibicién de (79,12%) frente a los demas tratamientos, frente al estandar de
codeina administrado por via oral con un porcentaje de inhibicién de 78,07% Y
frente a los antecedentes sefialados en la determinacion de la misma actividad
antitusiva.

Por lo tanto al concluir la investigacién realizado en los Laboratorios de la
Escuela de Formacion profesional de Farmacia y Bioquimica, se demostrd la
actividad antitusiva del extracto hidroalcohdlico del Juglans neotropica Diels

"nogal" en cobayos.
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1.

VI. CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico del Juglans neotropica Diels "nogal, tiene
actividad antitusiva y es estadisticamente significativa con p<0.05.

Al screening fitoquimico se determiné la presencia de; flavonoides,
fenoles, taninos, catequinas, lactonas, cumarinas, alcaloides, saponinas,
azucares reductores, antraquinonas, cardendlidos, triterpenos y
esteroides

La dosis més efectiva fue de 500 mg/kg con un porcentaje de inhibicién

de79,12% respecto a la codeina.
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Vil. RECOMENDACIONES

Proseguir con el estudio de la actividad antitusiva de Juglans neotropica
Diels "nogal”, aislando el metabolito principal de las hojas que es juglona
y determinar su mecanismo de accién especifico, dentro del organismo.
Realizar investigaciones respecto a la actividad foto protectora y
cicatrizante del Juglans neotropica Diels "nogal”.

. Continuar con los estudios de toxicidad aguda y crénica como proyecto
de investigacion.

. Al saber de las bondades de esta especie nativa del Peru, se recomienda
realizar programas de cuidado y propagacién para evitar la tala

indiscriminada.
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ANEXON°®01

PREPARACION DEL EXTRACTO ETANOLICO

=

A

MUESTRA LIMPIA

v
MUESTRA DESECADA

MUESTRA

PULVERIZADA

l

* MACERACION DE LA
MUESTRA EN ETANOL
80%

l,

OBTENCION DEL
EXTRACTO ETANOLICO

CONCENTRACION DEL EXTRACTO EN EL
ROTAVAPOR

FIGURA N° 01: Diagrama de preparacion del extracto etanélico de las hojas
de Juglans neotropica Diels “nogal”.
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FIGURA N° 02: Diagrama de Screening Fitoquimico en el extracto etandlico
de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal”.

31



FOTOGRAFIA N°1. Obtencién del extracto de Juglans neotropica Diels
“nogal!!

= B o =S

Arbol de Juglans neotropica Diels ‘nogal®

Hojas de Juglans neotropica Diels “nogal’

Muestra secay triturada del Juglans neotropica Diels “nogal”
Muestra concentrada del Juglans neotropica Diels “nogal’
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FOTOGRAFIA N°2: Tubos de ensayo conteniendo los resultados del
Screening Fitoquimico del Juglans neotropica Diels “nogal”’, en el

Laboratorio de Farmacognosia, Ayacucho 2010.

Leyenda:
1 Alcaloides Taninos y Fenoles
2 Catequinas Triterpenos y Esteroides
| 3 Resinas Azucares Reductores
4 Aminoéacidos 10 Antraquinonas
5 Flavonoides 11 | Lactonas y Cumarinas
6 Saponinas 12 Cardendiidos IE
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FOTOGRAFIA N°3: Tesista administrando al cobayo por via oral el extracto
hidroalcohdlico del Juglans neotropica Diels “nogal”’, en el Laboratorio de
Famacologia, Ayacucho 2010.
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FOTOGRAFIA N°4: Tesista exponiendo al cobayo al aerosol del acido
citrico y evaluando la produccion de toses de cada uno de los cobayos
expuestos, en el laboratorio de Farmacologia, Ayacucho 2010.
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ANEXON°03

CUADRO N° 02: Numero de toses producidos en diez minutos del extracto
hidroaicohdlico de las hojas de Juglans neotrépica Diels “nogal®.

Ayacucho - 2010

BLANCO EXTRACTO | EXTRACTO | EXTRACTO
CODEINA

REPETICIONES NaCl 1 2 3
S5mL/kg 10 mgkg | 250 mglkg | 500 mg/kg | 750 mgikg

1 15 4 7 4 4

2 13 3 5 3 4

3 15 3 4 3 8

4 18 4 4 2 4

5 17 3 5 4 4

Promedio 15.6 34 5 32 4.2
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ANEXON°04

CUADRO N°04: Resultado del Analisis de varianza al determinar el niimero
de toses producidos en diez minutos del extracto hidroalcohdélico de las
hojas de Juglans neotrépica Diels “nogal”. Ayacucho - 2010

ANOVA
Suma de Media
suadradog gl buadrdticd F Sig.
Namero Inter-grup{553.040 4 1138.260 106.354 | .000
de Tose: |ntra-grup{ 26.000 20 | 1.300
Total 579.040 24
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CUADRO N°05: Resultado de la Prueba de Tukey al determinar el nGmero
de toses producidos en diez minutos del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Juglans neotrépica Diels “nogal“. Ayacucho- 2010

Numero de Toses

HSD deTukey 2
- Subset for alpha = .05

|_Tratamientos N 1 2

500 mg/Kg 5 3.2000

Codeina 5 3.4000

750 mg/Kg 5 42000

250mg/Kg 5 5.0000

Blanco 5 15.6000

Sig. 131 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéeneos.

a. Uses HarmonicMean Sample Size = 5.000
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CUADRO N°06: Resuftado del Andlisis de varianza al determinar el
porcentaje de inhibicién del nimero de toses del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Juglans neotrépica Diels “nogal”. Ayacucho— 2010

ANOVA
Suma de Media |
uadradoy gl juadratici F S 4.
Porcente Inter-grufd44.434 3 148.145 | 3.582 03
de Intra-grugs61.702 16 | 41.356
Inhibicid Total 106.136 19
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CUADRO N°7: Resultado de la Prueba de Tukey al determinar el
porcentaje de inhibicién del nimero de toses del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Juglans neofropica Diels “nogal”. Ayacucho—-2010

HSD de Tukey

Porcentaje de Inhibicién

Subset for alpha = 05
Tratamiento N 1 2
250 mg/Kg 5 67.3140
750 mg/Kg 5 72.6960 72.6960
Codeina 5 780760 78.0760
500 mg/Kg 5 79.1220
Sig. — .923 — '4174.

