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RESUMEN

Las plantas medicinales usadas como alternativas terapéuticas, contienen compuestos
fitoconstituyentes que sustituyen a los farmacos en la medicina tradicional de los pueblos
amazonicos, siendo utilizados de modo empirico. La administracion excesiva de dichas plantas
puede provocar intoxicacion y arriesgar la salud. Objetivo: Evaluar la toxicidad aguda del extracto
etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” en Rattus norvegicus Var
“Holtzman”. Metodologia: Se desarrollé el método analitico, enfoque cuantitativo, tipo aplicada
y disefio experimental. El extracto etandlico extraidas de hojas de “huacapt” fue estudiado en una
muestra de 30 ratas. El andlisis cualitativo fitoquimico fue realizado mediante técnicas de
recoleccion, maceracion, extraccion e identificacion de metabolitos secundarios. Para el estudio
de la toxicidad aguda (dosis limite 2000 mg/kg) fueron administrados a 20 ratas via oral (extracto
etandlico/dosis Unica) y a 10 ratas via oral (agua destilada). Se utilizo el test de Irwin y como
resultado hubo manifestaciones clinicas, fisiologicas y comportamentales. Las ratas
permanecieron en observacion durante 14 dias y el dia 15 fue realizado la eutanasia, se extrajo la
sangre intracardiaca para un analisis hematoldgico, asi como, la evisceracion para un analisis
anatomopatolégico. Resultado: No se registrd ninguna muerte de la especie, no se observaron
alteraciones hematologicas no significativas, ni lesiones anatomopatoldgicas, siendo el test de
Irwin normal. Conclusién: El extracto etanolico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl
“huacapu”, a una dosis de 2000 mg/kg, no presentd toxicidad aguda, segin los cortes
anatomopatolégicos, hematoldgico y test de Irwin, por lo cual seria complementar la investigacion

posteriormente.

Palabras claves

Minquartia guianensis Aubl “huacapu”, toxicidad aguda, test de Irwin,

anatomopatoldgicos, analisis hematoldgico.
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ABSTRACT

Medicinal plants used as therapeutic alternatives contain phytoconstituent compounds that
replace drugs in the traditional medicine of Amazonian peoples, being used empirically. Excessive
administration of these plants can cause poisoning and risk health. Objective: To evaluate the acute
toxicity of the ethanolic extract of the leaves of Minquartia guianensis Aubl “huacapd” in Rattus
norvegicus Var “Holtzman”. Methodology: The analytical method, quantitative approach, applied
type and experimental design were developed. The ethanolic extract extracted from "huacapu”
leaves was studied in a sample of 30 rats. The qualitative phytochemical analysis was carried out
using techniques of collection, maceration, extraction and identification of secondary metabolites.
For the acute toxicity study (limit dose 2000 mg/kg) it was administered to 20 rats orally (ethanolic
extract/single dose) and to 10 rats orally (distilled water). The Irwin test was used and as a result
there were clinical, physiological and behavioral manifestations. The rats remained under
observation for 14 days and on day 15 they were euthanized, intracardiac blood was extracted for
a hematological analysis, as well as evisceration for anatomopathological analysis. Result: No
death of the species was recorded, no non-significant hematological alterations or pathological
lesions were observed, the Irwin test being normal. Conclusion: The ethanolic extract of the leaves
of Minquartia guianensis Aubl "huacapu", at a dose of 2000 mg/kg, did not present acute toxicity,
according to the anatomopathological, hematological and Irwin test sections, for which it would

be necessary to continue the investigation later.

Keywords

Minquartia guianensis Aubl “huacapu”, acute toxicity, Irwin test, adapted for rats,

hematological, pathological, histopathological analysis.
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INTRODUCCION

