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Evaluacion de Ila toxicidad y efecto cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels
“nogal peruano“. Ayacucho-2005.
AUTOR : Bach. Juan Beto RUIZ ORE
ASESOR: Q.F. Enrique AGUILAR FELICES y Q.F. Aldo TINCO JAYO.

RESUMEN

El presente trabajo de investigacion estuvo orientado a demostrar la
toxicidad y efecto cicatrizante de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal
peruano’, realizado en los laboratorios de Farmacia de la Universidad Nacional
de San Cristébal de Huamanga.

Las hojas fueron colectadas en los meses de febrero a marzo del 2005 en
la localidad de Azangaro, provincia de Huanta a 2500 m.s.n.m., luego de su
identificacion botanica fueron desecadas a temperatura ambiente y se preparé el
extracto hidroalcohdlico al 80%.

El tamizaje fitoquimico reporta la presencia de taninos, flavonoides,
alcaloides, saponinas, aminoacidos y azticares reductores.

La toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico se realizo6 mediante el
método de dosis limite en ratones albinos de ambos sexos, con fres niveles de
dosis (50, 200, 2000 mg/kg), los cuales fueron observados durante 14 dias sin
encontrarse mortalidad. Una vez sacrificados, se evalud la reduccion del peso de
los odrganos internos presentandose diferencias significativas (p<0.05),
concluyéndose que la toxicidad es independiente del sexo.

La actividad cicatrizante se determiné empleando el Test de Howes; a la
dosis de 100, 200, 400 mg/kg, el mayor efecto cicatrizante se logré a 400 mg/kg
(981.72%), con respecto al estandar (Cicatrin) (100%) encontrandose diferencias
significativas.

Palabras clave: Juglans neotropica Diels, toxicidad aguda, actividad

cicatrizante.



l. INTRODUCCION

La medicina tradicional, es utiizada ampliamente y desde tiempos
ancestrales en nuestro pais. EI conocimiento sobre salud, enfermedad,
prevencion y tratamiento; ha sido transmitido de una generacion a otra; a través
del tiempo. Este saber se basa exclusivamente en la experiencia y las
observaciones. La planta Juglans neotropica Diels “nogal peruano’, es de uso
frecuente como especie medicinal en casi toda la sierra del Perd, y en algunas
zonas de Ia selva;‘en este sentido es Necesario estudiar cientificamente sus
efectos con el fin de permitir su uso racional.

Las plantas mediciNales constituyen un remedio curativo eMpleado desde
la antigliedad por el hombre. Esta practica es de gran importancia ya que amplia
el arsenal terapéutico y carece de efectos significativos (Jaramillo, 1989).

Juglans neotropica Diels “nogal peruano”, es utilizado tradicionalmente
para curar afecciones bronquiales, tratamiento de diarrea, cicatrizantes de
heridas y llagas, ulceras, diabetes, catarros, inflamaciones y tlceras de la boca.
(Vanhder, 1972)

El presente trabajo de investigacion busca contribuir al conocimiento de
las bondades de esta especie medicinal para su futuro uso racional, sobre todo
ahora que se observa un retomo cada vez mayor, al uso de las plantas

medicinales en la terapia, para lo cual se trazo el siguiente objetivos general:



e Evaluar el efecto toxico y cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Juglans neotropica Diels “‘nogal peruano’.
Ademas se plante¢ los siguientes objetivos especificos:

o Determinar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico mediante pruebas quimicas y cromatograficas.

e Evaluar la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de las hojas del
Juglans neotropica Diels “nogal peruano”.

o Precisar la concentracion dptima del exiracto hidroalcohdlico de Juglans
neotropica Diels “nogal peruano”, que muestre una mayor eficiencia

cicatrizante.



Il. MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES

En nuestro pais no existe un plan estratégico que orienta la investigacion
y utilizacién en forma sistematica de los recursos vegetales que tengan como
meta su incorporacién definitiva al programa de Salud. No existe un inventario de
recursos disponibles con este fin, no se dispone con una Farmacopea Nacional
de Plantas Medicinales (Cornejo, 1986).

En el Pert desde los primeros momentos del descubrimiento y su
conquista se observo que entre los stbditos del vasto imperio, se hallaba muy
desarroliado la profesion de curanderos y herbolarios y que estas poseian
conocimientos muy singulares sobre las propiedades medicinales y toxicas de
determinadas especies vegetales (Font Quer, 1980).

La bibliografia da cuenta de investigaciones farmacolégicas referente al
Juglans neotropica Diels siendo las siguientes:

Porturas, (1982), Realizé6 un ‘“Estudio Farmacogréafico del Juglans
neotrépica Diels o “nogal peruano” donde establecié sus usos medicinales para
los tratamientos de ulceras, diabetes, cicatrizante, catarros, bronquitis y como
astringente.

Carhuallanqui, (2003), determino la actividad antimicrobiana de los

extractos etandlico y acuoso de Juglans neotropica Diels “nogal”; sobre cepas de



Salmonella spp, encontrandose que estas bacterias son sensibles a los
componentes activos a la planta; usando como estandar el cloranfenicol a una
concentracion de 10 mg/ml; y asimismo, determino la presencia de los siguientes
metabolitos secundarios: alcaloides, flavonoides, taninos vy fenoles,
antraquinonas, triterpenocides y esteroides, azucares reductores, saponinas,
aceites, aminoacidos, lactona y cumarinas.

Chanhualla, (2004) realizo un estudio sobre la “Actividad antibacteriana in
vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal
peruano” en bacterias Gram positivas causantes de infecciones respiratorias
agudas, llegando a la conclusion que fue mas eficaz en comparacion a las
penicilinas.

2.2. ASPECTOS BOTANICOS.
2.2.1. CLASIFICACION SISTEMATICA.

Se realiz6 en el Herbarium Huamangensis de la Facultad de Ciencias
Biolégicas, en la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga y
corresponde al Sistema de Clasificacién de Engler and Prantl, modificado por

Melchior en 1904 (Anexo 16).

DIVISION : Antophita (Angiospermae)
CLASE : Dicotiledoneae
SUBCLASE : Archyclamideas

ORDEN : Juglandales

FAMILIA : Juglandaceae

GENERO : Juglans

ESPECIE : Juglans neotropica Diels
NOMBRE VULGAR : Nogal

2.2.2. DESCRIPCION BOTANICA.

El Juglans neotropica Diels “nogal’, es una especie arbérea monoica



(Ferreira, 1982). Este arbol nativo de los andes, crece en bosques naturales
alcanzando hasta 30 m. con diametros superiores a 1 metro (Lojan, 1992). Es
una planta lefiosa de gran porte, de tronco grueso, con grandes y abiertas ramas
que forman una ancha copa (Font Quer, 1962).

La inflorescencia tiene la forma de amento, con flores estaminadas,
pedunculadas y blanquecinas. El fruto es una drupa indehiscente de cascara
verde, amarga y tintérea, el endocarpio formado por dos valvas iguales y
opuestas que cubren una almendra dividida en dos cotiledones (Desmarchelier,
2000).

2.2.3. HABITAT.

Crecen en las huertas y riberas de los rios de las zonas templadas, en el
fondo de los valles en buenos suelos, en hondonadas protegidas contra el viento
y donde hay humedad y buen drenaje; rehuye los sitios desabrigados y
combatidos por fuertes vientos. En el Pert su distribucion se observa entre 1000
y 3000 m.s.n.m. (Lojan, 1992).

2.2.4. USOS Y FORMAS DE APLICACION.

Los usos que se dan a las hojas y frutos del nogal varian en los paises:
en Ecuador, la infusién de las hojas se utiliza como astringente y antidiarreico,
especiaimente en los nifios. También se utiliza como antiséptico para lavar
heridas y ulceras, y asimismo, para lavados vaginales en caso de leucorrea
(Gupta, 1995), La infusién de las hojas es empleada para gargarismo como
antiinflamatorio de la faringe; de igual modo, la infusién de las hojas se utiliza
para bafiar una o dos veces a los nifios de la cintura para abajo cuando dan los
primeros pasos para “endurecer los huesos” y caminen pronto; también se da
este bafio a las mujeres después del parto (Lojan, 1992). También la corteza del
arbol, y las yemas combaten las perturbaciones del higado, las erupciones de la

piel (Bustamante, 2006).



