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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la toxicidad aguda del extracto
etandlico dela pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) en ratas Holtzman. Metodologia:
El estudio fue experimental, la muestra vegetal fue recolectada en la ciudad de Tingo Maria. Para el
estudio se utilizaron 08 ratas provenientes del InstitutoNacional de Salud. Los cuales fueron asilados
en jaulas metalicas acondicionadas con lo indispensable para su permanencia. Asimismo, fueron
divididas en un grupo control y un grupo experimental. El extracto etandlico fue administrado a
los animales por via oral, a una dosis Unica de 2000mg/kg y al grupo control, solo se le administrd
agua destilada. Se evalu6 la toxicidad aguda mediante el test de Irwin, posteriormente losanimales
fueron sacrificados a fin de realizar la evaluacion macroscopica y extraccion de érganos para el
estudio histopatologico. Resultados: Se identificd la presencia de metabolitos secundarios en el
extracto etandlico. En el analisis macroscopico, se observo alteraciones en el estbmago, con
niveles de lesion leve del 33% y moderada del 16,7% y en el estudio histopatolégico el 50% de
las muestras manifesto alteracion moderada y 50% alteracion severa en los pulmones. Conclusion:
Se comprobd, que el extracto etanolico de la pulpa del fruto del Mauritia flexuosa L.f.(aguaje) a

una dosis limite de 2000mg/kg, no evidencia efecto toxicologico en las ratas Holtzman.

Palabras clave: Asilados, maceracion, anatomopatoldgico, histopatolégico, macroscépico,

toxicidad aguda.
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ABSTRACT

The present investigation had as Objective: To evaluate the acute toxicity of the ethanolic
extractof the pulp of the fruit of Mauritia flexuosa L.f(aguaje)in Holtzman rats. Methodology:
The plantsample was collected in the city of Tingo Maria. 8 rats from the National Institute of
Health wereused. Whose weights ranged between 250 g and 300 g, which were isolated in metallic
cages equipped with the essentials for their permanence. The ethanolic extract was prepared
through the maceration process, which was administered to the animals orally, in a single dose at
a concentration of 2000 mg/kg. Subsequently, the animals were sacrificed, and the physical
evaluation referred to in the Irwin test was performed. As well as the anatomopathological studyof
the treated organs. Results: The presence of secondary metabolites in the extract was identified.
Likewise, it was evidenced in the histopathological study that 50% of the samples showed
moderate alteration and 50% severe alteration in the lungs. In the macroscopic analysis, an
alteration in the stomach was observed, with mild levels of 33% and moderate levels of 16,7%,thus
determining that the ethanolic extract at a limit dose of 2000 mg/kg, presented a toxicologicaleffect.
Conclusion: It was found that the ethanolic extract of the pulp of the fruit of Mauritia flexuosa

L.f. (aguaje) at a limit dose of 2000 mg/kg, does not show toxicological effect in Holtzman rats.

Keywords: Isolated, maceration, pathology, histopathology, macroscopic, acute toxicity.



Xiii
INTRODUCCION

El presente estudio de investigacion se desarrollé6 de manera experimental y tuvo como
objetivo Evaluar la toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia
flexuosa L.f. (aguaje) en ratas. Se pretende aportar informacion cientifica mediante la evaluacion
de los érganos perfundidos y para ello se clasific en los siguientes capitulos:

Capitulo I: Refiere el problema del estudio experimental, en el cual contiene el
planteamiento y la formulacion del problema general y especificos. Asi como también, el objetivo
general y especificos, la justificacion donde se plantea el aspecto teérico, metodoldgico y préctico.
Seguido a ello, también se describe las limitaciones del presente estudio de investigacion; Capitulo
Il: Hace referencia al Marco Teorico, en la cual se aborda los antecedentes internacionales y
nacionales de nuestra investigacion, tambiénse describe las bases tedricas con informacion
recabada de fuentes confiables, con sustento cientifico y la formulacion de hipdtesis; Capitulo I11:
Se refiere a la metodologia desarrollada, describiendo el método, enfoque, tipo y disefio de la
investigacion. La poblacion, muestra y muestreo, considerando las variables y operacionalizacion.
Asi como también, la técnica e instrumento de recoleccion y analisis de datos obtenidos. Seguido
a lo ya descrito, continua los aspectos éticos. Capitulo 1V: Hace referencia a la presentacion y
discusién de los resultados obtenidos, en el cual se detalla el proceso de analisis ejecutado, asi
como también, las pruebas de hipotesis tratadas. Y finalmente en el Capitulo V: Se detalla las
conclusiones y recomendaciones, concerniente a los resultados obtenidos. dosis Unica de una

sustancia.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Las plantas medicinales estan al alcance del ser humano, sin embargo, la intoxicacién
por estas especies vegetales puede ocurrir producto del desconocimiento de un componente
fitoquimico aparentemente inocuo de origen natural, ello puede ocurrir producto de su ingesta,
ya sea voluntaria o involuntariamente a consecuencia de la absorcion en cantidad excesiva de
una sustancia quimica presente en la planta medicinal en un corto intervalo de tiempo @. El
empleo de las especies vegetales con fines alimenticios y medicinales no significa que sean
completamente seguras, existen plantas medicinales, ya sean cortezas hojas, frutos, semillas,
que pueden tener efectos tan fuertes como algunos medicamentos convencionales @. La
intoxicacion herbacea o fitotoxicidad se refiere al conjunto de manifestaciones clinicas que
aparecen de forma indeseable luego de su administracién, cuyos componentes activos resultan
ser altamente toxicas. Segun diversos reportes internacionales, las intoxicaciones por plantas
representan 1-2% de todas las intoxicaciones, la mayoria son accidentales @ La ingesta de
toxicos es poco frecuente en comparacion con otras intoxicaciones. Sin embargo, existe la
posibilidad de presentar cierta toxicidad y puede afectar la salud de la poblacion que utiliza
con fines terapéuticos ¥). La medicina herbaria desde tiempos remotos se utiliza como
medicina alternativa para curar o aliviar las patologias, dando lugar a los fitofarmacos, es

apreciada por su bajo costo y por los reducidos indices de toxicidad ©®,



Los toxicos naturales pueden causar ocasionalmente problemas, debido a que pueden
encontrarse inesperadamente en alimentos con una concentracion mayor a la normal, o bien
se pueden confundir especies tdxicas con inocuas como sucede frecuentemente, que incluso
puede llegar a causar la muerte ® (). @) | os casos de intoxicacion por el uso de especies
vegetales son frecuentes. Sin embargo, no son reportados por la poblacion que consumen, ello
ocurre debido a que no conocen de la gravedad del problema de salud que puede conllevar ©).
Las propiedades toxicas de las plantas medicinales se encuentran en las hojas, brotes y
semillas, aunque estos efectos también se pueden encontrar en plantas mas viejas. La
informacién sobre las plantas medicinales debe ser detallada de acuerdo con la actividad que
se quiera investigar 19, En la actualidad en el Per(i un sector importante de la ciudad de Tingo
Maria, provincia de Leoncio Prado en el departamento de Huanuco, ubicado a 660 m.s.n.m,
en el centro oriente del territorio peruano (a 135 km. de la ciudad de Huanuco) los pobladores
consumen el fruto del aguaje como refrescos, con fines alimenticos, para contrarrestar los
problemas hormonales, deficiencia de vitamina C, provitamina A, etc. En consecuencia, s
fundamental evaluar la toxicidad del extracto etandlico de dicha especie vegetal responsable
de maltiples bondades para la salud @9- (12). (13) (14), (15), (16), (17).

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general
¢El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) tendra
toxicidad aguda en ratas Holtzman?

1.2.2. Problemas especificos
1. ¢En qué solventes es soluble el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia

flexuosa L.f.(aguaje)?


https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Leoncio_Prado
https://es.wikipedia.org/wiki/Departamento_de_Hu%C3%A1nuco

2. ¢Cuales son los metabolitos presentes en el extracto etandlico de la pulpa del fruto de
Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)?
3. ¢El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje) tiene
toxicidad aguda en ratas Holtzman?
4. (El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje) tiene
toxicidad aguda a una dosis de 2000 mg/kg en ratas Holtzman?
1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general
Evaluar la toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa

L.f. (aguaje) en ratas Holtzman.

1.3.2. Objetivos especificos
1. Realizar la prueba de solubilidad del extracto etandlico de la pulpa del fruto de
Mauritia flexuosa L.f.(aguaje).
2. ldentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de la pulpa
del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje).
3. Determinar la toxicidad aguda del extracto etanélico de la pulpa del fruto de Mauritia
flexuosa L.f.(aguaje) a traves de los parametros establecidos en el test de Irwin”.
4. Evaluar la toxicidad aguda a dosis de 2000 mg/kg del extracto etandlico de la pulpa
del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) en ratas Holtzman.
1.4. Justificacion de la investigacion
1.4.1. Teorica
Segun Campos Baca Luis (director del Instituto de Investigaciones de la Amazonia

Peruana), la pulpa del fruto del aguaje contiene una gran cantidad de fitoestrégenos,



1.4.2.

1.4.3.

minerales y vitaminas. Contiene mas de vitamina A que la zanahoria y el aceite de palma,
cinco veces mas carotenos que el aceite de la palma aceitera, siendo asi un excelente fruto
para la salud, industria y cosmética. *"). No existe entidades y/o instituciones que regulan
la cantidad adecuada del consumo de dicha especie vegetal, es por ello que, en el presente
trabajo de investigacion, se avalud la toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del
fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) a una dosis de 2000 mg/kg en ratas Holtzman a fin
de comprobar su toxicidad.
Metodoldgica
La presente investigacion se desarrolld con el disefio experimental de tipo
aplicativo, con enfoque cuantitativo para la evaluacion de la toxicidad aguda del extracto
etandlico de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje), a una dosis Gnica de 2000 mg/kg, con el fin de
identificar la presencia de metabolitos secundarios, lesiones y/o dafios causados a los
organos tratados (cerebro, corazon, pulmdn, higado, rifiones y estomago) de los modelos
bioldgicos. Asimismo, aun no se han realizado estudios cientificos de los efectos
colaterales, que podria causar el consumo inadecuado del mencionado fruto, es por ello
nuestro interés.
Practica
El presente estudio de investigacion se justifica con la contribucion y el aporte de
informacién y/o conocimiento para futuras investigaciones relacionadas con la toxicidad
aguda. Al finalizar el analisis experimental la informacién recabada sera difundida a los
principales consumidores de la especie tropical, especialmente en la poblacién de Tingo

Maria, lquitos, etc. A fin de prevenir posibles alteraciones y/o problemas en la salud.



1.5. Limitaciones de la investigacion
En el desarrollo de la presente investigacion, se tuvo cierta limitacion en el aspecto de busqueda
de informacion sobre el tema de toxicidad aguda ocasionada por el consumo del fruto. Es més relevante
sus propiedades beneficiosas de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje). También, debido al estado de
emergencia por la pandemia del COVID-19, no se tuvo acceso a material documentario y/o

bibliografico en fisico, ni utilizacion de la biblioteca de la universidad.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Gutiérrez et al. (2021) tuvieron como Objetivo: “Determinar si el D-005 (sustancia
lipidica vegetal) induce cambios en la frecuencia de aparicién de formas andmalas en la
cabeza del espermatozoide y/o provoca alteraciones en la concentracion de
espermatozoides”. Metodologia: Realizaron un estudio experimental. El sustrato lipidico
del fruto de Acrocomia crispa (palma corojo) perteneciente a la familia Arecaceae, lo
obtuvieron en el Grupo de Quimica Farmacéutica del Centro de Productos Naturales
(CPN). Emplearon ratas Sprague Dawley machos, estos fueron distribuidos aleatoriamente
en 04 grupos experimentales cada uno de 08 roedores: 01 grupo control tratado con el
vehiculo y 03 administrados con la sustancia lipidica a dosis de (200, 500 y 1000 mg/kg)
24 horas posterior a la Gltima administracion, realizaron la necropsia a cada animal y
extrajeron el epididimo derecho para la obtencion de las muestras. Calcularon la densidad
de células masculinas (espermatozoides) y para el estudio de la anatomia de la cabeza del

espermatozoide, siguieron el criterio de clasificacion basado en cabezas normales.



El vehiculo y el sustrato lipidico fueron administrados via oral, en un rango
volumen/peso durante 90 dias. El paralelismo estadistico de los datos de conteo de células
masculinas y su morfologia lo realizaron a través del analisis de varianza (ANOVA).
Resultados: EI grupo tratado con dosis de 1000 mg/Kg presentd 0% de proliferacion
celular germinales en los animales de experimentacion. Asimismo, la concentracion células
masculinas de los animales tratados fueron paralelos al grupo control, lo cual refiere que
no hay actividad citotdxica. El grupo tratado con Ciclofosfamida present6 una disminucion
relevante en la concentracion de espermatozoides. La administracion de la sustancia
lipidica no aumento la repeticion de formas andmalas en comparacién al del grupo control
mostrando la incapacidad para causar dafio genotoxico sobre los espermatozoides.
Conclusiones: El tratamiento oral con la sustancia lipidica a dosis de (200, 500 y 1000
mg/kg) en ratas durante el periodo de espermatogénesis, no redujo la cantidad total de
espermatozoides ni aumentd la frecuencia de estructuras anomalas, por lo tanto, dicha
sustancia en el experimento no presento efecto citotoxico ni genotdxico en las células

germinales masculinas (8

Gutiérrez et al. (2021) tuvieron como Objetivo: “Evaluar el potencial genotdxico y
citotoxico del D-005 (sustancia lipidica vegetal) usando el ensayo de micronucleos en
médula 6sea de ratas”. Metodologia: Realizaron un estudio de investigacion experimental
en referencia a la norma 474 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmicos (OECD). Obtuvieron el sustrato lipidico del fruto de Acrocomia crispa, palma
corojo — familia (Arecaceae). Para el estudio emplearon ratas Sprague Dawley, las cuales
fueron distribuidas en 5 unidades experimentales de 5 roedores por sexo: 03 grupos

administrados via oral con el sustrato lipidico a dosis de doscientos, quinientos y mil