El origen de las plantas medicinales y la toxicidad se remonta al comienzo de la humanidad,
ante la urgencia de auxilio del ser humano que se ve forzado a consumir vegetales de procedencia
nativa; algunos son perjudiciales para la salud como consecuencia el efecto de intoxicaciones®. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refuerza, mediante politicas, el propdsito terapéutico y el
uso de vegetales con propiedades farmacologicas basados en practicas ancestrales y creencias
utilizadas para conservar la salud®. Los elementos de la biogeografia del Per( y el legado histdrico se
combinan en las plantas medicinales de las regiones tropicales, asi como vegetales endémicos con
propiedades medicinales como Minquartia guianensis Aubl “huacapt”. La region Loreto-Amazonica
mantiene tradiciones en el uso de plantas de fécil acceso con el objetivo de solucionar los problemas
de salud de inmediato auxilio debido a lo econdmico®*. Los estudios se centran en describir los efectos
toxicos y la utilidad tradicional, ademas existiria escasa informacion sobre la toxicidad potencial de
las especies endémicas peruanas. No obstante, los estudios de toxicidad estan realizados en otros
vegetales®?, Los habitantes de la ribera del rio Huallaga sufren acceso al servicio de salud, recurren
a vegetales de acuerdo a su necesidad, a los cuales son atribuidas propiedades terapéuticas, asi como
al arbol Minquartia guianensis Aubl “huacapt” utilizado para la anemia, malaria y reumatismo. El
desconocimiento de la eficacia, seguridad y dosis puede alterar los érganos vitales, 1o que puede
conducir a la intoxicacion, exponiendo un riesgo a la vida. La cuestion fundamental del estudio
experimental es ¢cudl es el grado de toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Minquartia
guianensis Aubl “huacapt” en Rattus norvegicus Var “Holtzman™?, la investigacion se desarrolla en
capitulos. A continuacion, se presenta el capitulo I: Los problemas describen el uso, causa y
consecuencia de la intoxicacion por plantas medicinales, asi como los objetivos. En el capitulo II:
Marco teorico de estudio: Revision literaria sobre el origen de la especie, las teorias conceptuales y la
toxicidad aguda. El capitulo 111 incluye: La metodologia de la investigacién. Se aplicaron las técnicas,
instrumentos y el desarrollo de toxicidad aguda mediante el disefio experimental de la dosis Unica por
via oral descrita (OECD 423)®®. En el capitulo IV se encuentran: Discusion de los resultados: El
analisis y la representacion de los resultados de la investigacion. En el capitulo V: Finalmente las

conclusiones y recomendaciones.
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CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Existen pocas publicaciones sobre la intoxicacion de vegetales en general. La toxicidad
indica el nivel de xenobioticos que puede causar una lesion y poner en peligro la vida cuando entra
en contacto con la superficie corporal. A saber, Se trata de los 0jos, mucosa del sistema digestivo,
piel y la mucosa del sistema respiratorio. El analisis de la dosis es importante para determinar cuan
toxica puede ser una sustancia(). En la historia, la diversidad de las plantas que existen en la tierra
ha facilitado la confusion, ya que al utilizarlas con fines alimentarios y medicinales, esta realidad
es tan antigua como la humanidad®. Actualmente, los vegetales tienen una gama de utilidad, por
lo que se estad investigando el potencial de los fitoconstituyentes. En Latinoamérica, se optan
voluntariamente por costumbres en las que utilizando partes de un arbol, las hojas, raiz o la corteza
como solucién a su problema de salud, que se incrementa el uso por bajo costo y se expone a una

posible sustancia tdxica por desconocimiento3),

En Per(, las especies vegetales utilizadas como opcién medicinal, son de notable
importancia historica, actualmente debido a la falta de conocimiento sobre el potencial
fitoconstituyentes y la tradicional administracion empirica, produce manifestaciones clinicas de
intoxicacion de poca informacion. La investigacion de los bioactivos puede generar beneficios
farmacoldgicos si se confirma la investigacion cientifica®. La region Loreto es un nicho de
biodiversidad con una Unica caracteristica de plantas medicinales exéticas y endémicas, en la cual
la investigacion farmacoldgica de plantas no es una prioridad para los organismos
gubernamentales ni las universidades. En tal caso, los datos sobre la toxicidad de las especies

medicinales peruanas son escasos®4.