Se muestran las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000
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ANEXON°05

Mecéanicos Corteza
Cuerpo extrafio,

polvo, moco (+) l
-Quimicos
Nicotina “Centro de latos“ | » Efectores
Capsaicina

Acido Citrico
Agentes osméticos .
-Inflamatorios Nervio Glotis
Histamina Vago Misculos
Prostaglandinas

(+-) -Taquilaninas
Sustancias P
Neurokinina A

Tos

Receptores de la Tos
Nervios sensoriales

Recepto de adaptacion
rapida

Fibra pulmonar C
Fibra bronquial C

FIGURA N° 03: La Via de la tos invblucra la presencia de estimulos
(mecanico, quimicos, inflamatorios), receptores, vias aferentes, eferentes y
finalmente un efector (misculo). Existe una modulaciéon brindada por la
corteza cerebral sobre el centro de la tos. Actualmente se discute mucho
sobre la existencia y localizacion del centro de Ja tos (Vega y Sanchez)
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ANEXO N°06

*

Alealodes natualns del oo detivados dal Innanteeno,

Extrociuty genacal |

17
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Morlina OM O tAetd
Codring O~-CHl) on Meul
“Tebaina O—CH4 Q- Ci3 Pletsl vy AG-7T y N B-14

FIGURA N° 04: Estructura de los alcaloides naturales del opio derivados del
fenantreno (Velasco y col., 1993).
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ANEXO N°07

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

CERTIFICA

Que, la Bachiller en Farmacia y Bioquimica Srta. Rosmery, QUISPE
SALVATIERRA, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para
trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segin el Sistema de Clasificacion de
Engler y Prantl, modificado por Meichior, y es como sigue:

DIVISION : ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)
CLASE : DICOTILEDONEAE

SUBCLASE : ARCHYCLAMIDEAS

ORDEN : JUGLANDALES

FAMILIA : JUGLANDACEAE

GENERO : Juglans

ESPECIE : Juglans neotropica Diels.

NV, : “nogal peruano”

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

Ayacucho 30 de Junio det 2010.

Herbarium Huamangensis

A Vi
i vl\“’\ %, KA aa & |

s Biga. Laura Aucasime Medina
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D N°184-2011-FCB-D
Bach. Rosmery Quispe Salvatierra
En la ciudad de Ayacucho siendo las cuatro y treinta de la tarde del dia miércoles
quince de Junio del dos mil once, en el auditorio de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas, reunidos los miembros del jurado bajo la presencia del Maestro Eimer
Avalos Pérez en su condicién de Decano de la Facultad de Ciencias Biolégicas,
con la asistencia de los docentes miembros: Magister Johnny Aldo Tinco Jayo,
Magister Enrique Aguilar Felices, Quimico Farmacéutico Hugo R. Luna Molero
(cuarto jurado), actuando como secretario docente el Q.F. Hugo R. Luna Molero,
para recepcionar la tesis; Actividad antitusiva del extracto hidroalcohdlico del
Juglans neotropica Diels “nogal” Ayacucho - 2010, presentado por la Bach.
Rosmery Quispe Salvatierra, quien pretende optar el titulo de Quimico

Farmacéuitica.

El Decano inicia el acto de sustentacion, solicitando al secretario docente la
revision de los documentos en mesa y la lectura de la Resolucidon Decanal
N°184-2011-FCB-D, para Iluego indicar a la sustentante en aspectos
relacionados a la sustentacion, sugiriendo que la exposicién no sea una lectura
de las diapositivas, si no que estas sean una ayuda visual en un tiempo no
mayor de cuarenta y cinco minutos para luego pasar a la segunda etapa de la

sustentacion.

Se inicia la segunda etapa en la que los miembros del jurado realizan las
observaciones y preguntas que crean conveniente para realizar ta evaluacion
correspondiente iniciando su participacion con el profesor Hugo Luna Molero,
luego el profesor Johnny Aldo Tinco Jayo, el profesor Enrique Aguilar Felices y

finaimente el profesor Eimer Avalos Pérez.



Luego el presidente invita a la sustentante y al publico asistente que abandone el

auditérium para que el jurado calificador pueda deliberar y calificar como sigue:

Jurado Calificador Exposicién Respuestas  Promedio
Mg. Johnny Aldo Tinco Jayo 17.0 17.0 17.0
Mg. Enrique Aguitar Felices 16.0 16.0 16.0
QF. Hugo R. Luna Molero 17.0 17.0 17.0

De la evaluacién individual de cada jurado, la sustentante obtuvo la calificacion
de diecisiete (17.0), de lo cual dan fe los miembros del jurado, estampando su
firma al pie de la presente. Culmina el acto de sustentacién siendo ias seis y

quince de la noche.

N

. v 7 }
Md/Eimer Avalos Pérez Mg. Johphy Aldo Tinco Jayo

Presidente Miembro

A0 il

Q.F. Hugo R Luna Molero

Q. Ennque Aguilar Felices

Miembro - Asesor Cuarto Jurado - Secretario
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