mg/kg, 01 grupo control negativo tratado solo con el vehiculo y 01 grupo control positivo
tratado con (Ciclofosfamida, 20 mg/kg). Evaluaron las manifestaciones clinicas
diariamente y al finalizar el tratamiento ejecutaron la necropsia a cada animal a fin de
extraer el fémur para adquirir las muestras. Contabilizaron los eritrocitos policromaticos y
normocromaticos, posteriormente calcularon la continuidad de eritrocitos policrométicos
portadores de microndcleos. Resultados: Identificaron micronucleos, los cuales son sefiales
indirectas de anomalias cromosOmicas estructurales y numéricas. En los grupos tratados
las dosis administradas del extracto lipidico fueron de 200, 500 y 1000 mg/kg no
evidenciaron diferencias entre el grupo tratado y el grupo control sobre la frecuencia de
aparicion de eritrocitos policromaticos, el cual es un indicador de genotoxicidad. La
cantidad de eritrocitos policrométicos con mas de un microntcleo fue semejante en los
grupos administrados con la sustancia lipidica y el grupo control negativo. El grupo tratado
con Ciclofosfamida a 20 mg/Kg presento un aumento del numero de eritrocitos
policromaticos con mas de un micronucleo en ambos sexos evidenciando actividad
clastogénica y citotoxica. Conclusion: De acuerdo con los resultados recabados refieren,
que la administracion oral de la sustancia lipidica vegetal a dosis de 200, 500 y 1000 mg/kg

no induce actividad clastogénica, ni citotéxica en médula 6sea de ratas 1%

Romero et al. (2021) tuvieron como: Objetivo: “Evaluar los efectos de una dieta
suplementada con Mauritia flexuosa L.f (buriti.), sobre las funciones renal y hepética en ratas en
crecimiento. Metodologia: Realizaron analisis quimicos y composicién de la pulpa del buriti
y del alimento estandar enriquecido con pulpa deshidratada de buriti, asimismo
cuantificaron la cantidad de carotenoides. El estudio lo realizaron en ratas, las cuales fueron

organizadas en 2 grupos experimentales y 2 grupo control (hembras y machos), de 13 ratas



cada grupo. Alimentaron a los grupos experimentales con alimento enriquecido con pulpa
de buriti y al grupo control con alimento estandar. Al término, los animales fueron
anestesiados y extrajeron su sangre para los analisis bioquimicos, asi como también el
higado y los rifiones para el estudio histopatologico. Resultados: Las dietas ricas en la pulpa
de buriti no interfirio con la funcion renal ni con la mayoria de los marcadores de la funcion
hepéatica en los animales en ambos grupos experimentales, las ratas hembras tenian
concentraciones plasmaéticas de fosfatasa alcalina significativamente més alta, mientras que
las ratas machos tenian concentraciones mas bajas de albumina y &cido Urico.
Conclusiones: Los cambios observados en los marcadores bioquimicos no indican que el
alimento suplementado con pulpa de buriti afecte negativamente a la funcion hepatica. De
esta manera se puede incentivar el consumo de pulpa de buriti, ya que es una fuente de

alimento es de bajo costo para poblacién y la comunidad 9

Soares et al. (2020) tuvieron como Objetivo: “Presentar vision general sobre las
propiedades quimicas, medicinales y nutricionales de la pulpay el aceite de buriti (Mauritia
flexuosa L.f.)”. Metodologia: Realizaron el estudio descriptivo mediante una revision
bibliogréfica descriptiva exploratoria con un enfoque cualitativo sobre las propiedades
quimicas, medicinales y nutricionales de del mesocarpo y el aceite de buriti Mauritia
flexuosa L. f.(aguaje). Resultados: El fruto Mauritia flexuosa L.f.(aguaje) presenta
propiedades quimicas de gran relevancia nutricional, medicinal y compuestos quimicos
como: Carotenoides, acidos grasos y flavonoides. También tiene una amplia gama de
minerales en su composicion, tales como fdsforo, potasio, magnesio, calcio, azufre y hierro.
Conclusiones: Determinaron las potencialidades medicinales, compuestos y/o propiedades

quimicas de la pulpa y el aceite de buriti del fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje).
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Asimismo, refieren que dicha especie vegetal es utilizada en la terapia por mordeduras de
animales venenosos. Asi, como también posee efecto cicatrizante de heridas, quemaduras,

actividad antimicrobiana y antioxidante V.

Oyarzabal y Molina (2019) tuvieron como Objetivo: “Presentar, describir y analizar
los aspectos mas relevantes de las evidencias preclinicas y clinicas de los efectos del D-
004 sobre la Hiperplasia Prostatica Benigna”. Metodologia: Realizaron un estudio de
investigacion descriptiva. EI D-004 es un lipido natural del fruto de la palma real cubana
(Roystonea regia perteneciente a la familia Arecaceae), En su estudio examinaron 100
articulos de investigacion difundidas sobre la mencionada sustancia lipidica y todos los
documentos del archivo. Recopilaron los estudios preclinicos mas relevantes de toxicologia
y farmacologia, adjuntando todos los analisis clinicos. Las investigaciones farmacoldgicas
preclinicas revelaron que el lipido natural vegetal, previene la hiperplasia prostatica
incitada por testosterona, asi como las variaciones aerodindmicas inducidas por fenilefrina
en ratas. Resultados: El analisis de toxicologia preclinica a dosis de 2000 mg/kg no presento
muertes ni signos de intoxicacion asociada al procedimiento. El andlisis clinico fase |
(voluntarios sanos) comprobaron que a una frecuencia de dosis entre cincuenta y
ochocientos mg/kg, impidié la hiperplasia prostatica siendo seguro y tolerado. Los analisis
clinicos fase Il evaluados a dosis de doscientos, cuatrocientos y ochocientos mg/kg
previene las manifestaciones clinicas del tracto urinario bajo, asociados a Hiperplasia
Prostatica Benigna. Evidenciaron que a dosis cincuenta y ochocientos mg/kg posee
actividad beneficiosa sobre la sintomatologia clinica de dichas patologias. Las dosis 100,
200, 400 y 800 mg/kg demostraron que presenta un efecto antinflamatorio moderado. Los

resultados se vincularon a la inhibicion de la accion de la enzima 5 a-reductasa y al
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antagonismo de los receptores ol-adrenérgicos, respectivamente, asi como a efectos
pleiotrépicos antioxidantes y antinflamatorios. Conclusién: Los anélisis toxicologicos
mostraron ausencia de toxicidad asociada al tratamiento con la sustancia lipidica.
Asimismo, los estudios clinicos corroboraron la efectividad de la sustancia lipidica en el

tratamiento de los (STBU) y (HPB), demostrando que es seguro Yy bien tolerado 2.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Rivera (2021) tuvo como Objetivo: “Evaluar el riesgo potencial por ingesta de Cd, Pb
y Ni en el arroz (Oryza sativa), lechuga (Lactuca sativa), aguaje (Mauritia flexuosa L.f.) y aji
charapita (Capsicum frutescens), adquiridos en los principales mercados de las ciudades de
Moyobamba, Lamas, Tarapoto, Juanjui y Tocache”. Metodologia: Realizaron un estudio de
investigacion experimental, recolectaron especimenes de lechuga, arroz, aji charapita y aguaje
en los principales centros de abasto de las mencionadas ciudades. Los ejemplares atravesaron
un proceso de limpieza, lavado, secado y molienda a fin de identificar las concentraciones de
Cadmio, Plomo y Niquel mediante la técnica de procedimiento de masas en plasma acoplado
inductivamente. Con los datos obtenidos calcularon los analisis de riesgo, dosis diaria
promedio, cociente de riesgo y el indice de peligro. Asimismo, realizaron encuestas de la
ingesta de dichos productos en las ciudades mencionadas lineas arriba. Resultados: El anélisis
que realizaron en los especimenes presentaron concentraciones de metales pesados de
Cadmio, Plomo y Niquel. El nivel limite permitido en productos alimentarios es de 0,025 mg
kg-1. Los alimentos en investigacion superan este limite, siendo mas critico en el aguaje (0,34
mg kg-1). En cuanto a los resultados de Pb el valor maximo permitido es 0,003 mg kgl (WHO,
2011); el aguaje presento (2,229 mg kg-1), el limite permitido para Ni es de 0,012 mg kg-1,

el aguaje presento (0,587 mg kg-1). Finalmente, el aguaje muestra las mayores
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concentraciones de metales pesados en su estructura vegetal. Conclusiones: Los estudios de
investigacion concluyen que las concentraciones de Cadmio, Plomo y Niquel productos
alimentarios analizados superan los estandares autorizados normados por la WHO, (2007),
Unién Europea, (2006) y el Codex Stan 193-1995, (2009). También el alimento con mayor
concentracion de metales pesados es la lechuga, seguido por el aji charapita, el aguaje y el

arroz (3),

Chudgen y Noa (2019) tuvieron como Objetivo: “Determinar si tiene efecto
fotoprotector una crema a base del extracto hidroalcohdlico del Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)
estudiados en 5 grupos de ratones albinos”. Metodologia: Realizaron un estudio de
investigacion experimental. Obtuvieron el extracto hidroalcohdlico mediante la maceracion
del mesocarpo del fruto de Mauritia flexuosa L.f. en una solucion etandlica a 70° (70 mL) y
30 mL de agua destilada. Posteriormente el extracto fue sometido al proceso de solubilidad y
marcha fitoquimica a fin de precisar los metabolitos secundarios presentes en la especie
vegetal. Para su estudio utilizaron 15 ratones albinos, distribuidos en 5 grupos (control, blanco,
pomada al 10%, pomada al 15% y bloqueador). Prepararon una pomada con el extracto de
Mauritia flexuosa L.f. en concentraciones de 10% y 15%. Seguidamente depilaron el lomo de
los animales y aplicaron en el grupo blanco una pomada base; el grupo control fue utilizado
como grupo de contrastacion; a otro grupo le aplicaron pomada a base del extracto de aguaje
al 10%, a otro grupo, pomada a base de extracto de aguaje a concentracion del 15% y por
ultimo a un grupo de roedores le aplicaron un protector solar comercial, luego de la aplicacion
los animales fueron sometidos a la camara de radiacion ultravioleta por 01 hora, dos veces al
dia, expuestos directamente a la luz ultravioleta de 320- 400 nm, durante 7 dias. Finalizado

el proceso, realizaron cortes longitudinales dérmicos en los roedores y pasaron a evaluacion
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por el medico patdlogo a fin de determinar el grado de lesion que presentaron. Resultados:
Identificaron los metabolitos secundarios que son solubles en solventes de diversas
polaridades como agua, etanol, metanol y cloroformo. En la marcha fitoquimica determinaron
compuestos fenodlicos, alcaloides y quinonas. También, evidenciaron lesiones leves y
eritemas. Conclusion: Validaron que la efectividad del extracto hidroalcohélico de Mauritia
flexuosa L.f. (aguaje) a base de una crema a una concentracion del 10%, posee efecto
fotoprotector. Los metabolitos secundarios determinados en la marcha fitoquimica fueron
compuestos fendlicos: quinonas, flavonoides y alcaloides. Antioxidantes que evitan el

envejecimiento de la piel y la formacion de radicales libres @4,

Vézquez (2019) tuvo como Objetivo: “Determinar el efecto regenerador de la ingesta
del zumo de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) en tejido ovéarico con quistes inducidos por
Valerato de estradiol en ratas.”. Metodologia: La investigacion que realiz6 fue experimental,
analitico y transversal. Utilizaron 28 ratas de 2 meses de edad y cuyos pesos fueron de 200g
aproximadamente. Asimismo, fueron agrupados en 4 grupos: Grupo A: Inducidos a quistes
con tratamiento de una dosis, control positivo: Sin tratamiento no indujo a quistes, control
negativo: animales sanos. Grupo B: Animales inducidos a quistes con tratamiento de una dosis
méaxima. Indujo el quiste en los ovarios a través de la inyeccion intramuscular en
concentracion de 0,5 mL de Valerato de estradiol en agua desionizada. Los quistes se
desarrollaron 2 meses de post administracion del farmaco. Posterior a ello, inicié con la
administracion diaria del zumo de aguaje por un periodo de 60 dias. Resultados: EI grupo
tratado con zumo de aguaje a una dosis de cinco mL/kg, presento alteraciones e inflamacion
a nivel de ovarios y Utero con petequias. En el tratamiento a dosis de 15 mL/kg, observd

alteraciones en menor grado, menor inflamacion y sin petequias a nivel de Utero en



14

comparacion al grupo control positivo. Conclusion: Los tratamientos con mayor dosis de
zumo de aguaje, presentaron mayor efecto regenerador en los ovarios de las ratas inducidas a
quistes ovaricos, también redujo la cantidad de quistes ovaricos y hemorragias a nivel

microscopico en el tejido ovarico (%),

Guerrero (2019) tuvo como Obijetivo: “Determinar la identidad y cantidad de los
compuestos bioactivos mds importantes presentes en la céscara de aguajes peruanos’.
Metodologia: Realizd un estudio de investigacion descriptiva. Realizé una amplia revision
bibliografica iniciando desde la importancia de la especie vegetal en la Amazonia,
composicion quimica y nutricional del mesocarpo del fruto del aguaje. Asimismo, estudié y
describio los principales metabolitos secundarios que se encuentran en dicha especie vegetal.
También investigo articulos cientificos que le permitieron identificar algunos métodos de
andlisis ejecutados en los aguajes. Tales como espectrofotometria UV-Vis., ensayos con
radicales o reacciones redox, métodos cromatograficos, experimentos de resonancia
magnética nuclear, etc. Resultado: Identificé los principales metabolitos secundarios hallados
en los aguajes como: Compuestos polifendlicos constituidos por flavonoides, taninos
hidrolizables y condensados, asi como también carotenoides, tocoferoles, acidos grasos y
ciertos antioxidantes mas relevantes. Describio también, los tipos y metodologias de analisis
realizados en el fruto. Conclusion: Refirio que existe una sugestiva oportunidad de
investigacion para analizar los metabolitos secundarios presentes en las cascaras de aguajes

peruanos (%6),

Sandoval et al. (2019) tuvo como Objetivo: “Efecto antibactetiarino del extracto
hidroalcolico de Mauritia Flexuosa de bacterias gramnegativas y grampositivas”.