Las comunidades que se encuentran en los margenes del rio navegable del Huallaga en la
cual se encuentra la comunidad Pacasmayo, jurisdiccién de la regién Loreto, tienen dificultades
geogréficas, sociales y econdmicas. Los pobladores de la comunidad utilizan plantas medicinales
para solucionar problemas de salud mediante el saber transmitido oralmente. El caso de
Minquartia guianensis Aubl, conocido como “huacapu” es una especie endémica de la Amazonia

peruana. La aplicacion de terapias inadecuadas con dosis empiricas puede provocar una

1



intoxicacion al organismo. Esta accion impide la capacidad de sus propiedades que contiene la
especie vegetal, asi como la falta de documentacion de eficacia y de su margen de seguridad. Los
factores motivan la evaluacion del compuesto quimico, farmacoldgica y clinicamente, basado en
las metodologias cientificas para el uso adecuado, validar los conocimientos ancestrales
amazonicos y en particular del centro poblado Pacasmayo-Loreto, donde se utiliza y se recolecta

la especie. Se plantean las interrogantes de acuerdo con lo expuesto.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

¢Cual es el grado de toxicidad aguda que tiene el extracto etandlico de las hojas de

Minquartia guianensis Aubl “huacapu” en Rattus norvegicus Var “Holtzman™?

1.2.2 Problemas especificos:

1. ;Cudl es el solvente adecuado para solubilizar el extracto etandlico de las hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacapu’?

2. ¢Qué reactivos identifican los metabolitos mediante reacciones de precipitacion y
coloracién en el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl
“huacapt™?

3. ¢Cual método se utiliza en la evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etanolico de
las hojas de Minquartia guianensis Aubl ‘“huacapi” en Rattus norvegicus Var
“Holtzman”?

4. ¢Cuéles son los parametros que se utilizan para los estudios hematoldgicos en la toxicidad
aguda del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” en

Rattus norvegicus Var “Holtzman™?



5. ¢Cudl técnica se utiliza para el analisis anatomopatoldgico en la toxicidad aguda del
extracto etandlico de las hojas de Minguartia guianensis Aubl “huacapu” en Rattus

norvegicus Var “Holtzman”?

1.3 Objetivos del estudio
1.3.1 Objetivo general
Evaluar la toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis

Aubl “huacapu” en Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

1.3.2 Objetivos especificos:

1. Realizar pruebas de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Minquartia
guianensis Aubl “huacapu”.

2. Realizar procedimientos de precipitacion y coloracion de los metabolitos presentes en el
extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi”.

3. Determinar la toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Minquartia
guianensis Aubl “huacapu” en Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

4. Analizar los pardmetros hematoldgicos para evaluar la toxicidad aguda del extracto
etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” en Rattus norvegicus
Var “Holtzman”.

5. Realizar los cortes anatomopatoldgicos de los tejidos para determinar la toxicidad aguda
del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” en Rattus

norvegicus Var “Holtzman”.

1.4 Justificacion de la Investigacion

1.4.1 Aspecto tedrico
La exploracion de toxicidad en vegetales ha cobrado importancia en los Gltimos
tiempos debido al consumo de plantas medicinales por parte de la humanidad. La
Organizacion de las Naciones Unidas se fundamenta en la aplicacion de referencias sobre

las estrategias de la medicina tradicional en la investigacion cientifica, lo que permite validar



cientificamente el uso del vegetal, previniendo el grado de toxicidad y posteriormente,
disponer de recursos alternativos que contribuyen al mejoramiento de la salud y calidad de
vida de la poblacion®9). Social: Las organizaciones se concentran en la solucion de una serie
de necesidades de la salud publica.

Los resultados de la evaluacion de toxicidad aguda, como es el caso de Minquartia
guianensis Aubl “huacapu”, benefician a la sociedad civil y cientifica®?). Econémico: El uso
adecuado de la dosis reduce los costos de hospitalizacion por intoxicacion de la comunidad.
Con respecto al gasto institucional, cabe mencionar que es un ahorro para la salud pablica®®),
Salud: Las enfermedades como el reumatismo, diabetes, anemia, parasitos intestinales,
tuberculosis y la malaria en algunos es comun el tratamiento empirico. La investigacion
proporciona informacion sobre el resultado de la dosis evaluada y los efectos sobre los
organos blancos. Cooperar en la salud pdblica mediante el uso de una alternativa

terapéutica®*9,

1.4.2 Aspecto metodoldgico

En los ensayos de toxicidad para el andlisis de los efectos del agente xenobidticos,
se utilizan érganos vivos para el estudio™. En el laboratorio de farmacologia de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Privada Norbert Wiener, se aplico la
metodologia de la normativa internacional validada, OECD 423, para la induccion de la
toxicidad aguda, también se utiliza el test de Irwin y técnicas anatomopatoldgicas para
verificar la toxicidad de los 6rganos en la muestra de tejidos. La experimentacion evalua el
nivel de toxicidad desde el punto farmacologico preclinico, con el objetivo de obtener

informacion sobre el nivel toxico del extracto vegetal en la investigacion®).