En Colombia la infusion de las hojas y frutos sirve para teflir las canas y
prevenir la caida del cabello. La infusién de las hojas se toma como depurativo
de la sangre. La infusion de las raices se toma para tratar afecciones del
higado. (Cornejo, 1986) Con la infusién de las hojas se prepara un jarabe que se
endulza para tomarlo en cucharadas para la tos. Se indica que este jarabe es
bueno para el tratamiento de la escréfula en estado primario (Cordova, 2001)
(Basto, 2001).

Se hace hervir una hoja de nogal en un litro de leche para tomarla
diariamente, dicen que los campesinos que asi el sabor se parece al vino y
alimenta al cerebro. Otros toman el “agua de nogal” como mate o té o agua
aromatica haciendo hervir una hoja en un litro de agua (Lojan, 1992).

La flora peruana tiene al Juglans neotropica Diels o “nogal” nativo del
valle del Maraiion, se cultiva como arbol ornamental. Sus hojas se usan en
medicina popular para combatir las afecciones bronquiales (Ferreira, 1982).

Comejo, (1981) seflala que una de las grandes principales virtudes de
esta planta radica en sus grandes propiedades tintéreas. Las hojas, frutos
inmaduras, ramas tiernas y corteza del tallo; proporcionan variadas tonalidades
de colores suaves de marrén — caoba; dependiendo de estos matices del tipo de
muestra, 1a cantidad de la misma, el tipo de mordiente y el tiempo de ebullicion.
Hasta la fecha no se ha encontrado una especie similar en sus propiedades
tintéreas que pueda suplir satisfactoriamente esta planta; por lo que urge su
propagacion masiva y una explotacién racional y planificada no como se viene
explotando actualmente de manera indiscriminada.

Como medicina se usa el pericarpio verde de los frutos y las hojas tiernas
y yemas, las que se cortan en trozos pequerios y secos. La terapéutica modemna,
las emplea como astringente en los tratamientos gastricos e intestinales, tonico y

depurativo, calmante del sistema nervioso y hemostatico. En aplicaciones



externas las preparaciones a base de nogal sirve en dermatologia para curar las
hinchazones o ulceras de la piel con ardor o picazén. Para neutralizar el flujo
blanco se hacen irrigaciones vaginales (Romero & De la Cruz, 1997).

2.3. TOXICIDAD.

Efectos nocivos o adversos que una sustancia puede producir: puede ser
aguda, sub aguda y crénica (Cotillo, 1998).

2.3.1. TOXICIDAD AGUDA.

Son los efectos adversos o mortales que produce una sustancia en un
lapso de 24 horas cuando se administra en dosis elevadas. La toxicidad aguda
tiene por objeto determinar los efectos de una dosis tinica y muy elevada de una
~ sustancia. Usualmente, el punto final del estudio es la muerte del animal y la
toxicidad aguda se expresa por la dosis letal 50, que viene a representar mas o
menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en el 50% de los
animales.

La observacion de los animales se lleva a cabo después de la
administracion de la sustancia y dura hasta 14 dlas, después de los cuales los
animales son sacrificados y autopsiados. En general, el test se realiza con 5
grupos de 10 animales de cada sexo, aungue existen algunos métodos
abreviados gue intentan reducir el nimero de animales a sacrificar.

La determinacion de la DLs, se suele llevar a cabo en rata y ratén por al
menos dos vias de administracion entre las cinco posibles (i.v., im. ip. sc. y
oral). En el perro y otros animales de tamaiio parecido, el punto final del estudio
no suele ser ia muerte del animal, sino la determinacion de la dosis que produce
unos severos efectos adversos.

2.3.2. TOXICIDAD SUB AGUDA.
Es la toxicidad que se produce con dosis de farmaco que individuaimente

no produce efectos toxicos y puede presentarse cuando el uso de la misma



se hace por el lapso de uno a dos meses (Cotillo, 1998).

En este test, la administraciéon del farmaco se lleva a cabo diariamente
durante periodos que oscilan entre 15 dias y 4 semanas. Las principales
administraciones sanitarias requieren, antes de autorizar la administraciéon de
una dosis Gnica de la sustancia al ser humano, que se hayan realizado estudios
de toxicidad sub aguda en dos especies animales, una de las cuales debera ser
no roedora. En ambas especies, se suelen utilizar entre 4 y 5 dosis de sustancia
(vehiculo, dosis baja, media - dosis alta o vehiculo - dosis baja -dosis media baja
- dosis media alta - dosis alta).

En la rata se requieren al menos 10 animales de cada sexo para cada
dosis y en el perro, al menos 4 animales de cada sexo. Muy frecuentemente, se
afiaden dos grupos satélite de animales (uno tratado con vehiculo y ofro con la
dosis mas alta) que no son sacrificados al final del estudio, sino que se les deja
una o dos semanas para recuperarse las posibles lesiones inducidas por el
producto.

Durante el estudio se controlan diariamente un buen nimero de
parametros (aspecto, comportamiento, peso, consumo de agua y alimento,
examen oftalmoscopico, etc) y al final los animales son sacrificados vy
autopsiados. Al inicio del estudio y antes de la autopsia, se toman muestras de
sangre y orina para ser analizadas. La autopsia consiste en el examen
macroscopico de las visceras y tejidos y en la toma de especimenes para su
examen anatomopatolégico.

2.3.3. TOXICIDAD CRONICA.

Son las alteraciones funcionales que se presenta cuando se administra
un farmaco por un periodo prolongado (Cotillo, 1998).

2.4. CICATRIZACION,

Una cicatriz es una masa de colageno que se produce cuando no es



posible reparar la necrosis de células parenquimatosas por regeneracion. Si se
destruyen las células hasta la capa basal, de la dermis 0 epidermis sucede una
reparacion con formacion de cicatriz (Parakrama, 1998).

2.4.1 FASES DE LA CICATRIZACION.

1. REGENERACION.

Es la reconstruccion de la arquitectura original de cualquier organo o
tejido, en respuesta al daflo ocasionado por el desgaste normal, o como
consecuencia de abrasiones o quemaduras superficiales, no importando su
extension.

2.- REPARACION.

Es la reconstruccion de los tejidos lesionados sin reestructuracion de la
arquitectura original, y por lo tanto dejando grados variables de distorsion,
usualmente permanente y/o desorganizacion arquitecténica con consecuencias
inevitables (Falabella, 1994).

Después de 24 horas de la lesion comienzan a proliferar los fibroblastos y
las células endoteliales, formando (a los tres dias), un tejido especializado (tejido
granulado). El termino “tejido de granulacion” se debe a su aspecto granular
blando en la superficie de las heridas, aunque lo mas caracteristico es el aspecto
histolégico (proliferacion de pequefios vasos neoformados y fibroblastos), los
nuevos vasos se forman por un proceso denominado angiogénesis o
neovascularizacion en los vasos preexistentes (Cotran, 1998).

3. CICATRIZACION DE HERIDAS.

La cicatrizacibn como proceso restaurador puede producirse en forma

normal o patolégica, cuando es normal puede ser de dos tipos:
a.- Cicatrizacion por primera intencién.
Es aquella que se produce en una herida aséptica y sin perdida de

sustancia (tejido) y cuyos bordes vuelven a ponerse en contacto. Este tipo de



cicatrizacion, es la que ocurre en la mayoria de las incisiones quirtrgicas
(Hernandez, 1991).
El proceso de cicatrizacién por primera intencion es la siguiente:

> A las 24 horas. aparecen los neutrdfios en el margen de la incision
desplazandose hacia el coagulo de fibrina. Los bordes de la epidermis
aumentan de grosor por la actividad mitética de las células basales.