Metodologia: En esta investigacion estudiaron el efecto antibacteriano del extracto



2.2.
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hidroalcohdlico de las hojas de Mauritia Flexuosa a fin de detectar bacterias gram positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC
25922 gramnegativas, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Salmonella enterica.
prepararon concentraciones de 10, 20, 40, 60mg/mL. Realizaron el anélisis fitoquimico de la
planta y para el estudio prepararon 10 placas de agar Mueller-Hinton, afiadieron 1 mL de
indculo bacteriano, estandarizado a 0,5 McFarland, a cada placa mediante el método de
difusion. Hicieron 5 agujeros de 5 mm cada uno (cuatro de ellos con concentraciones de
extracto y uno con agua destilada como grupo de control), y las placas lo incubaron durante
24 horas a 36 ° C. El halo de inhibicion se midié en mm usando un calibrador. Resultados: El
efecto antibacteriano Pseudomonas aeruginosa para las bacterias gramnegativas determinaron
en el extracto a concentracion de 60 mg/mL, zona de inhibicion 14,8 mm. Para las bacterias
Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus grampositivas la actividad del extracto fue a
concentracion de 60 mg/mL suprime diametros de 13,2 mm y 15,4 mm respectivamente.
Identificaron los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico de Mauritia Flexuosa
tiene una gran cantidad Compuestos fendlicos, Flavonoides, Esteroides, triterpenos, Taninos
y lactonas. Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de Mauritia Flexuosa inhibe el
crecimiento de bacterias gramnegativas Salmonella typhi y E. coli y no inhibe a las bacterias

grampositivas 7).

Bases teoricas

En la actualidad en el Peri un sector importante de la ciudad de Tingo
Maria, provincia de Leoncio Prado en el departamento de Huanuco, ubicado a 660 m.s.n.m,
en el centro oriente del territorio peruano (a 135 km. de la ciudad de Huanuco) consumen el

fruto del aguaje con fines alimenticios y refrescos. Asi, como también para contrarrestar


https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Leoncio_Prado
https://es.wikipedia.org/wiki/Departamento_de_Hu%C3%A1nuco
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problemas hormonales, deficiencia de vitamina C, provitamina A. Posee nutrientes con
propiedades antioxidantes, antinflamatorio y laxante. La pulpa del fruto también es consumida
de forma natural en dulces, vinos, helados. Por sus propiedades esta indicado en la prevencion
del envejecimiento prematuro, enfermedades cardiacas, estrefiimiento, favorece Ila
cicatrizacion de heridas y el aceite para la hidratacion de la piel y cabello. El aguaje o buriti
(Mauritia flexuosa L.f.) tiene un alto contenido de vitamina a (betacaroteno), (ayuda en la
absorcién de hierro y calcio), magnesio, hierro y propiedades antibiéticas, analgésicas,
anticancerigena y antiinflamatoria (28). (29,

Mauritia flexuosa L.f.(aguaje), es una especie vegetal tropical que habita en zonas
inundables llamada aguajales en el centro oriente del territorio peruano, especificamente en la
region de la selva alta situada entre los 500 y los 3 500 msnm, la temperatura llega a 4 °C y,
conforme desciende, a 600 msnm, alcanza un promedio de 22 °C. La pulpa del fruto de
Mauritia flexuosa L.f. tiene un alto potencial nutricional con un alto contenido de grasa,
proteina y fibra dietética. También posee diversos compuestos bioactivos, como acidos grasos,
araquidico, palmitico, palmitoleico, estearico, oleico, linoleico, laurico y miristico.
Tocoferoles, carotenoides, compuestos fendlicos, acidos fendlicos y flavonoides, como el
acido ferulico, &cido cafeico, &cido protocatecuico acido clorogénico, acido quimico
catequina, epicaquina, apigenina, luteolina, miricetina, kaempferol y quercetina. Asimismo,
el mesocarpo de Mauritia flexuosa L.f., es una excelente fuente de carotenoides totales (B-
caroteno, a-caroteno, luteina), acido ascorbico, provitamina A, vitamina E y azlcares
(fructosa y glucosa). En el estudio “Efecto fotoprotector de una crema a base del extracto
hidroalcoholico del Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) en ratones albinos” Determinaron en el

analisis fitoquimico la presencia de metabolitos secundarios como: alcaloides, compuestos
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fendlicos, quinonas y flavonoides Otros estudios investigados demostraron que el aguaje
contiene fitoestrégenos que son importantes en la alimentacién, sobre todo en mujeres en la
etapa del climaterio coadyuvando a regular los sintomas adversos de la menopausia,
osteoporosis y deficiencia de estrogenos G0- G
Mauritia flexuosa L.f.(aguaje), de acuerdo con el regimen de clasificacion de cronquist
1981, se ubica en la siguiente jerarquia: (32,33,
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Arecales
Familia: Arecaceae
Género: Mauritia
Especie: Mauritia flexuosa L.f.
Nombre cientifico: Mauritia flexuosa L. F.
Nombre Comun: Aguaje.

Descripcién botanica de Mauritia flexuosa L. f. (aguaje).

Mauritia flexuosa L.f.(aguaje) es una palmera nativa de la selva amazodnica, presenta las
inflorescencias separadas en individuos masculinos y femeninos. Los individuos adultos alcanzan
hasta 35 m de altura y de 23-50 cm de didmetro, la edad reproductiva se inicia de 8 a 10 afios de edad

y la produccidn de frutos es estacional. Los frutos poseen altos valores de vitamina A, alrededor de 30

mg por 100 g de pulpa, son consumidos en forma directa como frutos maduros (32)33),
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Figura 1 Mauritia flexuosa L.f. (aguaje).

Caracteristicas botanicas de Mauritia flexuosa L. f. (aguaje).
Mauritia flexuosa es una palmera dioica y que podria alcanzar los 40 metros de altura,
dicha especie vegetal presenta estipite Unico, inerme, anillado, con didmetro de 60cm.

e Semillas: Es globosa y ovoide, anualmente presenta inflorescencias utilizadas en la
fabricacion de artesanias, también son trituradas para el consumo humano.

e Frutos: Es una drupa, subglobosa, la pulpa es de color naranja amarillento de sabor
agridulce y de consistencia amilacea de 4 - 6 mm, su peso varia de 40-85 g.

e Hojas: Son palmadas en numero variable, la copa tiene forma de sombrilla constituida
por 10 a 20 hojas compuestas. La hoja puede crecer de 5 0 6 metros de largo y los
peciolos hasta 4 m con aproximadamente 150 a 200 ldminas foliares. El palmado de
aguaje puede producir aproximadamente 8 racimos de fruto.

e Raices: Presenta un tipo especial de raices aéreas llamadas neumatdforos, contribuyen

en la respiracion en condiciones de inundacion (32 (33)
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Figura 2 Fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) ©2.

Propiedades nutraceuticas del fruto:

Los frutos del aguaje contienen vitaminas, lipidos, proteinas y minerales que se
pueden utilizar en productos farmacéuticos, cosméticos, comida y energia. Ademas, es uno
de losalimentos mas ricos de la tierra en vitamina A (caroteno), Contiene unos 30 mg por
cada 100 g de pulpa, posee 20 veces mas de vitamina A que la zanahoria. El fruto del aguaje
es un recurso nutricional inigualable para nifios y mujeres embarazadas, ayuda a formar y
mantener los dientes, Tejidos blandos, 6seos, mucosas y piel saludables. Por sus propiedades
es muy beneficiosa en el periodo de lactancia.

La administracion de capsulas de pulpa de aguaje liofilizado puede ayudar a reducir
la deficiencia severa de vitamina A en nifios de la Selva Peruana. El aceite obtenido de la
pulpa del aguaje tiene un alto contenido en acido oleico, &cido graso insaturado de la familia
omega-9, superior al del aceite de oliva. El aceite vegetal de aguaje también se utiliza en la
elaboracién de protectores solares debido a la capacidad de absorber la radiacion de rayos

electromagnéticos que son dafiinos para la piel G2 (3),
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Tabla 1 Composicién bromatoldgica de la pulpa del fruto de aguaje

Componentes 100 gr de pulpa

Energia 283,0¢g
Agua 53,6 ¢
Proteinas 3040

Lipidos 21,19
Carbohidratos 18,19
Fibra 10,49
Ceniza 09g¢

Calcio 74,09
Fosforo 27,09

Nota: En la tabla 1 Se observa la composicion bromatolégica por cada 100 gramos de la pulpa

del fruto de aguaje. Fuente: Aguaje (2017.) G4



Tabla 2 Contenido nutracedtico de la pulpa por tipos de aguaje

Tipos de analisis

Tipos de aguaje

Amarillo Shambo Color
Zinc (mg/100g) 0.58 0.90 0.70
Calcio (mg/100g) 137.79 13249  89.14
Magnesio (mg/100g 44.12 98.61 44-08
Potasio (mg/100g) 390.36 660.81 31231
Fierro (mg/100g) 1.18 0.83 0.55
Aceites (%) 22.8 25.2 21.3
Proteinas (%) 3.9 6.1 6.5
Carotenos totales (ng/g) 3244 283.6 264.6
Tocoferol (mg/L) 683.4 677.6 685.8
Acido palmitico (%0) 19.6 21.7 20.3
Acido oleico (%) 75.6 717 75.0
Acido ascorbicom/100g ~ 21.5 25.6 21.9
Polifenoles totales 185.75 162.52  212.89

mg/100g
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Nota: En la tabla 2 se observa al aguaje que de color amarrillo donde muestra mayor porcentaje

de calcio 137,79%, potasio390,36%, carotenos totales 324,4 ng/g, que shambo y color.

Toxicologia

La toxicologia es una ciencia que estudia los efectos nocivos, las caracteristicas de

exposicion, la toxicocinética, el mecanismo de accion de las sustancias toxicas, la

prevencion, diagndstico y tratamiento de las intoxicaciones ©9. La frecuencia ct los efectos

toxicos del cuerpo depende principalmente de la dosis de contaminantes para intoxicar el

organo diana. Estudia las relaciones entre la cantidad de sustancia introducida en el
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organismo Y el efecto biolégico obtenido, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo. Ocurre
una vez que la sustancia entra en contacto con una superficie corporal como la piel, los ojos
o la mucosa del sistema digestivo o respiratorio. La toxicologia, es un elemento importante
en la informacidn toxicoldgica para evaluar y regular los peligros presentes, tanto en el lugar
de trabajo como en el medio ambiente general ©2),(33).(34
Toxico

Un toxico es todo agente fisico y quimico que tras generarse internamente o entraren
contacto, penetrar o ser absorbido por un organismo vivo, en dosis altas, puede producir un
efecto adverso directo o indirecto 2, EI mismo agente fisico o quimico puede producir algin
efecto nocivo sobre un ser vivo, alterando los equilibrios vitales ©3).
Toxicidad Aguda

Es un suceso asociado a la exposicion reciente a una sustancia toxica y a dosis
potencialmente tdxica. Teniendo, la capacidad de producir efectos adversos desde una
irritacion dérmica a efectos letales. Dichos efectos adversos se manifiestan después de una
aplicacion de una o multiples dosis de una sustancia. La evaluacion de la toxicidad aguda se
realiza durante 14 dias y frecuentemente se investiga en ratas ¢4

Los alcaloides poseen un bajo peso molecular, en los seres humanos interactta con los
neurotransmisores ejerciendo respuestas fisioldgicas y psicologicas, en dosis elevadas Son
toxicos adhiriéndose al higado, en bajas dosis tienen efectos como: analgésico, relajante,
tranquilizante y sedante 4
Efecto toxico

Es el efecto de una 0 mas sustancias toxicas sobre un organismo, poblacion o

sociedad, manifestando cambios bioldgicos. Su extension se evallaen una escala de
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intensidad o severidad, que esta relacionada con la dosis del agente toxico. La exposicién o
reaccion toxicas corresponde a cualquier desviacién del funcionamiento normal del
organismo, como consecuencia de la exposicién a una sustanciatdéxica. Solo aquellos
cambios que son irreversibles o persisten mucho tiempo después del cese de la exposicion
se consideran anomalias significativas %)

DL50 (dosis oral letal media)

Esta determinacion permite apreciar los sintomas de intoxicacion y la dosis toxica.
Es una dosis Unica derivada estadisticamente de una sustancia que se puede esperar que
cause la muerte en el 50 % de los animales cuando se administra por via oral. El valor LD50
se expresa en términos de peso de la sustancia de ensayo por unidad de peso del animal de
ensayo (mg/kg) 4. @9,

Los alcaloides poseen un bajo peso molecular, en los seres humanos interactda con los
neurotransmisores ejerciendo respuestas fisioldgicas y psicoldgicas, en dosis elevadas son
toxicos adhiriéndose al higado, en bajas dosis tienen efectos como: Analgésico, relajante,
tranquilizante y sedante (%)

Prueba de observacién primaria (Irwin) en roedores para evaluar latoxicidad aguda

Es un test utilizado para estimar la dosis letal minima de una sustancia de prueba, el
rango de dosis para las respuestas del SNC y los efectos primarios en el comportamiento y las
funciones fisiologicas. Para lo cual se administra la sustancia de prueba a ratas o ratones y
luego se observan durante las proximas horas hasta el dia 14. Se evalla comportamientos
especificos, relacionados con la neurotoxicidad (convulsiones y temblores) y con la
estimulacion del Sistema Nervioso Central (SNC), como excitacion, cola de Straub, saltos,

hipersensibilidad a estimulos externos, estereotipias y comportamiento agresivo. Asimismo,
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permite evaluar los principales comportamientos y efectos neurolégicos de la sustancia de
ensayo y proporciona algunas indicaciones de los efectos sobre la funcién autonémica y la
actividad periférica (temperatura, induccion de la salivacion, lagrimeo, defecacién, presencia
de miosis o midriasis) @7 (8). (39)
Justificacion de las 3 Rs: (reemplazo, reduccion y refinamiento)
3Rs buscan alcanzar la humanidad disminuyendo y cuando sea posible, eliminando
completamente la inhumanidad. A lo largo de la historia de la humanidad, la investigacion
con animales ha desempefiado un papel trascendental en muchas investigaciones cientificas y
médicas, y continlia ayudando (entre otros muchos aspectos) a nuestra comprension de las
enfermedades humanas y al desarrollo de nuevas terapias y curas. Por lo tanto, los
experimentadores deben utilizar el minimo numero de animales, empleando métodos
alternativos siempre que sea posible, teniendo presente que la ciencia es siempre una accion
humana; orientada hacia la generacion de conocimiento, el logro de un mayor bienestar y la
consecucion por tanto de libertad. Asimismo, minimizar los dafios y sufrimientos que se
infligen a los animales 0
La experimentacidn con animales pasa por la aplicacion de la ya mencionada regla de
las 3Rs:
e EIl Refinamiento. - Insta a reducir al minimo el sufrimiento impuesto a los animales
que se utilizan en los procedimientos cientificos.
e Reduccion. - Reducir el nUmero de animales. Para lo cual implica utilizar la cantidad
minima posible para obtener resultados significativos o los datos suficientes para
respondera la cuestion que se investiga.

e EIl Reemplazo. - Se refiere a cualquier método cientifico que permita sustituir el uso
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de animales, ya sea de manera absoluta, utilizando en su lugar modelos matematicos
o simulaciones. También implica cambiar los vertebrados por otros seres vivos con
menor percepcion del dolor o que no se encuentran protegidos por la legislacion.