1.4.3 Aspecto practico

Los habitantes de la comunidad de Pacasmayo (Loreto) y en los margenes del rio
Huallaga, en la actualidad utilizan de forma directa los fitoconstituyentes de las partes del

arbol de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”, conservando el saber ancestral. Para la



evaluacion en la presente investigacion se utilizan animales de laboratorio, lo que permite
evaluar el ensayo de la toxicidad aguda. Contribuyendo al uso apropiado y evitar el riesgo
de intoxicacion con el uso del vegetal en estudio. La aplicacion de una exposicion limite de
2000 mg/kg en dosis Unica (OECD 423) en Rattus norvegicus Var “Holtzman” aportara
informacidén cuyos resultados seran Utiles para la comunidad intelectual y la sociedad civil.
La continuacién del estudio de esta especie en sus hojas permitird agregar valor potencial y
respaldar la practica medicinal en la salud(-%19),

1.5 Limitaciones de la investigacion

Econdmico

Para extraer la especie vegetal se requirio el pago de servicios de transporte aéreo,
transporte acuatico del rio, equipos especializados para cortes de ramas, tienda de campafia,
botiquin, provisiones para el guia.

Geografico

El acceso al habitat del vegetal es muy dificil, se encuentra a 119 metros sobre el
nivel del mar, es un territorio inhdspito en plena selva en la jurisdiccion del rio Huallaga

en la majestuosa Amazonia peruana.

Investigacion

El acceso es limitado a los articulos cientificos y libros virtuales debido a factores
como el costo. En Peru el vegetal de estudio presenta una escasa informacion sobre

investigaciones farmacoldgicas ni estudios realizados a través de ensayos en Vivo.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Antecedentes internacionales

Schmeda-Hirschmann G, et al. (2019), llevaron a cabo el estudio de plantas
seleccionadas de la Amazonia peruana. Cuyo objetivo fue “determinar los constituyentes
quimicos de los brebajes potenciadores viriles, que son las més vendidas”. Asi mismo, se deben
conocer los compuestos simples de las sustancias naturales y su eficacia en bloquear las enzimas
fosfodiesterasa-5. Materiales y métodos: Se adquirieron los componentes de una sola planta y
las combinaciones elaboradas en la feria de Belén, Iquitos-Per(. Se realizo el analisis quimico
mediante el método HPLC-DAD-ESI-MS / MS. Se evalu0 el uso de extractos para la inhibicion
de la fosfodiesterasa-5. Se determind la aparicion de farmacos pro sexuales mediante HPLC-
DAD-ESI-MS /EM. Resultados: El perfil quimico permitié identificar los taninos condensados
como los principales componentes de Campsiandra angustifolia y Swartzia polyphylla, los
taninos hidrolizables para Minquartia guianensis Aubl “huacapa” y los C-glucosidos para
Tynanthus panurensis. La preparacion tradicional presentaba una combinacion fisica y quimica
similar a las soluciones naturales de otras especies. Tanto como 200 pg/mL, el habitual. Los
preparados “levantate ldzaro” o “siete veces sin sacarla” bloquearon a la fosfodiesterasa-5 en el
49% vy el 27%, relativamente. En las muestras no se aprecian falsificaciones con narcéticos pro
sexuales en el original. Se hall6 un minimo efecto de Swartzia polyphylla y Tynanthus
panurensis en cuanto a los extractos naturales de la especie, asi como una elevada actividad
para Campsiandra angustifolia, que bloguea a las enzimas en un 89% y el 81% relativamente
a 200 y 100 pg/mL. Conclusiones: La elaboracion de brebajes o bebidas tipicas se utiliza para
mejorar el rendimiento sexual en la regién tropical del Perd. Se comprobd la efectividad de los
compuestos quimicos como agente bloqueador de la fosfodiesterasa-5. La sustancia tipica mas

eficaz es Campsiandra angustifolia, de Tynanthus panurensis®?.