> A las 48 horas: brotes de células epiteliales migran y crecen a lo largo de la
superficie de corte de la dermis, depositando material de membrana basal a
medida que se desplazan. Se lesionan en la linea media, por debajo de la
costra, produciéndose una capa epitelial continua pero fina.

» A los 3 dias: los neutréfilos han sido sustituidos en gran parte por
macréfagos, el tejido de granulacion invade progresivamente el espacio de la
incisién. Las fibras de colageno estan ahora presentes en los margenes en
un principio orientados verticaimente por lo que no se unen los bordes de la
incision. La proliferacion epitelial continua y sigue aumentando de grosor la
capa de epidermis. |

» Alos 5 dias: el espacio de la incision esta ocupado por tejido de granulacién.
La neovascularizaciébn es maxima, las fibras de colageno son mas
abundantes y comienzan a sellar la incision. La epidermis recupera su
espesor normal y la diferenciaciéon de las células de la superficie da lugar a
una arquitectura epidérmica madura y queratinizada.

> Durante la segunda semana se produce una continua acumulacion de
colageno y proliferacion fibroblastica. El infiltrado leucocitario, el edema vy el
aumento de la permeabilidad vascular han desaparecido en gran parte. En
este momento comienza el largo proceso de blanqueamiento (o palidez) que
se debe al aumento de fibras coldgenas en la cicatriz.

> Al final del primer mes Ila cicatriz esta formada por tejido conjuntivo

10



desprovisto de células inflamatorias, cubiertas ahora por un cicatriz intacta
(Cotran, 1998).
b.- Cicatrizacién por segunda intencién o granulacion.

Es aquella que se producen en heridas sépticas, con perdidas de
sustancia y cuyos bordes no se ponen en contacto; es cuando la perdida de
células y tejidos es mas extensa, como ocurre en el infarto, en la ulceracion
inflamatoria, en los abscesos y en las heridas superficiales con grandes
defectos, el proceso de reparacion es mas complicado. Hay presencia de un
gran defecto tisular que tiene que ser rellenado.

La regeneracion de las células parenquimatosas no restablece
completamente la arquitectura original. Para completar la reparacién crece
abundante tejido de granulacion desde los margenes.

En la actualidad la diferencia entre estas dos, es solamente de grado, ya
que en la secuencia del proceso ambos son esencialmente iguales. Este
procedimiento se da en tres fases que interaccionan: (Hernandez, 1991).

» Fase de actividad celular.

» Fase de actividad vascular.

» Fase de depdsito de sustancias y fibras intracelulares.
(Cotran, 1998).

2.4.2. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA CICATRIZACION.

La curacion de las heridas es un proceso complejo, en €l que participan
diversos procesos como induccién de un proceso inflamatorio agudo por la
propia herida, la regeneracion, migracion y proliferacion de las células
parenquimatosas y del tejido conjuntivo, la sintesis de proteinas de la membrana
extracelular, el remodelaje del tejido conjuntivo y de los componentes
parengquimatosos, asi como la colagenizacion y reforzamiento de la cicatriz. Los

mecanismos subyacentes a estos fenémenos son: los mediadores de la

i1



inflamacion aguda, el papel que desempena los factores de crecimiento y las
interacciones célula — membrana extracelular en la emigracion, proliferacion y
diferenciacion celular, asi como los mecanismos de angiogénesis y fibrosis de la
inflamacion cronica.

El depdsito de matriz del tejido conjuntivo (colageno), su remodelaje es
una cicatriz y el reforzamiento de la misma son los efectos finales del proceso

organizado de reparacion de heridas (Cotran, 1998).
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ll. MATERIALES Y METODOS.

3.1. UBICACION.

El estudio se llevd a cabo en los laboratorios de Farmacia de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, ubicada en la provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho, a una altitud de 2750 m.s.n.m., durante
los meses de marzo a junio del afio 2005.

3.2. MATERIALES.

3.2.1. MATERIAL VEGETAL.

e 500 gramos de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano” en un
estado de madurez, con presencia de inflorescencias y frutos, obtenida en la
Localidad de Azangaro, provincia de Huanta, situada aproximadamente a los
2500 m.s.n.m.

3.2.2. MATERIAL BIOLOGICO.

e 70 ratones albinos consanguineos, de ambos sexos, adquiridos en el
Instituto Nacional de Salud (INS), dependencia del Ministerio de Salud
(MINSA), en la ciudad de Lima; con una edad aproximada de 9 semanas y
una masa corporal de 20 + 2 g, los cuales fueron adaptados a las
condiciones de bioterio y alimentados a base de cebada, maiz y agua ad

libitum.
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3.3. METODOLOGIA.
3.3.1. METODOS DE PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL.

a.- Muestra desecada.

La muestra recolectada se sec6é en una superficie plana bajo sombra y
buena ventilaciéon por un mes a temperatura ambiente bien extendida para evitar
su descomposiciéon. Al mismo tiempo se cambio el papel de soporte cada 24
horas.

b.- Secado y Molienda.

La muestra se tritur6 empleando un mortero, con la finalidad de
reducirla hasta un polvo fino, luego con un tamiz de 0.125 de diametro se separé
restos celulares.

c.- Preparacion del extracto hidroalcohdélico al 80%.

Se realiz6 de acuerdo al método descrito en el Manual de Técnicas de
Investigacion CYTED (1995). Se macer6 500 g. de hojas con una mezcla de
1200 mL de etanol de 96° y 300 mL de agua destilada por un periodo de 07 dias,
facilitando la extraccion mediante agitaciones esporadicas y protegiéndolo de la
accién de la luz; transcurrido este tiempo se realiz6 el fitrado y el residuo
obtenido fue sometido a dos extracciones mas. El filtrado se realiz6 al vacio con
la ayuda de un embudo de Biichner y papel de filtro Whatman N° 01.

d.- Tamizaje Fitoquimico del Extracto hidroalcohélico.

d.1. Pruebas Quimicas.

Se siguié la metodologia recomendada por (Miranda y Cuellar 2000).
(Anexo N° 14).

d.2. Pruebas Cromatograficas
Este procedimiento se efectué teniendo en cuenta la técnica referida por
(Wagner, H. y Bladt, S. 1996).
> Muestra : extracto hidroalcohdlico al 80% de hojas de “nogal ”
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> Soporte : silicagel G tipo 60 en base de vidrio, 5 x 20 cm.

» Fase movil  : acetato de etilo, acido galico, acido acético glacial, agua
(100:11:11:26)

> Revelador : Cloruro férrico.

3.3.2 DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA.
3.3.2.1 METODO DE DOSIS LIMITE.

Se sigui6 la técnica descrita por Rodriguez (2004). Se form6 4 grupos de
ratones mediante seleccidn aleatoria (ires experimentales y un control)
conformado por 6 animales cada uno, 3 de cada sexo. El extracto hidroalcohélico
al 80% se resuspendié en carboximetilcelulosa al 1%, administrandose dosis
Gnicas de 2000, 200 y 50 mg/kg (cada dosis en cada grupo), via oral, retirandose
la comida 6 horas antes del ensayo; el grupo control sélo recibi6 el vehiculo. La
administracién se realizé mediante sonda orogastrica (Anexo 18).

Los animales fueron observados durante 14 dias, al finalizar este periodo
se procedid al sacrificio para realizarles la autopsia, y se efectud un examen
macroscopico de oOrganos principaimente: corazén, rifién, bazo, pulmén e
higado. El peso corporal se control6 al inicio y al final del experimento (Wallace,
H. 1989), (MSP, 1993).
3.3.2.2 DISENO EXPERIMENTAL PARA DETERMINAR LA TOXICIDAD

AGUDA.
Tratamientos
Grupos Grupo | Grupo H Grupo Hi Grupo IV
Conc. 2000mg/Kg. | 200mg/Kg. 50 mg/kg. Blanco
Machos R3 R3 R3 R3
Hembras R3 R3 R3 R3
Nota:

Los grupos |, Ii y Il corresponden a los extractos hidroalcoh6licos de las hojas de

Juglans neotropica Diels "nogal peruano”, y el grupo IV corresponde al bianco.
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3.3.3. ESTUDIO FARMACOLOGICO.