Las 3R son inseparables, debiendo tenerse en cuenta una cuarta, la responsabilidad
del investigador, que debe conocer y cumplir con las normas establecidas y los principios
éticos cuando trabaje con seres Vivos.

En todo este proceso, recordemos que la ciencia es siempre una accion humana. Es
por elloy por lo ya expuesto lineas arriba, que en nuestra investigacion se utilizé la minima
cantidad necesaria de animales, para evaluar la toxicidad aguda del extracto etandlico de la

pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje) en ratas Holtzman “0).

Metabolitos secundarios:

v Alcaloides. Constituyen el grupo mas enorme de metabolitos secundarios de las
plantas, se localizan en las semillas, frutos, raices, corteza y hojas. Los alcaloides
poseen un bajo peso molecular, en los seres humanos interactia con los
neurotransmisores ejerciendo respuestas fisioldgicas y psicoldgicas, en dosis elevadas
Son téxicos adhiriéndose al higado, en bajas dosis tienen efectos como: analgésico,
relajante, tranquilizante y sedante. Asimismo, son sustancias basicas que contienen
uno 0 mas atomos de nitrégeno como parte de un sistema ciclico que tienen actividad
farmacoldgica, biosintetizados de aminodcidos como precursores derivan
principalmente de los aminoacidos ornitina, lisina, fenilalanina (o tirosina), triptéfano,
y del &cido antranilico por medio de una serie de reacciones, como por ejemplo
reacciones de tipo aldonica. Otros alcaloides derivan de otros aminoacidos como la

pilocarpina u otrosque contienen un anillo de imidazol que son biosinterizados a partir
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de la histidina “0).

v' Taninos. La intoxicacion por taninos esta causada por el consumo de hojas, tiernos
brotes, bellotas provenientes de arboles como el encino o el roble (y otros vegetales
del género Quercus spp), debido a que dicho metabolito son moléculas complejas
formadas por grupos fendlicos. En relacion con su peso molecular puede absorberse
al torrente sanguineo y causar efecto tdxico sistémico, dafiando los 6rganos como el
higado y rifion. Asimismo, los taninos se encuentran en plantas muy heterogéneas, en
los frutos, arboles, leguminosas y cereales. Considerados también como antinutrientes,
porque disminuyen e inactivan la amilasa contrarrestando la eficacia de los alimentos,
incrementan el nitrdgeno fecal y forman complejos con proteinas. “.

v' Efectos farmacoldgicos de los alcaloides. Es muy conocido el efecto de los alcaloides
por ejemplo la berberina es antibacterial y antiinflamatoria; la emetina es emético,
antihelmintico y expectorante; la cocaina tiene efecto sedante y anestésico; la codeina
tiene efecto analgésico, sedante e hipnotico; la estricnina y cafeina son estimulantes;
la morfina y escopolamina tienen actividad sobre el Sistema Nervioso Central. Otros
alcaloides también muestran diversos efectos como el Jatrofano (antitumoral);
Codonopsina y Hoveina (analgésica); la criogenina (antiinflamatorio); la quinina es
antiséptico y antipirético se han usado mas de 200 afios para tratar la malariaentre otras

enfermedades (V-
2.3. Formulacion de hipétesis

2.3.1. Hipotesis general
Presenta toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia

flexuosa L.f.(aguaje) a una dosis de 2000 mg/kg en ratas Holtzman.
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2.3.2. Hipotesis nula

No Presenta toxicidad aguda el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia

flexuosa L.f.(aguaje)en ratas Holtzman.

2.3.3. Hipotesis especifica

1.

El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) es soluble
enagua destilada, etanol y metanol.

Los metabolitos presentes en el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia
flexuosa L.f. (aguaje).

La toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa
L.f. (aguaje) presenta toxicidad aguda.

El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje). presenta

toxicidad aguda a una dosis de 2000 mg/kg en ratas Holtzman
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Método de investigacion

Método experimental.

3.2. Tipo de investigacion
Aplicada, se ejecutd procedimientos y analisis cuantitativos en especies bioldgicas,
para lo cual se utiliz6 protocolos normados en el manejo de animales de laboratorio.
3.3. Disefio de la investigacion

Experimental

Segun su nivel y alcance de resultados: Explicativa
e Segun su estrategia aplicada: Experimental
e Segun tendencia o enfoque: Cuantitativo
e Segln su proposito de orientacion: Aplicada
Experimental, para el desarrollo del andlisis estadistico adecuado, se procedio a
categorizar las puntuaciones de la toxicidad aguda en categorias jerarquicas (escala de
marhuenda) cuyos resultados fueron presentados mediante distribuciones de simple

frecuencia, tablas de entrada doble, y diagramas de barras.
3.4.Poblacion, muestra y muestreo

e Poblacion
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La poblacion estuvo conformada por ratas de especie Holtzman,obtenidos del bioterio del INS
(Instituto Nacional de Salud), Lima-Perd.
08 ratas Holtzman, 04 hembras y 04 machos, cuyos pesos oscilaron entre 250 g y 300 g
de 7 semanas de edad.
e Muestra

Muestra Bioldgica:

- 8ratas de la especie Holtzman cuyos pesos fueron de entre 225¢g a+- 298g en ambos
Sexos.

- Se determind el tamafio de la muestra de acuerdo con el principio de las tres R
(reemplazar, reducir y refinar), con el fin de evitar el sufrimiento animal. Asimismo,
se delimit6 que las 08 especies bioldgicas, fueron suficientes para dicha evaluacion
de la toxicidad aguda el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa
L.f. (aguaje).

Muestra Vegetal:

- 5 kilos del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje).

Muestreo:

- El'muestreo fue no probabilistico por conveniencia

Criterios de Inclusion:

- Ratas Holtzman no gravida

- Ratas Holtzman de 225 +/- 300 g de peso corporal.

- Ratas Holtzman de ambos sexos, sin caracteristicas de enfermedad.

Criterios de Exclusion:

- Ratas Holtzman con menos de 220g de peso corporal.



- Ratas Holtzman con aparente mal estado de salud o con enfermedades.

- Ratas Holtzman utilizados en otros estudios de investigacion.

3.5. Variables y operacionalizacion

Tabla 3 Operacionalizacion de variables

30

Variable Definicion Dimensiones Indicadores Escalade Escala
Operacional medicién valorativa
(niveles o
rango)
INDEPENDIENTE  Proceso en cual se Prueba de Solubilidad Nominal Soluble
Extracto etanolico de la sometera a maceracion solubilidad Insoluble
pulpa del fruto de la especie vegetal en
Mauritia Flexuosa L.f. un medio etandlico Analisis Coloracion Nominal Presencia /
(aguaje). durante 7 dias, a fin de cualitativo Precipitacion Ausencia
identificar los preliminar
metabolitos presentes.
DEPENDIENTE Es un episodio Toxicidad Pardmetros Nominal Si/No
relacionado con la Aguda del test de Irwin
Toxicidad aguda exposicion reciente a Analisis
a 2000 mg/kg una sustancia téxica y Macroscopico Nominal Si/No
a una dosis Andlisis Anatomo- Analisis
potencialmente tdxica patolégico Microscopico Nominal Si/No

39),

Variable dependiente: Toxicidad aguda causada por el Extracto Etandlico del fruto de la pulpa

Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) a 2000 mg/Kkg.

Los estudios de toxicidad aguda estan disefiados para evaluar la toxicidad de una sustancia de

prueba en animales en dosis orales altas, brindando la informacion sobre los riesgos para la salud.

Es un episodio relacionado con la exposicion reciente a una sustancia toxica y a una dosis

potencialmente toxica (4. (37). (38),

Variable independiente: Extracto etanolico del fruto de la pulpa Mauritia flexuosa L. f. (aguaje).

Se macero el fruto de la pulpa Mauritia Flexuosa L.f.(aguaje) en una solucién etanolica, dentro de
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un frasco ambar el cual se tuvo cerrado y reservado en un lugar oscuro a temperatura ambiente
durante 7 dias con agitacion por dos minutos, dos veces al dia. Luego se filtrd a fin de obtener la
sustancia solida 9.

3.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.6.1. Técnica

e Preparacion del extracto etandlico: se obtuvo mediante la extraccién de pulpa del fruto de

Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) y macerado etandlico.

e Prueba de solubilidad: Analisis de solubilidad

e Anadlisis del perfil cualitativo: Mediante la marcha fitoquimica se identifico la
presencia de metabolitos secundarios.

Evaluacidn de la toxicidad aguda: Se utilizé el test de Irwin mediante los parametros de
tiempo y respuesta, también se realizo el analisis macroscopico y microscopicos,

FLUJOGRAMA DEL ESQUEMA EXPERIMENTAL

INICIO DEL ESTUDIO
h

. - Recoleccién de la muestra Criterios de exclusion ,seleccion
Taxonomia vegetal(fruto)Mauritia flexuosa clasificacién y limpieza del fruto.

Maceracién de la muestra vegetal
por 7 dias.

Filtrar la solucién.
| |

/ Evaporacion de la solucion. \

Compraobacion del efecto de la ..
Andlisis toxicidad aguda. Evaluacion de resultados.

solubilidad. i Perfil cualitativo

Figura 3 Proceso para la evaluacidn de toxicidad aguda del extracto etanélica del fruto de Mauritia flexuosa L.f.
(aguaje).
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3.6.2. Descripcion
Obtencidn del extracto etandlico de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje).

El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje), se
obtuvo mediante la metodologia de extraccion por maceracion. Se recolectd 5 kg del fruto
de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) en la ciudad de Tingo Maria, provincia de Leoncio Prado
en el departamento de Huénuco, ubicado a 660 msnm, en el centro oriente del territorio
peruano (a 135 km. de la ciudad de Huanuco y a la margenderecha del rio Huallaga,
posteriormente fue enviado a la ciudad de Lima. Una vez recepcionada la especie vegetal,
se procedid a realizar la limpieza y pelado del fruto. Luego, se extrajo la pulpa del fruto y se
licuo con etanol, la sustancia obtenida se depositdé en un frasco pirex color &mbar anti
fotosensible, dejandose en reposo durante 7 dias a temperatura ambiental. Asimismo, se
agito la sustancia diariamente. Transcurridos los 7 dias se realizé el filtrado de la sustancia
liquida y se coloco en la estufa “Faithful” para el secado a una temperatura de 40° C, a fin
de volatilizar el solvente organico y obtener la sustancia solida, la cual fue almacenada en
un frasco de vidrio de color &mbar.

Andlisis preliminares:
Prueba de solubilidad e identificacién de metabolitos por analisis cualitativo
3.6.2.1. Prueba de solubilidad del extracto etanodlico Mauritia flexuosa L.f. (aguaje).

El analisis de solubilidad se realiz6 a fin de identificar, en que solvente es
soluble el extracto de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje). Asimismo,
esta prueba nos permitié determinar el comportamiento del extracto con los diferentes
solventes polares, yestos fueron los siguientes: agua destilada, etanol, metanol, n-

butanol, cloroformo, acetatode etilo, hexano, acetona, benceno, éter etilico.


https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Leoncio_Prado
https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Leoncio_Prado
https://es.wikipedia.org/wiki/Departamento_de_Hu%C3%A1nuco
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3.6.2.2. Analisis del perfil cualitativo del extracto etandlico Mauritia flexuosa L.f.(aguaje)

El analisis del perfil cualitativo se realizo con el fin de determinar la
presencia de losdiferentes metabolitos presentes en el extracto de la pulpa del fruto
de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) como: alcaloides, taninos, esteroides y/o triterpenos
flavonoides, compuestos Fenolicos, etc. En este procedimiento se observa las reacciones
de precipitacion y cambiosde coloracion al entrar en contacto con la sustancia de la
especie vegetal con los diferentes reactivos. Para el analisis se utilizo 1g de muestra del
extracto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) diluido en 20 mL de solvente de etanol.
Posteriormente se colocd 1 mL en cada tubo de ensayo y se agregd 5 gotas de los
siguientes reactivos: AICl;, FeCl; Shinoda, Shinoda, Bertrand, Mayer, Popoff,

Sonnenschein, Wagner, Liebermann, Burchard, Salkowski.

Procedimiento experimental

Los ensayos experimentales en la evaluacion de la toxicidad aguda del extracto
etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f.(aguaje) en ratas Holtzman, se
realiz6 de acuerdo con las normas establecidas en la OECD/OCDE (Organizacion
econdmica para el comercio y desarrollo).

El presente estudio de investigacion se desarroll6 de manera experimental, para el
cual se utilizo 08 ratas cepa Holtzman obtenidas del Instituto Nacional de Salud (INS). Los
animales fueron acondicionados a un proceso de adaptacion en el bioterio de la facultad de
farmacia y bioquimica de la universidad Norbert Wiener, teniendo en cuenta 12 horas de
luz y 12 horas de oscuridad, su nutricién fue a base de pelles y agua proporcionada a libre
albedrio. Los especimenes fueron distribuidos aleatoriamente en 03 grupos: grupo (1);

control, grupo (2); hembras y grupo (3); machos. Se administro via oral el extracto etanolico
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de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje) a una dosis Gnica de 2000mg/kg
de acuerdo al peso de cada animal, posterior a la administracion se evalud y se registro los
signos clinicos manifestados en referencia a los pardmetros de tiempo y respuesta
establecidos en el test de Irwin. Transcurridos los 14 dias de estudio se sacrificd a los
animales y se procedio a la evaluacion macroscopica, mediante la extraccion de los 6rganos
tratados (cerebro, corazdn, higado, estomago, rifiones y pulmadn). Se realizo el anélisis
comparativo observacional entre el grupo control y el grupo tratado. Finalizado el analisis
macroscopico se lavo cada 6rgano con agua destilada y se coloco en recipientes rotulados
con solucion de formol a una concentracion del 10% a fin de ser enviados al laboratorio
patolégico, para la evaluacién microscopica (histopatol6gica). Posterior al andlisis, el
patdlogo clinico certificd la descripcion de los hallazgos identificados, determinando asi,
si hubo proteccion o dafio a los 6rganos tratados con el extracto etandlico de la especie
investigada. Se cumplié con los protocolos de manipulacion a los animales en
experimentacion y se aplico la regla de las 3 Rs (Reducir, reemplazar y refinar). Asimismo,
se evaluo el peso de los animales, los dias: 1,7 ™ y 14 a° dja de estudio. Posterior a ello
se realizd la autopsia y se realiz6 el analisis anatomopatoldgico de los 6rganos tratados
registrando la informacién en la base de datos.
Test de Irwin

Mediante este test se observd y se evalud las reacciones fisicas y fisioldgicas
presentados en los modelos bioldgicos, posterior a la administracion del extracto etanolico
de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) a dosis Unica de 2000 mg/kg.
También se registrd los signos y sintomas clinicos, los efectos primarios de acuerdo con

los parametros de tiempo y respuesta indicados en dicha prueba “.
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Evaluacién macroscépica

Para la evaluacion macroscopica se sacrifico a los animales con dosis elevada de
pentobarbital 40 mg/kg por via intraperitoneal. Consecutivamente se procedi6 a realizar la
necropsia de dichos animales con una hoja de bisturi N°19, aperturando la cavidad toracica,
abdominal y craneal. Se extrajo los siguientes érganos: Cerebro, pulmdn, rifién, corazén,
higado y estomago de cada una de las ratas tratadas por el método de diseccion.
Consecutivamente, se realizo la evaluacién macroscopica del grupo tratado con el extracto
de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje), tomando como muestra de
comparacion y/o referencia a la rata del grupo control, analizando la estructura
anatomorfologica y caracteristicas suigéneris de cada 6rgano. Asimismo, se registré los
cambios y/o alteraciones evidenciadas.