Da Silva A. (2018), llevd a cabo el estudio quimico y la validacion de actividades

biolégicas de extractos de Minquartia guianensis Aubl “huacapt” (olacaceae). Objetivo:



Realizar el estudio quimico de extractos metandlicos de la 12 y 22 rama de coleccién y evaluar
los extractos en la toxicidad frente a Artemia salina, antibacteriana, antifingico, angiogenica y
antipaludica. Métodos: Los materiales vegetales (ramas y hojas) fueron secados, molidos y
extraidos con diclorometano, metanol y agua destilada, en la actividad antibacteriana se uso la
metodologia de microdilucion, el antifungico, fase hidrometandlica y la fase de acetato de etilo.
Resultados: Los extractos Minquartia guianensis Aubl “huacapu” (olacaceae) fueron activos
sobre Artemia Salina el 100% de mortalidad, en la densidad de 1000 ug /mL. El extracto
metandlico de las ramas revel6 una concentracion minima inhibitoria (CMI) de 1000 pg/mL en
los bacilos gramnegativo Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. La actividad antifingico
de la fase hidrometandlica mostro una concentraciéon minima inhibitoria de 200 y 800 pug/ mL
frente a Cryptococcus neoformans y Candida albicans, en comparacion con la etapa de acetato
de etilo, que present6 una concentracion minima inhibitoria de 400 ug /mL ante los bacilos
Candida albicans. Conclusiones: La totalidad de los extractos probados, excepto el extracto de
diclorometano en la fase hidrometandlica de las hojas, mostraron actividad antipalidica.
Asimismo, los extractos mostraron una actividad anti angiogénica, destacando el potencial del

extracto acuoso de las hojas Minquartia guianensis Aubl “huacapt”(®?),

Guex C, et al. (2018), examinaron el estudio de la evaluacién de la seguridad del
extracto etandlico de hojas de Olea Europea Europea “olivo”. Objetivo: Investigar la toxicidad
aguda y subaguda del extracto hidroalcohdlico de hojas de Olea Europea Europea “olivo” en
ratas Wistar a través de pardmetros histopatoldgicos, bioquimicos y hematologicos. Método: Se
evalud la toxicidad aguda usando una dosis Unica de 2000 mg /kg de Olea Europea Europea
“olivo”. La administracion se realizé a través la via oral utilizando una canula de metal. Se
usaron ratas de ambos sexos para evaluar la toxicidad subaguda. Se administré Olea Europea
Europea “olivo” durante 28 dias a diferentes dosis (100; 200 y 400 mg /kg). Se extrajeron el
higado, rifién y se examinaron microscopicamente al final de los experimentos y se extrajo
sangre para determinar los parametros hematoldgicos y bioquimicos. Resultados: Una sola
dosis de 2000 mg /kg no indujo mortalidad y ningin signo de toxicidad entre los animales
tratados. Los animales que se encontraban expuestos a Olea Europea Europea “olivo” durante
28 dias no mostraron signos de anomalias. Conclusiones: A través del analisis de la Olea

Europea Europea “olivo”, se demostrd que no presento toxicidad después de la exposicion a



dosis Unicas y repetidas. Estas fueron corroboradas con estudios hematologicos y

bioguimicos3).

Agyigrall, et al. (2017), realizaron el estudio de evaluacion de la toxicidad aguda y sub
cronica del extracto metandlico de la corteza del tallo de Ximenia americana Linn (Olacaceae)
“ababuy” en ratas Wistar. Objetivo: Evaluar el perfil de toxicidad del extracto metanoélico de la
corteza del tallo. Método: Se selecciond la dosis letal media oral estimada (DLso) de la prueba
de toxicidad aguda del extracto, se pesé a los animales de experimentacion tratados
semanalmente y se administrd por via oral diariamente de acuerdo a su peso corporal durante
28 dias. Las dosis evaluadas fueron: 250; 500 y 1000 mg/kg respectivamente. A continuacion,
se sacrificaron diez ratas Wistar macho en 4 grupos. Se extrajo sangre mediante puncion
intracardiaca para el anélisis bioquimico y hematoldgico, la sangre se recolecto en frascos de
muestras simples de cada grupo con anticoagulante (EDTA). Los 6rganos vitales se aislaron,
pesaron y colocaron en fijadores de formalina tamponada para histoanalisis. Se examinaron los
valores de la media * error estandar de la media y la significacion estadistica en (p < 0,05).
Resultados: El extracto en dosis de 5000 mg/kg no produjo mortalidad ni signos toxicos. No
surgieron cambios en el tamarfio de los drganos, cerebro, corazon, higado y estbmago, asi como
en su peso corporal. Conclusiones: El perfil de la evolucion fue significativo; la toxicidad aguda
del extracto metandlico de la corteza del tallo de Ximenia americana Linn (Olacaceae)
“ababuy” fue relativamente no toxica en ratones, se produjeron cambios anatdbmicos minimos