3.3.3.1 TEST DE CICATRIZACION POR EL METODO DE HOWES E.

Se depil6 el lomo a los ratones en un 4rea aproximada de 2 cm® 24 hrs.

antes del Test, con el fin de descartar una reaccién alérgica a la crema

depiladora.

1.
2

9.

Se peso los ratones y se les colocd en jaulas individuales.

Se anestesid6 al animal con Fenobarbital Soédico (75mg/Kg.), por Via
Intraperitoneal.

Luego de desinfectar el area depilada se realizé una incision de 1 cm. de
largo en el tercio del lomo y perpendicular al eje longitudinal del raton.

Se afront6 los bordes de la herida con un punto de sutura de nudo triple.

Se administrd en forma tépica la 1ra. dosis del tratamiento (E! extracto
hidroalcohélico al 80% se resuspendioé en carboximetilcelulosa at 1%).

se repite cada 12 horas hasta el término del periodo de aplicacion.

Pasadas las 96 hrs. se procedié a sacrificar al raton con una sobredosis de
Fenobarbital Sédico.

Posteriormente al sacrificio, se quité el punto de sutura y se coloc6 al animal
en posicién de cubito ventral sobre el aparato de tension.

Se insert6 las agujas del aparato de Tension a 0.50 cm. de los bordes de la
herida y se empied una bureta (previamente enrasada con agua destilada)
para dejar caer el liquido al vaso hasta que se genera una tensién que abre
la herida en toda su longitud.

Se anot6 el nivel alcanzado.

10. Luego se determiné el porcentaje de la actividad cicatrizante.

( Howes E, 1929).

Es la expresion de la resistencia que muestra la cicatriz al ser sometido a

una tension, y que se expresa en porcentaje de la siguiente manera:
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Donde:

% Act

Xio = Volumen de agua que rompe la tensién de la herida del grupo tratado.

X; = Volumen de agua que rompe la tension de la herida del grupo blanco.

3.3.3.2 DISENO EXPERIMENTAL DE LA ACTIVIDAD CICATRIZANTE.

Tratamientos
Grupos GRUPOI Grupo i Grupo it Grupo IV Grupo V
Concen. | 50mg/Kg. 200mg/Kg. | 2000mg/Kg. Controi Bianco
Cicatrin
Lote1 R4 R4 R4 R4 R4
Lote2 R4 R4 R4 R4 R4
NOTA:

Los grupos 1, Il y lil corresponden a los extractos hidroalcohélicos de las hojas de

Juglans neotropica Diels “nogal peruano”.

Cada Grupo consta de 8 ratones albinos y 4 por iote.

El grupo IV fue tratado con Cicatrin como control.

Grupo V se considera como blanco.

3.4 ANALISIS DE DATOS.

Los resultados son presentados en forma de tablas, graficos de barra de

error, histograma y seran contrastados con la prueba estadistica del andlisis de

varianza y la prueba de comparacién multiple de Tukey al 85 % de confianza.
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IV. RESULTADOS
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CUADRO 01: Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroaicohdlico
de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano”. Ayacucho — 2005.

Metabolitos Reacciones de | Resuitados Caracteristicas
identificacion
Oragendorff +++ Precipitado
naranja
Mayer b Precipitado blanco
Alcaloides
Hager ++ Precipitado blanco
Wagner ++ Color marrén
Fenoles y/o taninos | Cloruro férrico +++ Azul oscuro
Flavonoides Shinoda ++ Color roja
Azucares reductores Fehling + Precipitado rojo
Saponinas Espuma + Presencia de
espumas
aminoacidos Ninhidrina + Color violeta
aceites Sudan il - Color verde
Antraguinonas Bormntrager - Color amarilio
Leyenda:
Reaccioén : RX Leve S (#)
Positivo : (+) Moderado : (++)
Negativo : (-) Abundante : (+++)
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GRAFICO N° 1. Variacién de la resistencia a la tension por efecto de la actividad
cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels
“nogal peruano“. Ayacucho — 2005.
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GRAFICO N° 2. Promedio de resistencia a la tension por efecto de la actividad
cicatrizante del extracto hidroalcoholico de las hojas de Juglans neotropica Diels

“nogal peruano”. Ayacucho- 2005.
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GRAFICO N° 3. Representacion de la Prueba de Tukey de la resistencia a la
tension por efecto de la actividad cicatrizante del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano”. Ayacucho — 2005.
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GRAFICO N° 4. Porcentaje de actividad del efecto cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano’.

Ayacucho-2005.
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GRAFICO N° 5. Variacion de peso por efecto del extracto hidroalcoholico de las
hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano”. Ayacucho-2005.

24



2,00+ ¢

1.00

o
8

g

o
=
o

Variacion de peso (g)

&

3
o
o

2000mg 200 mgkg 50 mgkg Blanco
Tratamientos

GRAFICO N° 6. Representacion de la Prueba de Tukey de la variacién de peso
por efecto de la administracidon del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal peruano”. Ayacucho — 2005.
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GRAFICO N° 7. Variacion de peso segun el sexo por efecto de la administracion
del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal
peruano”. Ayacucho-2005.
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GRAFICO N° 8. Variacion de peso del higado de los ratones por efecto de la
administracién del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica

Diels “nogal peruano”. Ayacucho—-2005.
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GRAFICO N° 9. Variacion de peso del corazén de los ratones por efecto de la
administracién de! extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal peruano”. Ayacucho-2005.
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GRAFICO N° 10. Variacion de peso de los pulmones de los ratones por efecto
de la administracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans

neotropica Diels "nogal peruano”. Ayacucho — 2005.
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GRAFICO N° 11. Variacion de peso de los rifiones de los ratones por efecto de
la administracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal peruano”. Ayacucho — 2005.

30




3.0

2.51

2.01

1.57

1.0

Variacion de peso (9)

—m —m B
0.0

blanco 50 mglkg 200 mgkg 2000 mglkg

Tratamientos

GRAFICO N° 12. Variacién de peso del bazo de los ratones por efecto de la
administracion del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica

Diels “nogal peruano”. Ayacucho — 2005.
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V. DISCUSION

El presente trabajo constituye un aporte al estudio y mejor conocimiento
de una planta de nuestra region como es la Juglans neotropica Diels, mas
conocido en nuestra zona como “nogal”.

En la Cuadro N° 01 se observa que el extracto hidroalcohdlico de nogal
tiene los siguientes metabolitos secundarios: taninos, flavonoides y alcaloides,
en menos porcentaje encontramos aminoacidos, saponinas y azucares
reductores, Carhuallanqui (2003), ademas se encontré en el trabajo realizado
otros metabolitos secundarios como antraquinonas, triterpenos y esteroides,
lactonas y cumarinas.

A cada uno de los metabolitos secundarios se destaca una funcién
especifica. (Harrisén, 1983), menciona que los taninos tiene la propiedad de
precipitar las proteinas formando tanatos de proteinas insolubles, originando un
efecto antimicrobiano, antifungico y antiséptico, de igual manera (Cordova,
2001), define que la accion de los taninos se combinan con las proteinas de la
piel y de la mucosa compuestos insolubles. Eliminan por lo tanto la base del
cultivo a las bacterias que intentan colonizar la piel y las mucosas, evitando asi
la putrefaccion, ademas interaccionan con los aicaloides que en presencia de los
taninos precipitan, de igual manera (Mufioz, 1994), reitera que los taninos tienen

la propiedad de fijarse a las proteinas formando complejos. Su propiedad de
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astringencia se emplea en el uso externo como cicatrizante y el tratamiento de
heridas, esta propiedad esta ligada, a su capacidad para unirse a las proteinas
de la piel y de las mucosas, provocando una especie de curtido, haciendo que
las capas superficiales sean menos permeables y protejan a las capas
subyacentes.