Evaluacién microscopica (Analisis histopatologico)

Para el estudio histopatologico de los 6rganos tratados (higado, rifidon, corazon,
estdbmago,cerebro y pulmén). Se realizo la extraccion de cada 6rgano manipulando con
especial cuidado a fin de evitar alguna alteracion. También, dichos 6rganos se lavaron con
agua destilada y se colocé en recipientes rotulados, los cuales contenian, una solucion de
formola una concentracion de 10%. Posteriormente fueron enviados al laboratorio
histopatoldgicos. Este procedimiento se efectud con la finalidad de identificar la presencia
de células anormales, y/o alteraciones en los mencionados 6rganos.

3.6.3. Validacion

El instrumento en el cual se evalud y registré los datos relacionados a los signos y

sintomas de la toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia

flexuosa L.f.(aguaje) fue validado por tres (03) profesionales con el grado de magister en
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maestria con mencion farmacologia experimental. (Anexo 2). Dr Acaro Chuquicafa Fidel

Ernesto, Mg. Nesquen José Tasayco y Mg Salvador Carrillo Joseé.

Confiabilidad

Los instrumentos y métodos empleados en la evaluacion de la toxicidad aguda a
2000 mg/kg por via oral del extracto de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa
L.f.(aguaje)son confiables, se desarrollé el estudio en base a normas y procedimientos
establecidos en la directriz N° 423 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo
Econémicos OCDE (Toxicidad oral aguda: método de clase de toxicidad aguda) (36),
Asimismo, se evalu6 mediante el test de Irwin (metodologia observacional sistematica,
aplicado en la evaluacion del estado conductual, neuroldgico y autonémico en ratas, a fin
de determinar, efectos adversos, espectro de actividad y neurotoxicidad de una sustancia
administrada) “Y. También, se realizo la evaluacion Anatomopatoldgico, con el apoyo del
Dr. William Anicama Lima (especialista en patologia clinica), el cual diagnostico y
certifico los hallazgos presentados en las muestras.

También los instrumentos de recoleccion de datos fueron validados por tres
profesionales con el grado de magister en maestria con mencién farmacologia experimental
(Anexo 3). Dr. Acaro Chuquicafia Fidel Ernesto, Mg. Nesquen José Tasayco y Mg Salvador

Carrillo José.

3.7. Procesamiento y analisis de datos

La informacién contenida en los instrumentos de recoleccion de datos fueron

codificados e ingresados a un programa de datos del programa Excel de Office de 2016,
luego de verificar su consistencia, se procedid a exportarlo al programa estadistico IBM

SPSS Statistics version 28 para el correspondiente anélisis estadistico, de este modo dada la
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naturaleza cualitativa de los datos, se procedid a categorizar las puntuaciones de la toxicidad
aguda en categorias jerarquicas, cuyos los resultados fueron presentados mediante tablas de
frecuencia simple, tablas de doble entrada, y diagramas de barras; asimismo en la seccion
de pruebas de hipdtesis, se utiliz6 0020 pruebas no paramétricas (sustentadas en la no
normalidad de los datos) prueba de U de Mann-Whitney para muestras independientes y la
prueba de rangos con signo de Wilcoxon, ambos con un nivel de significancia del 5%.
3.8. Aspectos éticos

El proyecto de investigacion fue evaluado por el departamento de ética de la Universidad
Norbert Wiener. Asimismo, se realizd teniendo en cuenta, el articulo 25 de la ley 30407 (Ley de
proteccion y bienestar de los animales), manipulando a los animales de experimentacion (ratones,
ratas) utilizando el manual de manejo de animales de laboratorio confeccionado y aceptadopor el

Instituto Nacional de Salud, directriz N° 423 de la Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo

Econdmicos OCDE “2
Asimismo, en el presente trabajo de investigacion se desarroll6 teniendo en cuenta

las tres R (reemplazar, reducir y refinar).
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1. Resultados

4.1.1. Andlisis descriptivo de resultados

Tabla 4 Prueba de la solubilidad del extracto etanélico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje)

N° Nomenclatura Solventes Resultado
1 H,0O (d) Agua destilada +
2 EtOH Etanol +
3 MeOH Metanol +
4 N-BuOH N-butanol -
5 EtOAC Acetato de etilo -
6 CHClI, Cloroformo -
7 Hex Hexano -
8 Me,CO Acetona -
9 BZ Benceno -
10 Et,O Eter etilico -
11 EP Eter de Petroleo -

Nota: Leyenda: (+) soluble, (-) insoluble.

En la tabla 4 se observa los resultados del extracto etandlico al de la pulpa del fruto de Mauritia

flexuosa L. f. (aguaje) es soluble en solventes polares e insoluble en solventes apolares.



Tabla 5 Analisis cualitativo preliminar del extracto etanélico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.

(aguaje)

REACTIVO METABOLITOS CARACTERISTICAS RESULTADO
AlCl; Flavonoides Halo amarillo +
FeCls Flavonoides Azul Verdoso +
Shinoda Flavonoides Rojo -
GelatinaNaOH 1%  Taninos precipitado blanco lechoso +
Bertrand Alcaloides Precipitado blanco +
Mayer Alcaloides Precipitado blanco +
Popoff Alcaloides Precipitado amarillo +
Sonnenschein Alcaloides Precipitado Amarillo verduzco +
Wagner Alcaloides Precipitado pardo -rojizo +
Liebermann Esteroides y /o Coloracion rojo amarrillo +
Burchard triterpenos

Salkowski Esteroides Rojizo +

Nota: Leyenda: (+) Presencia, (-) Ausencia.
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En la tabla 5 se observa la presencia de los siguientes metabolitos: Alcaloides, Esteroides, y/o

triterpenos, Esteroides, Flavonoides y Taninos.

Tabla 6 Peso corporal de los animales durante el periodo de estudio

Grupos de experimentacion Modelo experimental DIA1 DIA7 DIA 14
Grupo control R1 240 g 260 g 503
Grupo tratado con el con Extracto R2 297.8 320 337
etanolico de la pulpa del fruto de R3 298.8 3119 337
Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

R4 293.2¢g 312¢g 333¢g

Nota: En la tabla 6. Se observa el incremento de peso de 263 g en los animales del grupo de

control a diferencia del grupo experimental que subieron entre 39 y 40 g
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Tabla 7 Registro del peso corporal de los animales durante el periodo de estudio

Ratas hembras

Grupos de experimentacion Modelo experimental DIA 1 DIA7 DIA 14
Grupo control R1 240 ¢ 3509 406 ¢
Grupo tratado con el con Extracto R2 2399 280 300 g
etandlico de la pulpa del fruto de R3 225¢ 269 g 287 ¢
Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) R4 261 g 270 g 290 g

Nota: En la tabla 7. Se observa incremento de peso de 166g de las ratas hembras del grupo de

control a diferencia delgrupo experimental que subieron de entre 29, 61y 62 g.



Tabla 8 Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etanélico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa

L.f.(aguaje) mediante la prueba de test de I'rwin
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Blanco (n=2) Experimental (n=6)
Presento No presento Presento No presento
N % N % % n %
Acinesia 0 0,0 2 100,0 2 333 4 66,7
- Ataxia 0 0,0 2 100,0 4 66,7 2 333
S
18 g Trastornos de la marcha 0 0,0 2 100,0 3 50,0 3 50,0
s Perdida de jadeo 0 0,0 2 100,0 2 333 4 66,7
Disminucion de la actividad 0 0,0 2 100,0 6 100,0 0 0,0
- Disminucion del miedo / sobresalto 0 0,0 2 100,0 6 100,0 0 0,0
2 Disminucion de la reactividad al 0 0,0 2 100,0 6 100,0 0 0,0
T tacto
@ Disminucion tono masculo 0 0,0 2 100,0 4 66,7 2 333
/abdominales
Retorciéndose 0 0,0 0 0,0 2 33,3 4 66,7
3 1000 4
a Frecuencia respiratoria 0 0,0 2 66,7 2 33,3
Convulsiones /ténica/ aténica/mixtas 0 0,0 2 100,0 2 33,3 4 66,7
Temblor fino / fuerte encuerpo 0 0,0 2 100,0 4 66,7 2 33,3
Mayor actividad 0 0,0 2 100,0 0 0,0 6 100,0
c
O
S Sobresalto/ Saltar 0 0,0 2 100,0 2 333 4 66,7
L% Aumento de miedo/mayor 0 0,0 2 1000 6 100,0 0 00
sobresalto.
Mayor reactividad al tacto 0 0,0 2 100,0 4 66,7 2 333
Estereotipias olfateando 0 0,0 2 100,0 5 83,3 1 16,7
g Rascarse 0 0,0 2 100,0 4 66,7 2 333
3 Reflejo de la Miccion 0 0,0 2 1000 3 50,0 3 50,0
2 Piloereccion 0,0 1000 6 100,0 00
Hipotermia / Hipertermia 0 0,0 2 100,0 3 50,0 3 50,0
g Temeroso 0 0,0 2 100,0 6 100,0 0 00
@
§ Agresivo 0 0,0 2 100,0 2 333 66,7
@ Pasivo 0 0,0 2 100,0 6 100,0 0,0
8 Muerte/ Necropsia 0 0,0 1000 6 100,0 0,0
ok
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Test de Irwin
0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0
o Acingsia I | 66,7
% Ataxia meEEEsssssssss———— 333
E Trastornos de la marcha FEEEEEEEE————————— 50,0
P Perdida dejadeo m—— (6.7
Disminucion de la actividad | 0.0
:§ Disminucién del miedo / sobresalto | 0.0
§ Disminucion de lareactividad al tacto 0.0
9 Disminucion tono masculos /abdominales m—— 33 3
5 Retorciéndose mEEEEEESSSSSSSEEE——— 6.7
8 Frecuencia respiratoria msssssss————— 333
Convulsiones /tdnica/ aténica/mixtas S (6.7
Temblor fino / fuerte en cuerpo  T————————  33.3
S Mayor actividad e | 100.0
E Sobresalto/ Saltar T | 66,7
g Aumento de miedo/mayor sobresalto. 0.0
u Mayor reactividad al tacto ~ E—— 333
S Estereotipias olfateando  m—— | 15 7
3 Rascarse mmmsssssssssssssss 333
'(% Reflejo de la Miccion meeessssssssssssssm——— 50,0
Piloerecciéon | 0.0
Hipotermia / Hipertermia s 50.0
S Agresivo I | 66,7
8 Pasivo | 0.0
I_>u"<’ Temeroso 0.0

Figura 4 Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etanolico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.
(aguaje)del test de Irwin).

En la tabla 8 y figura 4 se muestran los resultados consolidados de los parametros del test de Irwin,
presentd Acinesia, pérdida de jadeo, retorciéndose, convulsiones/ténica/mixtas, sobresalto /saltar,
agresivo 66,7%, trastornos de la marcha, reflejo de la miccion e hipotermia/hipertermia 50,0%,
ataxia, disminucién tono musculos abdominales, frecuencia respiratoria, temblor fino/fuerte en

cuerpo, mayor reactividad al tacto, rascarse33,3%. Estereotipias olfateando.



43

Tabla 9 Evaluacion macroscépica de los érganos de Ratas Holtzman tratadas con Extracto etandlico al 70° de la
pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje)

Evaluacion macroscopica Tratamientos
Control Experimental
N % N %
Corazén Sin alteracion 2 100,0 6 100,0
Cerebro Sin alteracion 2 100,0 6 100,0
Pulmén Sin alteracion 2 100,0 6  100,0
Higado Sin alteracion 2 100,0 6  100,0
RifoN Sin alteracion 2 100,0 6 100,0
Estomago Sin alteracion 2 100,0 3 50,0
Leve 0 0,0 2 33,3
Moderado 0 0,0 1 16,7
Total 2 100,0 6  100,0

Analisis macroscopico de los 6rganos tratados con el extracto
etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L. f. “aguaje”

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 600 70.0 80.0 90.0 100.0

Coraz6n I 100.0
Cerebro I 100.0
Pulmén I 100.0
Estomago IS 50.0 N 33,3 . 16,7 -
Higado I 100.0 —
Rifion I 100.0

B Sinalteracion ®leve ™ Moderado ™ Severo

Figura 5 Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etanolico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.
(aguaje)del test de Irwin

En la tabla 9 y figura 5 se muestran los resultados consolidados de la evaluacion
macroscépica de los 6rganos tratados, cuyo resultado en el estomago presentd 33% de
lesion leve y 16,7%de lesiobn moderada, en comparacion con el grupo control que no

presentaron lesion alguna en los demas 6rganos.
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Evaluacion macroscopica de los 6rganos tratados con el extracto etandlico de Mauritia

Flexuosa L.f.(aguaje).

ORGANO GPO CONTROL GPO EXPERIMENTAL

OBSERVACION

En grupo control y grupo

o . .
5 experimental, no se observo
% alteraciones en el o6rgano del
@) cerebro.
En el grupo control y
~g experimental conserva su
% estructura anatomica. del pulmon.
o
'cgc En el grupo control la Estructuras
=) y membranas hepaticas estan
I
conservadas.
- En grupo control y grupo
2 experimental  las  Estructuras,
g membranas y tejidos del corazon
O se encuentra conservados.
Enel grupo control y experimental
las
g Estructuras anatémicas,
IIDE: membranas y tejidos se observo
renales conservados.
En el grupo control el estbmago
esta conservado no se evidencio
% alteracion.
e En el grupo experimental, Se
% observd en el estdmago las
5]

pérdidas de las pliegues, edema y
decoloracion de la mucosa.