en rifién, pulmones y bazo cuando se utilizé durante algunas semanas en ratas(*,

Lopez B. (2017), llevo a cabo la investigacion sobre plantas medicinales debido a su
estrecho contacto y dependencia de la biodiversidad local como recurso terapéutico. Estudio
Etnobotanica de Plantas Contra la Malaria. Objetivo: Conocer las especies vegetales empleadas
por las distintas poblaciones de América del Sur a lo largo del tiempo para el tratamiento y/o
prevencion de la malaria o alguno de sus sintomas. Método: Para ello se realiz6 una revision
bibliogréfica de la literatura utilizando las bases de datos Pubmed y Google Scholar. El proceso
de busgueda se realizo sin restricciones temporales. Los articulos encontrados se remontan al
afio 2005 y 2015. Resultados: En la revision se mostré que un total de 279 especies vegetales

han sido mencionadas por la poblacion como remedios empleados en el tratamiento de la



malaria o0 alguno de sus sintomas. Conclusiones: Los estudios etnobotanicos de plantas
medicinales pueden indicar el nivel de conservacion de la biodiversidad y la salud humana a
través de la integracion de elementos analiticos, sociales y ecoldgicos. La disponibilidad de
plantas medicinales nativas es muy grande, como la Minquartia guianensis Aubl “huacapt”, lo
cual indica que la biodiversidad y los conocimientos tradicionales asociados siguen siendo

conservados(,

Antecedentes Nacionales

Tapia V. (2019), realizd el estudio de los parametros fendlicos, flavonoides de
Eucalyptus “eucaliptos”, Olea europeae “olivo” y lippia nodiflora “tayakasi” con capacidad
antioxidante. Objetivo: Especificar el perfil del extracto hidroalcohdlico de las especies
Eucalyptus sp “eucaliptos”, Olea europeae “olivo”, Lippia nodiflora “tayakasi” relacionado
con la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en las hojas.
Métodos: Al utilizar el espectrofotdmetro, que mide la densidad absoluta de los fenoles y
flavonoides, se puede evaluar la capacidad de inhibir la oxidacion. Se utilizaron en primer lugar
la capacidad antioxidante de radicales del oxigeno (ORAC), afiadiendo 25 pL de muestra, 50
pL de fluoresceina diluida en tampon de fosfato como patron. El valor de ORAC se expresé en
umol de equivalencia a trolox (umol TE) por mL de solucion vegetal. Se mezclo el potencial
antioxidante reductor férrico (FRAP), con tampon acetato, TPTZ en HCI, FeCI3) y soluciones
de (Trolox), la absorbancia fue leida a 595 nm. A través EASI-MS, se puede identificar los
componentes quimicos. La metodologia utilizada de acuerdo con Sawaya et al (2004; 2010). El
solvente usado en la pulverizacion fue el metanol. Resultados: En las hojas de Eucalyptus sp,
“eucaliptos”, se encuentran ricos en compuesto biolégicamente activo; en el andlisis realizado
se detecta una mayor presencia de los grupos de flavonoides y de cuatro iones intensos 453,2
m/z; 454,2 m/z; 485,25 m/z y 499,26 m/z. Segun los estudios realizados por Gonzales Burgos
(2018), se identificaron la presencia de compuestos fendlicos y acido clorogénico en muestras
y se demostrd la accién de bloquear a los radicales libres. El resultado de la muestra vegetal
Olea europeae “olivo” reveld dos iones principales: 539,1 m/z y 540,1 m/z. Los estudios
realizados por Claudio et al., (2018), identificaron triterpenos. Las propiedades bioldgicas sé