Con la cromatografia en capa fina (Anexo N° 19) se evidencidé la
presencia de taninos por la coloracién azul oscuro de las hojas de Juglans
neotropica Diels “nogal peruano”. Posiblemente sean del tipo de tanino galico por
la coloracion azul caracteristica (Bruneton, 1991).

Adicionaimente de modo general podemos decir que se trata de
compuestos fendlicos como los flavonoides.

Los flavonoides protegen el dafio tisular neutralizando los radicales libres
producidos por el neutréfilo en el sitio de la inflamacion (Bruneton, 1991).

En el Grafico N° 01 se observa que a mayor dosis del extracto
hidroalcohdlico aumenta la resistencia a la tension, por lo que asumimos que los
tejidos se van regenerando, siguiendo el proceso de cicatrizacion. Este proceso
es dosis dependiente, a mayor dosis, mayor resistencia. Se observa que a 400
mg/kg se obtiene una resistencia semejante al control (cicatrin), los resultados
son confiables por que existe poco variabilidad en cada uno de los ensayos.

En el Grafico N° 02 observamos que el promedio de la resistencia a la
tension también es dosis dependiente y que a dosis de 400 mg/kg tiene una
actividad semejante al control.

En el Grafico N° 03 se muestra la representaciéon de la Prueba de Tukey,
en donde podemos observar tres grupos con efectos cicatrizantes diferentes: a)
el blanco y la dosis de 100 mg/kg, tienen el mismo comportamiento cicatrizante;
b) 200 mg/kg que es diferente a los ofros tratamientos y c) 400 mg/kg con el

control (cicatrin) tienen el mismo comportamiento cicatrizante, en los tres grupos
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existe diferencia significativa estadisticamente entre las concentraciones tratadas
y el efecto cicatrizante, ya que se encontré una significancia mayor de 0.05 (p <
0.05).

En el Grafico N° 04 se observa el porcentaje de actividad cicatrizante, en
donde el control (Cicatrin) se considera con un 100 % de actividad y la dosis de
400 mg/kg tiene un 91.72 % de actividad por tanto, podemos inferir que tienen un
porcentaje de actividad semejante. Asimismo, el control tiene una formulacién
con antibidticos (Sulfato de neomicina, bacitracina, glicina ) quienes actdan
sinérgicamente en el proceso de cicatrizacion.

El extracto hidroalcohdlico esta constituido por varios metabolitos
secundarios arriba descritos (Cuadro N° 01). La literatura refiere que los taninos
son astringentes y precipitan proteinas; es decir permiten la regeneracion de ia
piel; ademas concomitamente tienen actividad bactericida y bacteriostatica sobre
una serie de microorganismos, demostrado por Carhuallanqui (2003) vy
Chanhualla (2004), por ende impiden el desarrollo de procesos infecciosos.

Los flavonoides, son conocidos por tener actividad antioxidante por ser
polifenoles que atrapan radicales libres; por tanto, impiden procesos necroticos y
la potenciacion de los procesos inflamatorios; ademas también tienen actividad
antibacteriana (Bruneton, 1991).

Se podria afirmar que en los procesos de cicatrizacion intervienen
simultdneamente los agentes que producen astringencia, precipitan proteinas,
neutralizan los radicales libres, inhiben mediadores de la inflamaciéon e impiden
el crecimiento microbiano como son los taninos y flavonoides.

En el Peru se realizaron estudios para evaluar el efecto cicatrizante de
plantas medicinales utilizando el método tensiométrico (Planas MC, 1984)
(vilegas LF, 1997), y corroborando el método tensiométrico con estudios

histologicos (Arroyo J, 1999).
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En el Grafico N° 05 asumimos en cuanto a la masa corporal se observé
una disminucidn escalonada a mayor dosis mayor disminucion de peso; el de
50mg/kg (-2.81 g); de 200mg/kg (-3.95 g); 2000mg/kg (-4.95 g); en cambio en
grupo control hubo un aumento (1.40 g). Al realizar el Anova (Cuadro N° 3) se
encontrd una significancia menor a 0.05, que indica que hubo diferencias
estadisticamente significativas en la variacion de peso teniendo en cuenta los
tratamientos administrados.

Uno de los indicadores de toxicidad es el control del peso al inicio y al
final del ensayo, al no existir ganancia de peso similar al control, significa que
existe algun grado de toxicidad, que podria deberse a un proceso de
estrenimiento crénico producto del efecto astringente de los taninos presentes en
el extracto, pero no hay muerte durante los 14 dias.

En el Grafico N° 6 se observa la prueba de Tukey para la variaciéon de
peso en donde podemos observar que los tres tratamientos presentan diferentes
comportamientos, situacidn que hace deducir que €l efecto del extracto es
dependiente de la dosis a) 2000mg/kg con 200mg/kg; b) 200mg/kg con 50mg/kg
y C) blanco segun la (Cuadro N° 11), se encontré una significancia (p<0.05), en
los tres grupos que indica que existe diferencias estadisticamente significativas
en la variacion de peso segun la dosis.

En el Grafico N° 7 se observa la variacion de peso segun el sexo por
efecto de los tres dosis ensayadas, en donde no existe diferencias en cuanto al
sexo, es decir, que ambos machos y hembras sufren los mismos efectos y
pierden peso por efecto de los tratamientos; esto es corroborado por el analisis
de varianza multiple (Cuadro N° 04); en donde existe significancia estadistica en
dosis; pero no en cuanto al sexo. Podemos afirmar que los efectos secundarios,

son independientes del sexo.
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En los Graficos N° 8, 9, 10, 11, 12 se evidencia las diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05), en cada 6rgano (corazén, higado,
bazo, pulmones , rinones), las barras de error de la dosis no estan al mismo
nivel que la barra del control; los resultados de la Prueba de Tukey mostrados en
los Cuadros N° 12, 13, 14, 15, 16, avalan las diferencias estadisticas
encontradas, en los que ademas la toxicidad es dependiente de la dosis, donde
encontramos que existe diferencia estadisticamente significativa de los
tratamientos con el grupo control (p<0.05).

Durante el analisis macroscépico de los érganos internos no se encontré
modificaciones en cuanto al color, textura y forma; aparentemente el peso fue el
unico parametro afectado, se debe considerar un analisis microscépico que
podria revelar modificaciones estructurales en la histologia de los érganos.

Las pruebas de toxicidad son muy importantes para determinar los
efectos perjudiciales de cualquier sustancia introducida en el organismo. Son
indispensables para considerar que un tratamiento es seguro. Existe diferentes
ensayos para determinar la toxicidad aguda oral (Caceres, 1996), de la cual se
escogié el método de dosis limite que sirve para determinar la Dosis Letal 50
(DLso)-

No se pudo determinar el valor de la DLs, debido a que no hubo
mortalidad de los animales.

Finalmente podemos afirmar que el extracto hidroalcohélico de las hojas
de Juglans neotropica Diels no producen una toxicidad aguda, pero
aparentemente tienen algun efecto secundario que no se ha podido determinar

en el presente trabajo, que afecta el desarrollo normal del animal de laboratorio.