Figura 6 Evaluacion macroscopica de los 6rganos tratados
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Nota: En la figura 6 se observa la evaluacion macroscopica de los érganos tratados con el extracto
etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje), del grupo control comparado con

el grupo experimental.

Tabla 10 Analisis histopatoldgico de los 6rganos de Ratas Holtzman tratadas con extracto etanélico de la pulpa del
fruto de Mauritia Flexuosa L.f.(aguaje)

Analisis histopatolégico Tratamiento
Blanco Experimental
N % N %
Corazoén Sin alteracién 2 1000 6 100,0
Cerebro Sin alteracion 2 100,0 2 33,3
Leve 0 00 4 66,7
Pulmén Sin alteracion 2 1000 0 0,0
Moderado 0 00 3 50,0
Severo 0 00 3 50,0
Estomago Sin alteracion 2 1000 1 16,7
Leve 0 00 4 66,7
Moderado 0 00 1 16,7
Higado Sin alteracion 2 1000 2 33,3
Leve 0 00 4 66,7
Rifion Sin alteracion 2 1000 3 50,0
Leve 0 00 2 33,3
Moderado 0 00 1 16,7
Total 2 100,0 6 100,0

Analisis histopatologico de los 6rganos tratados con Extracto etanélico
de lapulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje)
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
70.0 80.0 90.0 100.0

Corazén I 200.0
Cerebro NN 33.3 N 6.7
Pulmon N 50.0 M 50.0 I
Estomago [ 16.7 NN 6.7 I 16.7 .
Higado [N 33.3 I o6.7 -

Rifion [N 50.0 M 33.3 . 16.7 .

= Sin alteracion mleve m Moderado = Severo
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Figura 7 Andlisis histopatoldgico de los drganos de Ratas Holtzman tratadas con extracto etanélico de la pulpa del

fruto de Mauritia Flexuosa L.f.(aguaje).

Nota: Latabla 10 y la figura 7 muestra los porcentajes de ratas que presentaron alteraciones en los
6rganos analizados, tanto del grupo blanco como del grupo experimental, de este modo, se observo
por ejemplo que en el caso de las ratas del grupo experimental el 50% mostro alteracion moderada
y el otro 50% una alteracion severa en los pulmones, mientras que a diferencia en el grupo blanco

el 100% de ellos no presentd alteracion alguna en este 6rgano.

Cortes histopatologicos de los 6rganos tratados de las ratas Holtzman con el extracto etanélico de

Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje).

a. Ratas macho

o o GRUPOCONTROL GRUPO EXPERIMENTAL
% Z Micrografia del grupo de control Micrografia de 6rganos tratados con extracto etanolico.
0
i = Sy
: > e — By Soever B
o
Leyenda
Leyenda: A) Inflamacion mononuclear
A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura A1)En el corte histopatolégico tratado con el
A.1) En el corte histopatolégico del grupo control extracto etandlico se observa inflamacion
sin tratamiento, no se evidencia alteraciones. mononuclear en el cerebro.
z
O
=
4
)
[a
Leyenda:
Leyenda: A) Inflamacion crénica severa en los bronquios.
A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura. A.2) En el corte histopatoldgico tratado con el

extracto etandlico, se observa inflamacion crénica
severa en los bronquios del pulmén.
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A.2) En el corte histopatolégico del grupo
control, no se evidencia  alteracion,
anatomomorfologicamente conservado.

Leyenda: o Leyenda:
A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura. A) Infiltrado linfocitario leve a nivel de espacios porta.
A.3) En el corte histopatoldgico del grupo control A3) En el corte histopatolégico tratado, se observa

sin tratamiento, no se evidencian alteraciones, infiltrado

linfocitario y eosinofilico leve hepatico.

Leyenda:
Leyenda: A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura
A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura A.4) En el corte histopatolégico tratado. No se
A.4) En el corte histopatolégico no se evidencia evidencia alteraciones en el érganol
alteraciones, anatomomorfologicamente normal. anatomomorfologicamente conservado

Leyeqda: ) _ Leyenda:

A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura. A) Inflamacidn crénica leve

A.5) En el corte histopatolégico del grupo control, no A) En el corte histopatoldgico tratado con el extracto
se evidencia alteracion en, se encuentra en un estado normal. etandlico se observa inflamacién crénica leve a nivel

renal.
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o
O]
<
=
O
[l
1%}
w
Leyenda: Leyepda: S s
A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura. A) Infiltrado linfocitario y eosinofilico leve.
A.6) En el corte histopatoldgico del grupo control, no A.6) En el corte histopatol6gico tratado con el extracto
se evidencian alteracién, se encuentra conservado etaqollgq se observa ) infiltrado linfocitario y
eosinofilico leve en el estomago.
b. Ratas hembras
&9 % GRUPO CONTROL GRUPO EXPERIMENTAL
[¢) Micrografia del grupo de control Micrografia de 6rganos tratados con extracto etanolico
; - -
@
om
L
o
L
@)
Leyenda: ]
A) Sin alteraciones morfolégicas en su Leyenda: o
estructura. A) Sin aIteracmne:s morfolog_lcas en su estructura.
A7) En el corte histopatolégico del grupo A.7)Enel corte histopatolégico tratado_gon el
control sin tratamiento. no se evidencia extracto etandlico no se observa alteracion en el tejido
alteracién, se encuentra conservado cerebral.
pd
o)
2 - -
=
5
o

Leyenda

A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura
A.8) En el corte histopatolégico del grupo control
no se evidencia alteracion, se encuentra
conservado.

Leyenda:

A) Infiltrado linfocitario severo a nivel de bronquios
A.8) En el corte histopatolégico tratado con el extracto
etandlico, se observa alteracion, infiltrado linfocitario
moderado a nivel de bronquios
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Leyenda:

A) Sin alteraciones.

A.9) En el corte histopatolégico del grupo
control sin tratamiento, no se evidencia
alteracion, se encuentra conservado.

Leyenda:

A) Alteraciones morfolégicas en su estructura

A,10) En el corte histopatoldgico del grupo control
sin tratamiento, no se evidencia alteracion.

Leyenda:

A) Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura
A.11) En el corte histopatoldgico del grupo control
sin tratamiento, no se evidencia alteracion, se
encuentra conservado.

Leyenda:

A) Infiltrado linfocitario leve a nivel de la porta.

A.9) En el corte histopatoldgico tratado con el extracto
etandlico, se observa infiltrado linfocitario leve a nivel
de la porta del tejido hepatico

Leyenda:

Sin alteraciones morfoldgicas en su estructura.

A.10) En el corte histopatoldgico tratado con el extracto
etandlico, no se observa alteracion, se encuentra
conservado.

Leyenda:

A) Infiltrado linfocitario severo a nivel de pelvis
renal.

A.11) En el corte histopatolégico tratado con el
extracto se observa, infiltrado linfocitario leve a nivel
de pelvis.
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Leye_nda _ Leyenda:
A) Sin altera(:lones_ ) A) Infiltrado linfocitario.
A._12) En el corte_hlstopatoléglco del grupo control no se A.12) En el corte histopatoldgico tratado con el
evidencia alteracion, se encuentra conservado. extracto etanélico, se observa infiltrado linfocitario en
el estbmago

4.1.2. Prueba de hipotesis Prueba de Hipdtesis 1.

HO: Los resultados del Analisis histopatologico de ratas tratadas con el extracto
etanolico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) no es diferente
al grupo de ratas del grupo blanco.

H1: Los resultados del Analisis histopatoldgico de ratas tratadas con el extracto
etanolico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)es diferente al
grupo de ratas del grupo blanco.

Técnica estadistica: Prueba no paramétrica U de Mann-Whitney

Criterio:

e Sielp valor es menor a 0,05 se rechaza la Ho y se acepta la H1.

o Sielp valor es mayor a 0,05 no se rechaza la HO.
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Tabla 11 Test de U de Mann-Whitney Andlisis histopatologico.

U de Mann- Whitney

p valor
Cerebro 2,000 0,127
Corazon 6,000 1,000
Analisis Pulmon 0,000 0,034
histopatoldgico  Estomago 1,000 0,068
Higado 2,000 0,127
Rifion 3,000 0,248

Nota: En la tabla 11, se observa que el p valor es menor a 0,05 en el caso del Pulmén, con un nivel
de significancia del 5% podemos afirmar que los resultados del Andlisis histopatologico en
pulmones de ratas tratadas con el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f.

(aguaje) es diferente al grupo de ratas del grupo blanco.

Prueba de Hipotesis 2.

HO:  Los resultados de la evaluacién macroscopica de los érganos de ratas tratadas
con el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

no es diferente al grupo de ratas del grupo blanco.

H1: Los resultados de la evaluacion macroscopica de los 6rganos de ratas tratadas
con el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

es diferente al grupo de ratas del grupo blanco.

Técnica estadistica: Prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
Criterio:
e Sielp valor es menor a 0,05 se rechaza la Ho y se acepta la H1.

e Sielp valor es mayor a 0,05 no se rechaza la HO.

Tabla 12 Test de U de Mann-Whitney evaluacién macroscopica
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U de Mann-Whitney p valor

Cerebro 6,000 1,000

Corazon 6,000 1,000

Evaluacion  Pulmon 6,000 1,000
macroscépica Estomago 3,000 0,248
Higado 6,000 1,000

Rifién 6,000 1,000

Nota: En la tabla 12, se observa que el p valor es mayor a 0,05, no se puede rechazar HO, es decir
a un nivel de significancia del 5% no podemos afirmar que los resultados de la evaluacion
macroscépica de los 6rganos de ratas tratadas con el extracto etandlico de la pulpa del fruto de

Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) es diferente al grupo de ratas del grupo blanco.

Prueba de Hipdtesis 3.
HO: El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)
a dosislimite de 2000 mg/kg no presenta actividad toxicologica en ratas

Holtzman.

H1: El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) a

dosislimite de 2000 mg/kg presenta actividad toxicoldgica en ratas Holtzman.

Técnica estadistica: Prueba no paramétrica U de Mann-Whitney
Criterio:
e Sielp valor es menor a 0,05 se rechaza la Ho y se acepta la H1.

e Sielp valor es mayor a 0,05 no se rechaza la HO.



Tabla 13 Test de U de Mann-Whitney de los parametros del Test de Irwin

U de Mann- W de
Whitney Wilcoxon g P valor
SNC Motora 0,0 3,0 -2,31 0,021
Sedacion 0,0 3,0 -2,16 0,031
Dolor 0,0 3,0 -2,65 0,008
Excitacion 0,0 3,0 -2,65 0,008
Estereotipia 0,0 3,0 -2,12 0,034
Automatico 0,0 3,0 -2,12 0,034
Subijetivo. 0,0 3,0 -2,16 0,031
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Nota: En la tabla 13, se observa que el p valor en el caso de todos los parametros del test de Irwin

son menores a 0,05se rechaza la HO y se acepta la H1, es decir a un nivel de significancia del 5%

podemos afirmar que el extracto etanolicode la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

a dosis limite de 2000 mg/kg no presenta actividad toxicoldgica en ratas Holtzman.

4.1.3. Discusiones de resultados

El estudio realizado tuvo como objetivo general: “Evaluar la toxicidad aguda

del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) en ratas

Holtzman”. En la investigacion se observd un aumento de peso corporal en las ratas

de ambos sexos, como se observa en la tabla 6. En los estudios realizados del fruto de

Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) , no confirman que produce toxicidad aguda de

acuerdo de la revision bibliografica de los siguientes autores; Gutiérrez et al. (2021),

Soares et al. (2019), Oyarzabal y Molina (2019), Rivera (2021), Chudgen y

Noa(2019), Vazquez(2019) Sandoval et al.(2019 ).
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En cuanto a los resultados obtenidos en la tabla 4 correspondiente a la primera
hipotesis especifica fue: conocer la solubilidad del extracto etandlico de la pulpa del
fruto de Mauritia flexuosa L.f.(aguaje)”. Los resultados obtenidos indican la solubilidad
en solventes polares como: Agua destilada, etanol, metanol e insoluble en solvente
apolares. Asi como en el estudio realizado por Chudgen y Noa (2019).

Con respecto a la tabla 5 de la segunda Hipotesis especifica fue: “Identificar
los metabolitos presentes en el extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia
flexuosa L.f. (aguaje)”. En el andlisis de perfil cualitativo preliminar del extracto
etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) segun los resultados
de coloracion y precipitacioén encontr6 la presencia de metabolitos como: Alcaloides,
Esteroides, y/o triterpenos, Flavonoides y Taninos. tabla (5). Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Soares., et. Al. (2019) y Sandoval et al. (2019).
Mientras tanto en el estudio realizado por Chudgen y Noa (2019). Determinaron los
metabolitos secundarios en la marcha fitoquimica fueron: flavonoides y alcaloides. En
la investigacion realizado por Guerrero (2019) Identifico los principales metabolitos
secundarios hallados en los aguajes como: flavonoides, taninos hidrolizables.
Coincide con lo encontrado en la investigacion realizada que segin nuestros
resultados encontrados contiene metabolitos primarios y secundarios.

En cuanto a la tercera Hipotesis especifica fue: “Determinar la toxicidad aguda
del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) a través
de los parametros establecidos en el test de Irwin”. En la tabla 8 y figura 5, muestran
los resultados consolidados de los parametros del test de Irwin, presentd Acinesia,

pérdida de jadeo, convulsiones/ténica/mixtas, sobresalto /saltar, agresivo 66,7%,
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trastornos de la marcha, reflejo de la miccion e hipotermia/hipertermia 50,0%, ataxia,
disminucién tono musculos abdominales, frecuencia respiratoria, temblor fino/fuerte
en cuerpo, mayor reactividad al tacto, rascarse33,3%. Estereotipias olfateando. En
cuanto a la comparacion con los siguientes autores no realizaron. Gutiérrez et. al.
(2021), Soares et al. (2019), Sandoval et al. (2019 Identificaron los metabolitos
secundarios del extracto hidroalcohélico de Mauritia Flexuosa tiene una gran cantidad
compuestos fenolicos, flavonoides, esteroides y triterpenos. Taninos, lactonas. Rivera
(2021), Vazquez (2019), Guerrero (2019).