atribuyen a las propiedades quimicas de los fendlicos, tales como antioxidantes,



antimicrobianos y antioxidantes, respectivamente. Estos iones forman parte del grupo de los
triterpenos. En las muestras de los extractos etandlicos de las hojas de Lippia nodiflora
“tayakasi” se identificaron los iones principales de 190 m/z, 249 m/z, 352 m/z y 515 m/z, los
cuales son los iones éacidos fendlicos y flavonoides. La revision literaria no presenta un estudio
de identificacion de los iones principales de las especies vegetales analizados en nuestro pais,
lo cual dificulta la comparacion de los principales iones marcadores. Conclusion: El perfil de
los extractos hidroalcohdlicos del follaje de la especie vegetal Olea europeae “olivo” evaluado
por el procedimiento ORAC se caracterizo por una alta velocidad, se excluyé a los radicales
peroxidos y las tres especies vegetales en estudio presentaron compuestos fendlicos,

flavonoides y mostraron actividad antioxidante(16),

Arrascue O. (2018), llevé a cabo el estudio del valor econémico y cultural de las
especies de la flora utilizadas en la aldea nativa de Yamayakat, Bagua, Amazonas. Objetivo:
Rescatar el saber ancestral de la vegetacion silvestre e introducida, de usos frecuentes,
evaluando el valor econémico y cultural. Método: Mediante el uso de la metodologia de Reye-
Garcia V, et al. (2006), el indice de Valor Cultural que realiza las entrevistas semiestructuradas
y los métodos practicos para el valor economico. Se contractaron 57 participantes, lo generd un
informe de 104 plantas Utiles agrupadas en 88 géneros y 44 familias botanicas. Se reportd que
las familias Apocynaceae, Araceae, Poaceae, Malvaceae son mas numerosos de especies (7%),
a continuacion de Fabaceae (6%), Arecaceae, Maranthaceae y Solanaceae (5%). Se
categorizaron en 9 grupos de acuerdo con el uso, siendo la categoria alimenticia lo que contiene
el mayor nimero de especies nombradas, seguida de las categorias materiales, medicinales y
sociales. Resultado: Se recuperd el saber ancestral de las plantas con mas valor cultural fueron:
Se denomina Thebroma cacao ‘bakau”, Espundias dulcis “taperiba”, Bactris gasipaes
“pijuayo”, Zea mays “maiz”, Solanum sessiliflorum “cocona”, Genipa americana ‘“huito”.
Conclusion: Aprendieron a recuperar el saber tradicional de los vegetales de mayor valor, su
valor econdmico y cultural, aquellas que son altamente requeridas y dificiles de encontrar como:
Minquartia guianensis Aubl “huacapu”, Iryanthera juruensis “cumala”, Arthocarpus altilis
“hitu”, Croton lechleri “sangre de grado”, Himatanthus sucuuba “shipitna”, Ficus insipida

“Ojé”(17) )
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Salazar P. (2018), desarrolld un estudio sobre determinacion de la actividad
antioxidante y de los metabolitos secundarios responsables de esta actividad de tres especies
vegetales nativas procedentes de la comunidad Tamshiyacu-Tahuayo, Loreto-Per(. Objetivo:
Determinar la actividad antioxidante de (31) especies vegetales nativas, de ahi se seleccion6
tres plantas con moléculas de alta actividad bloqueadora de radical libre, originario de la
Reserva Comunal Tamshiyacu — Tahuayo, Loreto. Método: Se recolectaron las muestras
(hojas), para ser identificadas de forma taxondémica y luego seleccionadas, secadas, y
pulverizadas. Se procede a la extraccion del extracto mediante la maceracion metandlica. Se
realizaron ensayos y determinaciones de la actividad antioxidante mediante la metodologia
indicada por Brand-Willams et al., 1995. Resultado: La actividad antioxidante DPPH se
determina a partir de su porcentaje de inhibicion del radical DPPH, correspondiente a las 31
especies a concentraciones de 5; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05 y 0,01 mg/mL. Donde, el porcentaje de
inhibicién de las especies Virola calophylla, Caryocar glabrum y Tapirira guianensis aubl a
una concentracion de 5 mg/mL fue mayor al 50%. Conclusion: Se determind que las especies
recolectadas de diferentes bosques y codificadas 31 plantas amazonicas tienen un alto
porcentaje de actividad antioxidante, mientras que las tres especies evaluadas con mayor