VL. CONCLUSIONES
Las hojas del Juglans neotropica Diels “nogal peruano” presentan taninos,
flavonoides, alcaloides, aminoacidos, saponinas y azucares reductores.
El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica Diels “nogal
peruano” no presenta toxicidad aguda; pero tuvo un efecto secundario que se
manifiesta con perdida de peso en el animal y en los 6rganos evaluados.
El extracto hidroalcohédlico de las hojas de Juglans neotropica Diels
demostré tener actividad cicatrizante a las dosis ensayadas.
La dosis 6ptima del extracto hidroalcohdlico fue de 400mg/kg, obteniéndose

91.72% de efecto cicatrizante respecto al control.
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Vil. RECOMENDACIONES
Identificar y aislar los metabolitos secundarios especificos presentes en el
extracto hidroalcohdlico y probar su actividad cicatrizante.
Realizar estudios histolégicos de los érganos evaluados para observar
algun efecto toxico.
Evaluar la toxicidad dérmica del extracto hidroalcohélico

Formular un preparado gaiénico para ser utilizado como cicatrizante.
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ANEXO N° 16

-k EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
g9 DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
¥ SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA.

CERTIFICA

Que, ¢l Sr. Juan Beto, RUIZ ORE , Bachiller en Farmacia y Bioquimica, ha solicitado
la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segiin el Sistema de Clasificacién de Engler and
Prant], modificado por Melchior en 1904, y es como sigue:

DIVISION : ANTOPHYTA (ANGIOSPERMAE)
CLASE : DICOTILEDONEAE

SUBCLASE : ARCHYCLAMIDEAS

ORDEN : JUGLANDALES

FAMILIA : JUGLANDACEAE

GENERO : : Juglans

ESPECIE : Juglans neotropica Diels..

N.V. : “nogal”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud del interesado para los
fines que estime conveniente.

Ayacucho, 28 de Septiembre del 2005.

Herbarium Huamangensis
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ANEXO N° 18

Juglans neotropica Diels. “nogal peruano”.
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ANEXO N° 19

Cromatografia en capa fina del extracto del extracto hidroalcohdlico
al 80% de Juglans neotropica Diels. “nogal peruano®.
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ANEXO N°20

Peso de 6rganos internos de ratones machos transcurridos 14 dias luego
de la administracion del extracto hidroalcohdlico al 80% de Juglans

neotropica Diels. “nogal peruano®.

HIGADO | CORAZON | PULMON | RINON | BAZO
50 mg/kg

R1 08333 |R1 01538 |R1 02095 | R1 02387 |R1 0.1044

R2 09612 |R2 01739 |R2 01685 |R2 02876 |R2 0.0956

R3 08493 [R3 01591 |R3 02965 |R3 01780 |R3 0.0925
200 mg/kg

R1 07656 |R1 01448 |R1 02089 |R1 02148 |[R1 00787

R2 07072 |R2 00816 |[R2 02204 |R2 00986 |R2 00843

R3 06022 |{R3 01072 |R3 01486 |R3 01876 |R3 0.0321
2000 mg/kg

R1 06338 |R1 0.0925 R1 01984 |R1 02187 |R1 00533

R2 06051 |[R2 00963 R2 01245 {R2 02433 |R2 0.0671

R3 06842 |R3 00894 R3 00984 |R3 02409 [R3 00497
Blanco

R1 74469 |R1 08375 R1 12548 |R1 21007 |R1 05847

R2 78233 |R2 08798 R2 19852 |R2 23458 |R2 05742

R3 70347 |R3 06923 R3 20547 |R3 22983 {R3 05912

R4 63508 |R4 08549 R4 09865 |R4 19815 |R4 04679

R5 7.3474 |R5 07052 R5 1584 |R5 23584 |R5 05657
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ANEXO N° 21

Peso de organos internos de ratones hembras transcurridos 14 dias luego
de la administracion del extracto hidroalcohdlico al 80% de Juglans
neotropica Diels. “nogal peruano*.

HIGADO | CORAZON | PULMON | RINON | BAZO

50 mg/kg

R1 05989 |R1 00942 R1 00940 |R1 02402 | R1 0.0906
R2 06076 |R2 0.1325 R2 02366 |R2 01887 |R2 0.0780
R3 07266 | R3 0.1094 R3 0.2721 R3 0.1781 | R3 0.0521

200 mg/kg

R1 06123 |R1 00992 |R1 0.1914 | R1 0.1923 R1 0.0658
R2 07019 |R2 01047 |R2 00936 |R2 01065 |R2 00583
R3 05047 |R3 01203 |[R3 0.1214 {R3 02456 |R3 0.0681

2000 mg/kg

R1 05004 |R1 00724 |R1 00977 |R1 00983 |R1 00540
R2 04451 |R2 00697 |R2 00953 |R2 01032 |R2 0.0713
R3 05174 |R3 00732 |R3 01064 |[R3 0.0980 |R3 0.0449

_Blanco )  BLANCO

R1 60021 |R1 06968 |R1 14606 |[R1 22852 |R1 0.4215
R2 68041 [R2 07251 R2 08647 |R2 19151 |R2 04356
R3 65479 |R3 06924 |R3 17075 |R3 23143 |R3 0.3558
R4 52493 |R4 07476 | R4 12564 (R4 22451 |R4 04870
R5 60245 |{R5 05942 [R5 07391 [R5 19143 [R5 03268
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RESUMEN

El objetivo de la investigacién fue demostrar la toxicidad y efecto cicatrizante de las hojas de Juglans neotropica Diels
"nogal peruano”.

Las hojas fueron colectadas en los meses de febrero a marzo del 2005 en la localidad de Azangaro, provincia de Huanta
en Ayacucho, Perd, a 2500 m.s.n.m., luego de su identificacion taxondmica, las hojas fueron desecadas a temperatura
ambiente y luego se preparé el extracto hidroalcohdlico al 80%..

La toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico se demostré mediante el método de dosis limite en ratones albinos de
ambos sexos, con dosis crecientes de 50, 200, 2000 mg/kg; los animales fueron observados durante 14 dias sin producirse
ninguna mortalidad: entonces fueron sacrificados y se evalu6 la reduccion del peso de los 6rganos internos presentando
diferencias significativas (p<0.05), deduciendo que la toxicidad es independiente del sexo. Por ofro lado, la actividad
cicatrizante se determiné “in vivo”, como en los ensayos para toxicidad. Se empleé el Test de Howes; a la dosis variantes de
100, 200, 400 mg/kg, EI mayor efecto cicatrizante se logré a 400 mg/kg (91.72%), con respecto al estandar (Cicatrin) (100%)
encontrandose diferencias significativas.

El tamizaje Fitoquimico reporta la presencia de taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas, aminoacidos y azucares
reductores.

A la luz de los resultados es posible concluir que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de la planta bajo estudio, posee
ambas propiedades tanto la toxicidad como la propiedad cicatrizante.

Palabras clave: Juglans neotropica Diels, toxicidad aguda, actividad cicatrizante.
ABSTRACT

The objective of this study was to show toxicity and cicatrizant effect of Juglans neotropica Diels "nogal peruano”.

Juglans'leaves were colected during February — March 2005, in Azangaro locality, Huanta province in Ayacucho, Peruy, at
2,500 m of elevation; after that the plant was submit to taxonomical identification, later, leaves were dried at room temperature
and then prepare hydroalcoholic extract at 80%.

The acute oral toxicity of leaves extract was tested by limit dose method, on both sexes white mice, including one control
group, using three varying dose: 50, 200 y 2000 mg/kg. Animals were observed for 14 days, and # did not produce any
mortality; then mice were sacrificed and measured how much their internal organs had lowering, verifying significant difference
respect to control group (p < 0,05), likewise, toxicity was independent about sexes. On the other hand, cicatrizing activity was
essayed by Howes' test , “in vivo”, like the first test once an injury by incision in mice’s loin made ; the extract was applied at
100, 200 and 400mg/kg, when we observed that the best effect was at 400 mg/kg (91.72%) compared to standard drug
(cicatricin) (100%), which represented a significant difference.