Por dltimo, la cuarta hipoétesis especifica fue: “Evaluar la toxicidad aguda a
dosis de 2000 mg/kg del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia flexuosa
L.f. (aguaje) en ratas Holtzman”. Con respecto a la evaluacion macroscopica de los
organos de las ratas del grupo experimental, se observo alteraciones en el estbmago,
con niveles leve del 33% y moderada del 16,7%. En el estudio macroscépico de los
organos de ratas Holtzman tratadas con extracto etandlico de la pulpa del fruto de
Mauritia flexuosa L.f. (aguaje). De acuerdo a lo mencionado en bases teoricas, el
metabolito alcaloide a dosis elevadas, podria resultar ser toxicos adhiriéndose al
higado, por lo tanto, se debe de tener en cuenta al consumir cantidades inadecuadas.
Rodriguez E, Alonso (2022). Segin Demera y Intriago (2023), las especies vegetales
en estudio contiene compuestos como taninos, el cual puede presentar cierta toxicidad
por contener compuesto fendlicos o polifendlicos complejos, y conllevar a absorberse
a través del torrente sanguineo con posibilidad de ocasionar cierta toxicidad. De
manera general, no hay evidencias notables que indican toxicidad del extracto. En

consecuencia, podemos manifestar, que la muestra investigada, no presenta toxicidad,



debido a que no hay evidencias suficientes que indiquen.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. El extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f.(aguaje), es

soluble en solventes polares tales como: Agua destilada, Etanol y Metanol.
El extracto etanolico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f.(aguaje),
presentd metabolitos tales como: Alcaloides, taninos, flavonoides, esteroides y/o

triterpernos.

Al determinar la toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de
Mauritia flexuosa L.f.(aguaje) a través de los parametros establecidos en el test de
Irwin, se concluye que no hay evidencias fehacientes, que indiquen la toxicidad

del extracto en los animales de experimentacion.

Al realizar la evaluacion de la toxicidad a dosis maxima de 2000 mg/kg y segun
la observacién macroscopica de cortes anatdmicos de los érganos observados. Se
concluye que no se observan cambios significativos de alteraciones a en los 6rganos

analizados, en consecuencia, el extracto no evidencia toxicidad.

En la evaluacion histopatologica se determind, que el 50% presentd alteracion
moderada y el otro 50% una alteracion severa en los pulmones, mientras que a

diferencia en el grupo control el 100% no present? alteracion alguna.
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Recomendaciones

1. Sedebe continuar con las investigaciones dicha especie vegetal de la pulpa del fruto
deMauritia flexuosa L.f. (aguaje), se recomienda profundizar la investigacion
acerca los efectos toxicoldgicos presentados por el extracto etandlico de la pulpa
del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje), ya que no se encontrd estudios
relacionados.

2. Se recomienda realizar investigacion a tiempo mas prolongados, para determinar
posibles efectos toxicos a largo plazo.

3. Se recomienda ampliar la investigacion, para determinar posibles efectos toxicos a
largo plazo de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje).

4. Serecomienda promocionar las investigaciones, teniendo como fuente principal el
usode las especies vegetales de la gran diversidad botanica del Perd, a fin de
identificar y conocer sus propiedades curativas, con el fin de brindar una

alternativa natural y/o evitar los efectos adversos a la salud de la poblacion.

5. En referencia a los resultados obtenidos, se recomienda no consumir en cantidades

excesivas ni muy a menudo la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje).

6. Los profesionales de la salud deben difundir mas informacion de las cantidades

adecuadas para el consumo de los diversos frutos tropicales y/o alimentos.
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Anexo 1: Matriz de consistencia
Titulo: Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje) en

ratas Holtzman.
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Formulacién del Problema

Objetivos

Hipbtesis

Variable

Metodologia

Problema General

¢ El extracto etanolico de la pulpa del

fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

tendrd toxicidad en ratas Holtzman?

Problemas Especificos:

1. ¢(En qué solventes es soluble el
extracto etanélico de la pulpa del
fruto de Mauritia flexuosa
L.f.(aguaje)?

2. ¢Cuales son los metabolitos
presentes en el extracto etanélico
de la pulpa del fruto de Mauritia
flexuosa? L.f. (aguaje)?

3. ¢El extracto etandlico de la pulpa
del fruto de Mauritia flexuosa L.f.
(aguaje) tendra toxicidad aguda en
ratas Holtzman??

4. El extracto etanélico de la pulpa
del fruto de Mauritia flexuosa
L.f.(aguaje)tendra toxicidad a una
dosis de 2000 mg/kg en ratas

holtzman?

Objetivo General

Evaluar la toxicidad aguda del extracto

etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia

flexuosa L.f. (aguaje)en ratas Holtzman.

Objetivos especificos:

1.

Realizar la prueba de solubilidad del
extracto etandlico de la pulpa del fruto
de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje).
Identificar los metabolitos presentes en
el extracto etandlico de la pulpa del
fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje).
Determinar la toxicidad aguda del
extracto etandlico de la pulpa del fruto
de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje) a
través de los pardmetros establecidos en
el test de Irwin”.

Evaluar la toxicidad aguda a dosis de
2000 mg/kg del extracto etanolico de la
pulpa del fruto de Mauritia flexuosa

L.f. (aguaje) en ratas Holtzman.

Hipdtesis General

Hipdtesis de

investigacion (H1)

Tiene toxicidad el extracto
etandlico de la pulpa del fruto
de Mauritia Flexuosa
L.f.(aguaje) a dosis limite de
2000 mg/kg en ratas
Holtzman.

Hipdtesis especificas

H (0): No tiene efecto
toxicolégico el extracto
etanlico de  Mauritia

Flexuosa L.f.(aguaje) a dosis
limite de 2000 mg/kg en ratas
holtzman

Variables simples

Variable dependiente

Toxicidad aguda a
2000mg/kg
Dimensiones.

e Pardmetros del test de
Irwin.
o Dafio de los 6rganos
o Dafio del tejido de los
6rganos
Variable Independiente
Extracto etandlico de la
pulpa del fruto de
Mauritia Flexuosa
L.f.(aguaje)
Dimensiones
e Solubilidad
¢ Ensayo cualitativo

Tipo de investigacion:
aplicada
Nivel de investigacion:

procedimental

Método y disefio de la
investigacion
Método: Analitico

Enfoque: Cuantitativo
Disefio: Experimental

Poblacién: 08 ratas
Muestras:
Biologica: Ratas

Holtzman
Vegetal: Fruto de
Mauritia Flexuosa

L.f.(aguaje).
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Sustancia: Extracto etan6lico de la pulpa de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

Peso: Dosis: Via de administracion: Vehiculo:

Fecha: Hora:

Responsable: Castillo Verde, Nira Eugenia, Limaylla Urbano, Elizabeth Miriam.

Blanc Grupo A-RH-N.°1
0

Observacion y respuesta en 48h

Observacion y respuesta en 14 dia

parametros tiempo de respuesta en:

1h
2h
4h
9h

<
N
—

=
<
~

48h

10
11
12
13

14

Catalepsia

Acinesia

Ataxia

Trastornos de la marcha (Ilaminacién)

Motora

Trastornos de la marcha (punta de los pies

Descoordinacion motora

Pérdida de traccion

SNC

Perdida de reflejo

Perdida de jadeo

Disminucion de la actividad

Disminucion del miedo / sobresalto

Disminucidn de la reactividad al tacto

Sedacio6

Disminucién tono masculos /abdominales

Retorciéndose

Frecuencia respiratoria (4)

Dol
or

Analgesia

Convulsiones /tonica/ atonica/ mixtas

Temblor fino / fuerte en cuerpo

Cola de straud

Mayor actividad

Sobresalto/ Saltar

Excitacion

Aumento de miedo/mayor sobresalto.

Mayor reactividad al tacto

Aumento tono masculos/ abdominales

Reaccion de alarma

Agresion

Espasmos de cabeza

Estereotipias movimiento de la cabeza

Estereotipias masticando

Estereotipias olfateando

Estereotipia

Rascarse

Fasciculaciones

Opticos: Ptosis palpebral

Optico: Exoftalmia/ Enoftalmia

Optico: Miosis/ midriasis

Optica: Nistagmos

Defecacion/ Diarrea

Reflejo de la Miccién

Secrecion: Salivacion

Secrecion: Lagrimeo

Orejas: Palidas

Orejas: Hiperemia

Orejas: Cianosis

Automatico

Piloereccion

Hipotermia / Hipertermia

Agresivo

Pasivo

Subj
etiv

Temeroso

Muerte /Necropsia

Sg
g3
w

Se encuentra adecuado el instrumento detallado en este documento
Revisado el dia martes 25 de octubre del afio 2022.

Mg. Fidel Ernesto Acaro Chuquicafia
DNI: 07459338
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Sustancia: Extracto etandlico de la pulpa de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

Peso: Dosis: 2000 mg/kg Via de administracion: V.O

Vehiculo:

Fecha:  Hora:

Responsable: Castillo Verde, Nira Eugenia, Limaylla Urbano, Elizabeth Miriam.

Blanco Grupo A-RH-N.°1

Observacion y respuesta en 48h

Observacion y respuesta en 14 dia

parametros tiempo de respuesta en:

' ol <
@ =

=
Y

=
<

=
=

<
N
—

<
<
~

<=
© o —
< — B

12
13

14

Catalepsia

Acinesia

Ataxia

Trastornos de la marcha (Ilaminacion)

Motora

Trastornos de la marcha (punta de los pies

Descoordinacion motora

Pérdida de traccion

SNC

Perdida de reflejo

Perdida de jadeo

Disminucion de la actividad

Disminucion del miedo / sobresalto

Disminucion de la reactividad al tacto

Sedacid

Disminucion tono masculos /abdominales

Retorciéndose

Frecuencia respiratoria (4)

Dol
or

Analgesia

Convulsiones /tonica/ atbnica/mixtas

Temblor fino / fuerte en cuerpo

Cola de straud

Mayor actividad

Sobresalto/ Saltar

Excitacion

Aumento de miedo/mayor sobresalto.

Mayor reactividad al tacto

Aumento tono misculos/ abdominales

Reaccion de alarma

Agresion

Espasmos de cabeza

Estereotipias movimiento de la cabeza

Estereotipias masticando

Estereotipias olfateando

Rascarse

Estereotipia

Fasciculaciones

Opticos: Ptosis palpebral

Optico: Exoftalmia / Enoftal mia

Optico: Miosis/ midriasis

Optica: Nistagmos

Defecacion/ Diarrea

Reflejo de la Miccion

Secrecién: Salivacion

Secrecion: Lagrimeo

Orejas: Palidas

Orejas: Hiperemia

Orejas: Cianosis

Piloereccion

Automatico

Hipotermia / Hipertermia

Agresivo

Pasivo

Subj
etiv

Temeroso

Muerte /Necropsia

22
g3
(2]

Revisado el dia Martes 25 de octubre del afio 2022.

Se encuentra adecuado el instrumento detallado en este documento

=
P
Dr. Nesquen José Tasayco Yataco
DNI: 21873096
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Sustancia: Extracto etandlico de la pulpa de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)

Peso: Dosis: 2000 mg/kg Via de administracion: V.0 Vehiculo:

Fecha:  Hora:

Responsable: Castillo Verde, Nira Eugenia, Limaylla Urbano, Elizabeth Miriam.

Blanco Grupo A-RH-N.°1 Observacion y respuesta en 48h Observacion y respuesta en 14 dia

parametros tiempo de respuesta en:
= = =

o = = = = N < @

o ™ -~ o~ < (=2} - o~ <

o
-

11
12
13
14

Catalepsia

Acinesia

Ataxia

Trastornos de la marcha (laminacion)

Motora

Trastornos de la marcha (punta de los pies

Descoordinacién motora

Pérdida de traccion

SNC

Perdida de reflejo

Perdida de jadeo

Disminucion de la actividad

Disminucion del miedo / sobresalto

Disminucion de la reactividad al tacto

Sedacio

Disminucion tono masculos /abdominales

Retorciéndose

Frecuencia respiratoria (4)

Dolo

= | Analgesia

Convulsiones /tonica/ atonica/mixtas

Temblor fino / fuerte encuerpo

Cola de straud

Mayor actividad

Sobresalto/ Saltar

Excitacion

Aumento de miedo/mayor sobresalto.

Mayor reactividad al tacto

Aumento tono musculos/ abdominales

Reaccion de alarma

Agresion

Espasmos de cabeza

Estereotipias movimiento de la cabeza

Estereotipias masticando

Estereotipias olfateando

Rascarse

Estereotipia

Fasciculaciones

Opticos: Ptosis palpebral

Optico: Exoftalmia/ Enoftalmia

Optico: Miosis/ midriasis

Optica: Nistagmos

Defecacion/ Diarrea

Reflejo de la Miccion

Secrecién: Salivacion

Secrecion: Lagrimeo

Orejas: Palidas

Orejas: Hiperemia

Orejas: Cianosis

Piloereccion

Automatico

Hipotermia / Hipertermia

Agresivo

Pasivo

Subj
etivo

Temeroso

Muerte /Necropsia

Se
g5
(2]

Revisado el dia martes 25 de octubre del afio 2022
Se encuentra adecuado el instrumento detallado en este documento

dor Carrillo
: 46666639

i
ere



Anexo 3: Validez del Instrumento

Certificado de validez de contenido de los instrumentos
Titulo de lainvestigacién: Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etandlico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f (aguaje) en ratas
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Holtzman.
N° | DIMENSIONES / items Pertinencia Relevancia Claridad Sugerencias
1 | VARIABLE 1: Extracto etandlico del fruto de Mauritia flexuosa
L.f.(aguaje).
2 | DIMENSION 1: Prueba de la solubilidad Si No | Si No Si No
3 | Solubilidad X X X
4 | DIMENSION 2: Analisis cualitativo preliminar Si No | Si No Si No
5 | Coloracién (flavonoides) X X
6 | Precipitacion (alcaloides) X X
7 | VARIABLE 2: Toxicidad Aguda
8 | DIMENSION 1: Test de Irwin. Si No | Si No Si No
9 | Leve X X
10 | Moderado X X
11 | Grave X X
12 | DIMENSION 3: Analisis Anatomopatolégico. Si No | Si No Si No
13 | Macroscopico: érganos (observacion ). X X X
14 | Microscdpico: andlisis de tejidos (histopatoldgico). X X X

Observaciones (precisar si hay suficiencia): Si existe suficiencia para la recoleccién de datos

Opinién de aplicabilidad: Aplicable [ X] Aplicable después de corregir [ ] No

aplicable [ ] Apellidos y nombres del juez validador. Dr/ Mg: Fidel Ernesto Acaro
Chuquicafia. DNI: 07459338Especialidad del validador: Magister en Farmacologia

Experimental

25 de octubre del afio 2022.
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Titulo de la investigacién: Evaluacién de la toxicidad aguda del extracto etanélico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.F .(aguaje)en ratas

Holtzman.
N° | DIMENSIONES/ items Pertinencia Relevancia Claridad Sugerencias
1 VARIABLE 1: Extracto etan6lico del fruto de Mauritia flexuosa L.f. (aguaje)
2 DIMENSION 1: Prueba de la solubilidad Si No Si No Si No
3 Solubilidad X X X
4 DIMENSION 2: Anélisis cualitativo preliminar Si No Si No Si No
5 Coloracion (flavonoides) X X X
6 Precipitacion (alcaloides) X X X
7 VARIABLE 2: Toxicidad Aguda
8 DIMENSION 1: Test de Irwin. Si No Si No Si No
9 Leve X X X
10 | Moderado X X X
11 | Grave X X X
12 | DIMENSION 3: Analisis Anatomopatoldgico. Si No Si No Si No
13 | Macroscopico: érganos (observacion). X X X
14 | Microscopico: analisis de tejidos (histopatoldgico). X X X

Observaciones (precisar si hay suficiencia):_Si existe suficiencia para la recoleccion de datos
Opinién de aplicabilidad: Aplicable [ X] Aplicable después de corregir [ ] No aplicable [ ]

Apellidos y nombres del juez validador. Mg/Dr. Tasayco Yataco Nesquen José

DNI: 21873096

Especialidad del validador: Mg. Farmacologia con mencion en Farmacologia
Experimental.Pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado.

Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o dimension especifica del constructo
Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso, exacto y directo

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes para medir la dimension. Se
encuentra adecuadoel instrumento detallado en este documento.

25 de octubre del afio 2023

B
A
Dr. Nesquen José Tasayco Yataco
DNI: 21873096
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Titulo de lainvestigacion: Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etan6lico de la pulpa del fruto de Mauritia Flexuosa L.f. (aguaje)en ratas

Holtzman.
N° | DIMENSIONES / items Pertinencia Relevancia Claridad Sugerencias
1 | VARIABLE 1: Extracto etan6lico del fruto de Mauritia flexuosa L.f.
(aguaje).
2 | DIMENSION 1: Prueba de la solubilidad Si No | Si No Si No
3 | Solubilidad X X X
4 | DIMENSION 2: Analisis cualitativo preliminar Si No | Si No Si No
5 | Coloracion (flavonoides) X X
6 | Precipitacion (alcaloides) X X X
7 | VARIABLE 2: Toxicidad Aguda
8 | DIMENSION 1: Test de Irwin. Si No | Si No Si No
9 | Leve X X X
10 | Moderado X X
11 | Grave X X
12 | DIMENSION 3: Analisis Anatomopatoldgico. Si No | Si No Si No
13 | Macroscopico: érganos (observacion ). X X X
14 | Microscépico: andlisis de tejidos (histopatoldgico). X X X

Observaciones (precisar si hay suficiencia): Si existe suficiencia para la recoleccion de datos

Opinidn de aplicabilidad: Aplicable [ X] Aplicable después de corregir [ ] No aplicable [ ]

Apellidos y nombres del juez validador. Mg Salvador Carrillo José <<Fernando DNI: 46666639

Especialidad del validador: Mg. Farmacologia con mencién en Farmacologia

Experimental Pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado.

Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o dimension especifica del constructo

Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso, exacto y directo

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes para medir la dimensién

25 de octubre del afjo-2022.

Mg. Q.F. Jodor Carrillo

DNI: 46666639
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Anexo 4: Confiabilidad del instrumento

Ohservaciones (precisar si hay suficiencia): S1 existe suficienciapara la recoleccion de datos. 1
Opinion de aplicahilidad: Aplicable [ X] Aplicable después de corregir ] No aplicable ] A A
/‘——‘—7——* - o
Apellidos y nomhres del juez validador. Dr/ M: Fidel Emesto Acaro Chuquicaiia. DNT: 07459338 ~0 '}"“(o
" 1 ﬂ\‘s Q\‘“‘ »
i . , i [ e
Especialidad del validador: Magister en Farmacologia Experimental g 1‘“‘\ ot
'T“ \ “(\\‘ Un'\ﬂ"“\ (!‘\\
OV ¢ o ok
25 de octubre del aio 2022 cof
Ohservaciones (precisar si hay suficiencia): 5 existe sufictencia para [a recoleccin de datos.
Opiniondeapliabiltad: Aplcable[ Y]~ Aplicbledespus de comegi (| No apiabe] 15 de octubre del aiio 2022,
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Anexo 5: Aprobacion del comité de Etica.

v v COMITE INSTITUCIONAL DE' ETICAPARATLA
Universicad INVESTIGACION
Morbert Wienar

CONSTANCIA DE APROBACION

Lima, 10 de abnl de 2023

Investigadoria)

Nira Eugenia Castillo Verde
Elizabeth MMiriam Limaylla Urbano
Exp. N°: 0252-2023

De oo consideracion:

E:= grato expresarle mi cordial saludo v a la vez informarle que el Comité Institucional de
Etfica para la imvestigaeién de la Umversidad Privada Morbert Wiener (CIEI-UPHW)
evalud ¥ APFROBO los sigmentes documentos:

# Protocolo tttulade: “Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etanchico de
la pulpa del fruto de Manrta flexnoza “aguaje™ en ratas holtzman™ Verzion
0] con fecha 06/04/2023.

¢ Formmulane de Consentmiento Informade Version (mo aplica) con fecha (ne
aplica).

El cual iene como myveshgadoras pnncpales a las Sr{a)s Nira Bugema Castillo Verde v
Elizabeth Mmam Limaylla Urbanc, asi come a la inveshigadora colaboradora Juana Elvira
Chavez Flores

La APROBACION comprende el cumplimiento de las buenas practicas éficas, el balance
nesgo'beneficio, la calificacion del equipo de mvestigacion ¥ la confidencialidad de los
datos, entre ofros.

El investigador debera considerar los siguentes puntos detallados a contimuacion:

1. La vigencia de lz aprobacion es de dos afios (24 meses) a partir de la emision
de este documento.

3, El Informe de Avances se presentara cada & meses, ¥ el informe final una vez
conchudo el estudio.

3}, Toda enmienda o adenda se debera presentar al CIEI-UPMNW % no podra
mplementarse sm la debida aprobacion.

4, 51 aplica, la Renovacion de aprobacion del proyecto de inveshgacion debera
miciarse treinta (30 dias antes de la fecha de vencomento, con su respectve
mforme de avance.

Es cuanto informo a usted para su conocimiento ¥ fines perfinentes.

Atentamente,

Av. Arequopa 430 - Sonte Bewnz
Unrvernidad Privady Norberm Wsner
Teldfomn: TOS-255% pmenn 3290 Cel. 81000658

Coreocomile sica e neredy e
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Anexo 6: Programa de intervencion (para estudios experimentales)

CRONOGRAMA

ACTIVIDADES Y ACCIONES 2022 2023
DESARROLLADAS POR LAS TESISTAS

AGO |SET | OCT | NOV |DIC |ENE |FEB | MAR ABR | MAY JUN | JuL AGO SET OCT

Revision y busqueda bibliografica en
plataformas virtuales

Presentacion del proyecto de investigacion al
comité de Etica de la UNW

Levantamiento de observaciones X

Aprobacion del proyecto de investigacion por
el Comité de Etica de la UNW X

Recoleccion de la muestra vegetal X

Preparacion del extracto etandlico X

Prueba de solubilidad y analisis cualitativo
preliminar

Adquisicién de los modelos biolégicos X

Aclimatacion de los modelos biologicos X

Ejecucion del proyecto experimental X

Evaluacion macroscopica de las especies en
experimentacion

Estudio histopatolégico X

Evaluacion de los resultados del experimento X

Andlisis y procesamiento estadistico

Redaccidn de informe final de tesis

Revision por el jurado evaluador

Sustentacion de la tesis experimental




Anexo 7: Informe del asesor de turnitin

® 18% de similitud general
Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

= 18% Base de datos de Internet » 7% Base de datos de publicaciones

« Base de datos de Crossref + Base de datos de contenido publicado de Crossi

* 7% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor numero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.

repositorio.uwiener.edu.pe

3%
Internet
grafiati.com 2%
Internet
pt.scribd.com 1%
Internet
repositorio.uigv.edu.pe 1%
Internet
hdl.handle.net 1%
Internet
repositorio.uladech.edu.pe 1%
Internet
fdocuments.ec <1%
Internet
revista.cnic.cu
<1%

Internet
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Anexo 8: Taxonomia de la especie vegetal

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 281 Jesus Marla

hamiltanbeitran@yahoa com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo Botanico. certifica que la planta canocida como "AGUAJE" proporcionada por
las Srias. NIRA EUGENIA, CASTILLO VERDE y ELIZABETH MIRIAM LIMAYLLA
URBANO, estudiantes de la Universidad NORBERT WIENER; ha sido estudiada

cientificamente y determinada como Mauritia flexuosa y de acuerdo al Sistema de

Clasificacién de Cronquist 1981, se ubica en las siguientes categorias:

Reina: Plantae
Division:  Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Arecidae
Orden: Arecales
Familia:  Arecaceae
Genero:  Mauritia

Especie: Mauritia flexuosa L. f.

Se expide la presente certificacion a solicitud de las interesadas para los fines que

estime conveniente.

Lima, 31 Mayo 2022
Blgo.” Hamilton Beltran
Hamilion Wilmer Beltran Satiogo

Fiologo - Botdnica -
CRR2TID
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Anexo 9: Resultados de analisis histopatologico

Observacion microscopica de los 6rganos de las ratas holtzman

Organos

TRABAJO DE INVESTIGACION

(LECTURA MICROSCOPICA - Dr. WILLIAM AMICAMA LIMA).
GRUPO CONTROL (ELA M) ANIMALES DE EXPERIMENTACION (RATAS MACHO).
CEREBRO (Bla M). - Sin alteraciones.
OORAZON (Bla M). - Sin alteraciones.
PULMON (Bla M). - Sin alteraciones,
ESTOMAGO (Bla M). - Sin alteraciones.
HIGADO (Bla M). - Sin alteraciones.
RINON (Bla M). - Sin alteraciones.
CEREBRO (MV/M). - Infiltrado linfocitario leve a nivel porta
CORAZON (MV/M). - Sin alteraciones

PULMON (MV/M).-. Infiltrado inflamatorio crénico severo de vias aéreas mayores,
intersticio con inflamacién cronica leve, enfisema compensador, arterias con hipertrofia
muscular.

ESTOMAGO (MV/M).- Infiltrado linfocitario y eosinofilico leves.
HIGADO (MV/M).-. Infiltrado linfocitario leve a nivel portal.
o GRUPO EXPERIMENTAL (MC)
CEREBRO (MC).- Infiltrado linfocitario leve periventricular.
CORAZON (MC). Sin alteraciones

PULMON (MC).- Infiltrado linfocitario severo a nivel de bronquios, intersticio pulmonar con
infiltrado linfocitrario

ESTOMAGO (MC). Inflamacién crénica leve.
HIGADO (MC).- Infiltrado linfocitario leve a nivel de espacios porta.
RINON (MC).- Inflamacion crénica leve.

GRUPO EXPERIMENTAL (MD)
CEREBRO (MD).- Sin alteraciones.
CORAZON (MD).- Sin alteraciones

PULMON (MD).- Inflamacion crénica severa de vias aéreas
mayores, infiltrado intersticial linfocitario moderado.

ESTOMAGO (MD). - Infiltrado inflamatorio linfocitario leve.
7’.0' f W Liweas
HIGADO (MD). -sin alteraciones Yonalownipuade b 3o
~ woz ? B8
RINON (MD). -. Perivasculitis leve focal. " ‘
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GRUPO CONTROL HEMBRAS(HA) ANIMALES DE EXPERIMENTACION (RATAS HEMBRA)
CEREBRO (HA). - sin alteraciones
CORAZON (HA). - sin alteraciones
PULMON (HA). - sin alteraciones
ESTOMAGO (HA). - sin alteraciones
HIGADO (HA). - sin alteraciones
RINON (HA). - sin alteraciones
GRUPO EXPERIMENTAL (MV)
CEREBRO (MV). <Gliosis reactiva, infiltrado inflamatorio mononuclear inespecifico leve.
CORAZON (MV). - sin alteraciones

PULMON (MV). - Infiltrado inflamatorio intersticial severo, con enfisema compensador,
arterias de pequefio ya mediano calibre con hipertrofia de la capa media en relacién con
hipertensién pulmonar.

ESTOMAGO (MV). - sin alteraciones

GRUPO EXPERIMENTAL (BLA H)
CEREBRO (BLA H). - sin alteraciones.
CORAZON (BLA H). - sin alteraciones.
PULMON (BLA H). - Infiltrado intersticial linfocitario severo.
ESTOMAGO (BLA H). - Infiltrado linfocitario leve.

HIGADO (BLA H). - Infiltrado linfocitario leve a nivel de la zona 1 (espacio porta) y de la
zona 2.

RINON (BLA H). - sin alteraciones.

GRUPO EXPERIMENTAL (HB).
CEREBRO (HB). - sin alteraciones.
CORAZON (HB). - sin alteraciones.

PULMON (HB). -Infiltrado linfocitario severo a nivel de vias aéreas e intersticio. Arterias de
mediano y pequefio.

ESTOMAGO (HB). - Infiltrado linfocitario y eosinofilico
leves.

HIGADO (HB).- Infiltrado linfocitario leve periportal.

RINON (HB).- Infiltrado linfocitario severo a nivel de pelvis m,. & nicama Lo
renal. Modoe Mosalownipundele ye

LAV A 8148
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Anexo 10: Procedimiento experimental

Fig.8: Material vegetal, previa la recoleccion la Fig 9: filtrado y desecado del
pulpa del fruto de Maurita Flexuosa L.f. Extracto de la pulpa del fruto de
I Maurita Flexuosa L.f.

(aguaje)

Fig. 10: Evaporacion del extracto Fig. 11: Extracto solido de la
etandlico en la estufa a 40 °c. especie vegetal.



Fig.

14, aclimatacion de los animales de experimentacién — Ratas Holtzman.
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