Phytochemical screening reported the presence of: tannins, flavonoids, alkaloids, saponins, aminoacids, and reducing
sugars From resuilts it is possible conclude that the leaves under study possess both properties toxicity and cicatrizing activity

Key words: Juglans neotropica Diels, acute toxicity, cicatrizing activity

INTRODUCCION

La medicina tradicional, es utilizada ampliamente y
desde tiempos ancestrales en nuestro pais. El
conocimiento sobre salud, enfermedad, prevencién vy
tratamiento; ha sido transmitido de una generacion a otra;
a través del tiempo. Este saber se basa exclusivamente en
la experiencia y las observaciones. La planta Juglans
neotropica Diels “nogal peruano”, es de uso frecuente
como especie medicinal en casi toda la sierra del Perq, y
en algunas zonas de [a selva; en este sentido es
necesario estudiar cientificamente sus efectos con el fin de
permitir su uso racional.

Las plantas medicinales constituyen un remedio
curativo empleado desde la antigliedad por el hombre.
Esta practica es de gran importancia ya que amplia el
arsenal terapéutico y carece de efectos significativos.
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Juglans neotropica Diels “nogal peruano®, es utilizado
tradicionalmente para curar afecciones  bronquiales,
tratamiento de diarrea, cicatrizantes de heridas y llagas,
ulceras, diabetes, catarros, inflamaciones y dlceras de la
boca™.

El presente trabajo de investigacion busca contribuir al
conocimiento de las bondades de esta especie medicinal
para su futuro uso racional, sobre todo ahora que se
observa un retormo cada vez mayor, al uso de las plantas
medicinales en la terapia, para lo cual se trazo el siguiente
objetivos general:

o Evaluar el efecto toxico y cicatrizante del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Juglans neotropica Diels
"nogal peruano”.

Ademas se planted los siguientes objetivos
especificos:

o Determinar los metabolitos secundarios presentes en el
extracto  hidroalcoholico mediante pruebas quimicas y
cromatograficas.

o Evaluar la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico
de las hojas del Juglans neotropica Diels “nogal
peruano”.

e Precisar la concentracién dptima del extracto
hidroalcohdlico de Juglans neotropica Diels "nogal
peruano”, que muestre una mayor eficiencia cicatrizante.
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Juglans neotropica Diels “nogal peruano.

MATERIALES Y METODOS

E! estudio se levé a cabo en los laboratorios de
Farmacia de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, ubicada en la provincia de Huamanga,
departamento de Ayacucho, a una altitud de 2750
m.s.n.m., durante los meses de marzo a junio del afio
2005.

El extracto hidroalcohdlico al 80% de las hojas fue
preparado por maceracién® la marcha fitoquimica se
reafizé siguiendo la metodologia de Miranda y Cuéllar’.

La toxicidad aguda se evalud mediante el método de
dosis iimite, se emplearon 24 ratones albinos de ambos
sexos procedentes del Instituto Nacional de Salud (INS)
con una masa corporal de 18 a 22 g. Se confeccionaron
grupos de 6 animales (3 de cada sexo), el exfracto se
administré en dosis Gnicas mediante sonda orogastrica,
retirdndose la comida 6 horas antes. En los tres primeros
grupos se administraron dosis respectivas de 50, 200 y
2000 mgkg, e cuarto grupo sélo  recibié
carboximetilcelulosa al 1%. Los ratones fueron observados
durante 14 dias, registrando cualquier sintoma téxico, al
finalizar este periodo se procedié al sacrificio mediante
dislocacion cervical para realizarles el examen
macroscépico y la comparacion de pesos de 5 tipos de
érganos.

En el estudio farmacoldgico, se utilizaron ratones
machos de 18-22 g de peso distribuidos aleatoriamente en
ndmero de 4, constituyendo 5 grupos: Se depil6 el lomo a
los ratones en un area aproximada de 2 cmz, 24 hrs, antes
del Test, con el fin de descartar una reaccion alérgica a la
crema depiladora.

1. Se peso los ratones.
2. Se anestesid al animal con Fenobarbital Sédico, por

Via Intraperitoneal.

3. Luego de desinfectar el drea depilada se realiz6
una incision de 1 cm. de largo en el tercio del lomo.

4.  Se afrontd los bordes con un punto de sutura de nudo
triple.

5 Se administrdé en forma tdpica la 1ra. dosis del
tratamiento (El extracto hidroalcohdlico al 80% se

resuspendié en carboximetilcelulosa al 1%).

AL RN NS 1 PO A9 RN NS 5 RS UM s 112 SRS TR s /R il e o

se repite cada 12 horas.

6. Pasadas las 96 hrs. se procedio a sacrificar al raton.

7. Posteriormente al sacrificio, se quité el punto de
sutura y se colocd al animal en posicién de cubito
ventral sobre el aparato de tension.

8. Se insertd las agujas del aparato de Tensién a 050
cm. de los bordes de la herida y se empled una bureta
(previamente enrasada con agua destilada) para dejar
caer el liquido al vaso hasta que se genera una
tensién que abre ia herida en toda su longitud.

9. Se anotd el nivel aicanzado.

10. Luego se determind el porcentaje de la actividad
cicatrizante.

Los resultados son presentados en forma de tablas,
graficos de barra de error, histograma y seran contrastados
con la prueba estadistica del andlisis de varianza y la
prueba de comparacién mditiple de Tukey al 95 % de
confianza.

RESULTADOS

Cuadro N° 01: Metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohélico al 80% de Juglans neotropica
Diels “nogal peruano®..

Metabolitos | Pruebas | Resultados | Caracteristicas
Dragendorff +++ Naranja
alcaloides Mayer +++ Blanco
Hager ++ Blanco
Wagner ++ Marrén
Fenoles vy Cloruro
taninos férrico +4+4+ Azul oscuro
zlavono:de Shinoda ++ Rojo
Azucares . .
reductores Fehiing * Rojo
Saponinas Espuma + Espuma
Aminoacid | Ninhidina + Violeta
Aceites Sudan 1l - -
Antraquino
nas Borntrager - -

Positivos:(+) leve, (++) moderado, (+++) abundante;
Negativo: ()

Fotografia 01: Taninos presentes en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal peruano®.
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Grafico 01: Porcentaje de actividad del efecto
cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Juglans neotropica Diels “nogal peruano”.
Ayacucho-2005.
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Grafico 02: Variacién de peso por efecto del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Juglans neotropica
Diels “nogal peruano”. Ayacucho-2005.
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Grafico 03: Variacidon de peso segun el sexo por efecto
de la administracion del extracto hidroaicohdlico de las
hojas de Juglans neotropica Diels “nogal peruano”.
Ayacucho-2005.

Cuadro N° 02: Niveles de significacién en el analisis de
varianza durante la determinaciéon de la toxicidad del
extracto hidroalcohdlico al 80% de Juglans neotropica
Diels “nogal peruano”.

" | Tipo de
Peso Tipo de tratamiento ANOVA P

Corporal | TRATAMIENTOS segln SEXO | 2factores | 0.419
HIGADO 0.000
BAZO 0.000

Grganos

intemos CORAZON 1 factor 0.000
PULMONES 0.000
RINONES 0.000

DISCUSION

En la Cuadro N° 01 se observa que el extracto
hidroaicohotlico de nogal tiene los siguientes metabolitos
secundarios: taninos, flavonoides y alcaloides, en menos
porcentaje encontramos aminoacidos, saponinas vy
azucares reductores, Carhuallanqui’, ademas se encontrd
en el trabajo realizado otros metabolitos secundarios como
antraquinonas, triterpenos y esteroides, lactonas y
cumarinas.

A cada uno de los metabolitos secundarios se destaca
una funcién especifica. Harrison® menciona que los
taninos tiene la propiedad de precipitar las proteinas
formando tanatos de proteinas insolubles, originando un
efecto antimicrobiano, antifungico y antiséptico; de igual
manera Cordova®, define que la accién de los taninos se
combinan con las proteinas de la piel y de la mucosa
compuestos insolubles. Eliminan por lo tanto fa base del
cultivo a las bacterias que intentan colonizar la piel y las
mucosas, evitando asi la putrefaccion, ademas
interaccionan con los alcaloides que en presencia de los
taninos precipitan, de igual manera Mufioz® reitera que jos
taninos tienen la propiedad de fijarse a las proteinas
formando complejos. Su propiedad de astringencia se
emplea en el uso externo como cicatrizante y el
tratamiento de heridas, esta propiedad esta figada, a su
capacidad para unirse a las proteinas de la piel y de las
mucosas, provocando una especie de curtido, haciendo
que las capas superficiales sean menos permeables
y protejan a las capas subyacentes.

En la Fotografia 01 se evidencié la presencia de
taninos por la coloracién azul oscuro de las hojas de
Juglans neotropica Diels “nogal peruano”. Posiblemente
sean del tipo de tanino galico por la coloracién azul
caracteristica’ .

Adicionaimente de modo general podemos decir que
se trata de compuestos fentlicos como los flavonoides.

Los flavonoides protegen el dafio tisular neutralizando
los radicales libres producidos jpor el neutréfilo en el sitio
de la jnflamacién® ,

En el Grafico 01, se observa el porcentaje de actividad
cicatrizante, en donde el control (Cicatrin) se considera con
un 100 % de actividad y la dosis de 400 mg/kg tiene un
91.72 % de actividad por tanto, podemos inferir que tienen
un porcentaje de actividad semejante. Asimismo, el control
tiene una formulacion con antibidticos (Sulfato de
neomicina, bacitracina, glicina ) quienos actuan
sinérgicamente en el proceso de cicatrizacion.

El extracto hidroalcohdlico esta constituido por varios
metabolitos secundarios arriba descritos (Cuadro N° 01).
La literatura refiere que los taninos son astringentes y
precipitan proteinas; es decir permiten [a regeneracion de
la piel, ademas concomitamente tienen actividad
bactericida y bacteriostatica sobre una serie de
microorganismos, demostrado por Carhuallanqui vy
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Chanhualla®* ; por ende impiden el desarrollo de procesos
infecciosos.

Los flavonoides, son conocidos por tener actividad
antioxidante por ser polifenoles que atrapan radicales
libres;, por tanto, impiden procesos necréticos y la
potenciaciéon de los procesos inflamatorios; ademas
también tienen actividad antibacteriana®.

Se podria afirmar que en los procesos de cicatrizacion
intervienen simultdneamente los agentes que producen
astringencia, precipitan proteinas, neutralizan los radicales
libres, inhiben mediadores de la inflamacién e impiden el
crecimiento microbiano como son los taninos y flavonoides.

En el Peri se realizaron estudios para evaluar el
efecto cicatrizante de plantas medicinales utilizando el
métode  tensiométrico®, y corroborando el método
tensiométrico con estudios histolégicos'.

En el Grafico N° 02 asumimos en cuanto a la masa
corporal se observé una disminucion escalonada a mayor
dosis mayor disminucién de peso; el de 50mg/kg (-2.81 g);
de 200mg/kg (-3.95 g); 2000mg/kg (-4.95 g); en cambio en
grupo control hubo un aumento (1.40 g). Al realizar el
Anova (Cuadro N° 3) se encontré una significancia menor
a 0.05, que indica que hubo diferencias estadisticamente
significativas en la variacion de peso teniendo en cuenta
los tratamientos administrados.

Uno de los indicadores de toxicidad es el control del
peso al inicio y al final del ensayo, al no existir ganancia de
peso similar al control, significa que existe algtin grado de
toxicidad, que podria deberse a un proceso de
estrefiimiento crénico producto del efecto astringente de
los taninos presentes en el extracto, pero no hay muerte
durante los 14 dias.

En el Grafico N° 03 se observa la variacion de peso
segun el sexo por efecto de los tres dosis ensayadas, en
donde no existe diferencias en cuanto al sexo, es decir,
que ambos machos y hembras sufren los mismos efectos y
pierden peso por efecto de los tratamientos; esto es
corroborado por el analisis de varianza multiple (Cuadro N°
04); en donde existe significancia estadistica en dosis; pero
no en cuanto al sexo. Podemos afirmar que los efectos
secundarios, son independientes del sexo.

En el Cuadro N° 02 avalan las diferencias
estadisticas encontradas, en los que ademas la toxicidad
es dependiente de la dosis, donde encontramos que existe
diferencia estadisticamente significativa de los tratamientos
con el grupo control (p<0.05).

Durante el andlisis macroscopico de los 6rganos
internos no se encontré modificaciones en cuanto al color,
textura y forma; aparentemente el peso fue el Unico
parametro afectado, se debe considerar un anélisis
microscopico que podria  revelar  modificaciones
estructurales en la histologia de los 6rganos.

CONCLUSIONES

1. Las hojas del Juglans neotropica Diels “nogal
peruano” presentan taninos, flavonoides, alcaloides,
aminoacidos, saponinas y azucares reductores.

2. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans
neotropica Diels “nogal peruanc® no presenta
toxicidad aguda; pero tuvo un efecto secundario que
se manifiesta con perdida de peso en el animal y en
los érganos evaluados.

3. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Juglans
neotropica Diels demostré tener actividad cicatrizante
a las dosis ensayadas.

4. la dosis Optima del extracto hidroalcohdlico fue de
400mg/kg, obteniéndose 9172% de efecto
cicatrizante respecto al control.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

Bach. JUAN BETO RUIZ ORE
R.D.N° 003-2007-FCB-D.

En la ciudad de Ayacucho, a los ocho dias del mes de Febrero del
afio dos mil siete, siendo la tres de la tarde; reunidos en el Auditérium de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga, los miembros del Jurado Calificador del Acto
Publico de Sustentacion de Tesis, bajo la Presidencia (€) de Q.F. Emilio
German Ramirez Roca, por encargo del Decano de la Facultad de Ciencias
Biol6gicas y cuyos miembros integrantes son: M.g. Marco Rolando Arones
Jara, Q.F. Enrique Javier Aguilar Felices, M.g. Jhonny Aldo Tinco Jayo y
Q.F. Edgar Cardenas Landeo, como Secretario lo hace QF. Edgar
Cardenas Landeo por encargo, todos reunidos con la finalidad de
decepcionar la Tesis presentado por el Bachiller en Farmacia y Biogquimica
JUAN BETO RUIZ ORE y cuyo titulo es “Evaluacién de la toxicidad y
efecto cicatrizante del extracto hidroalcohélico de las hojas de Juglans
neotropica Diels “nogal Peruano“ Ayacucho-2005. Después de cumplir la
parte formal para iniciar el acto de sustentacion, el profesor Q.F. Emilio
German Ramirez Roca invita al sustentante a iniciar este acto.

Concluida con la exposicion, el encargado de la Presidencia del
jurado, invita a los miembros para que puedan hacer sus preguntas y
aclaraciones que crean convenientes, es asi que cada miembro efecttia sus
preguntas las mismas que son respondidas por el sustentante, Juan Beto
RUIZ ORE, concluido con ello, se invita al sustentante y al publico asistente

hagan el favor de desocupar el local con la finalidad de que los miembros



del jurado calificador efectien en privado las deliberaciones y evaluaciones

respectivas, cuyos resuitados son:

MIEMBROS DEL JURADO EXPOSICION PREGUNTAS

M.g. Marco Rolando Arones Jara 17 17 17

Q.F. Enrique Javier Aguilar Felices 17 17 17

M.g. Jhonny Aldo Tinco Jayo 16 14 15

Q.F. Edgar Cardenas Landeo 16 14 15
PROMEDIO FINAL 16

Como resultado de la calificacion de la exposicion de la tesis, el
sustentante obtuvo el promedio aprobatorio de DIECISEIS (16) de lo cual se
da fe por parte de los miembros del jurado estampando su firma al pie del

acta. Este acto de sustentacion finaliza siendo las cinco de la tarde con seis
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