potencial son los arboles nativos “virola”, “almendrén” y “wira caspi”(8),

Huaman V. (2018), realizé la evaluacion floristica de la micro-cuenca Asnayacu, a fin
de situar para la importancia ambiental de Moyobamba, San Martin. Objetivo: Identificar los
elementos floristica de la microcuenca Asna yacu, para situarlo en su valor ambiental de la
region san Martin, Moyobamba. Método: Se realiz6 una investigacion descriptiva y simple
mediante guias de observacion en el campo. La composicion floristica del bosque esta
compuesta por familias y géneros al que pertenecen las especies, la poblacion esta conformada
por la faja marginal de la micro-cuenca. Se selecciond una muestra representada por 15 sub
parcelas de 20 m x 20 m de 400 m2 Distribuidas en transeptos longitudinales a las
microcuencas, aplicando la guia de observacion de la guia desométrico en campo y observacion
para el inventario floristico. Resultado: La variedad de floristico en funcion de las familias y el
namero de individuos de la parte alta. Dentro de 25 familias bot&nicas totales se muestra 842
vegetales, de ahi que la mayor cantidad son las Minquartia guanensis Aubl de la familia

Olacéceae con 78 especies, quinilla de la familia Sopotaceae con 64 especies y rupifia de la
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familia Myrtaceae con 59 especies. Existen familias de menor cantidad de individuos como
Anunilla de la familia annonaceae con 8 vegetales, Quillosisa de la familia Vochysiaceae con 8
especies, Sacha caimito de la familia Sapotaceae con 8 especies. Conclusion: Se evalué la
microcuenca Asnayacu, que presenta un gran valor ecolégico de gran importancia ambiental,

siendo la composicion floristica el 62,54 % de la microcuenca Asnayacu la mas alta®?.

Montenegro M. (2016), realizo el estudio de la Evaluacion con efecto antimicrobiano
del extracto fendlico de los follajes de Olea europea Linneo “olivo” ante los bacilos
gramnegativos en la carne sin grasa de res. Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiana
del macerado fendlico (EFHO) del follaje vegetal Olea europea Linneo “olivo” frente a los
microorganismos aerobias mesdfilas, presentes en la carne sin grasa. Método: La extraccion
hidroalcohdlica segun el método de Ortufio M. (2006). El proceso de maceracion de las hojas
secas, trituradas, en una disolucién alcohdlica de agua 25 al 50%, cubre completamente el frasco
de la maceracion y agitarlo durante la maceracion, luego procede al filtrado y su conservacién
en un frasco &mbar. Se determind la cantidad de fenoles totales presentes en la solucion
mediante el método Folin - Ciocalteu. Utilizado por Trujillo M. (2010); quien realizé la
cuantificacion mediante una curva estandar de acido galico (0 — 20 pg/mL). Para el efecto
antimicrobiano del extracto, se trabajé con concentraciones de 10; 20 y 30 %, diluyendo el
extracto con agua destilada. La evaluacion se realiza sobre 12 muestras de carne de res fresca
etiquetadas. Se trata con el extracto fendlico por un periodo de tiempo a la muestra, luego se
realizan andlisis microbiolégicos usando el método oficial AOAC 990,12: Recuento de
Bacterias Aerobias en placas petrifilm. Resultados: El extracto fendlico (EFHO) de hojas Olea
europea Linneo var Sevillana “olivo” muestra una actividad bioldgica antimicrobiana contra las
bacterias aerobias mesofilas presentes en muestras de carnes, lo que reduce el 80% de la carga
inicial. La concentracion total de fenoles de 18,854 EAT/mL en el extracto. Los resultados son
complejos debido a la interaccion de diversos factores, técnicas y métodos a utilizar.
Conclusiones: Se determind la actividad antimicrobiana del extracto fenolico (EFHO) de la
especie vegetal. Las bacterias Aerobias Mesdfilas, tiene una alta potencia bactericida en
concentraciones del 20 %, sobre toda la concentracion del 30%, lo que reduce la carga

bacteriana en un 50 y 80 % respectivamente a los 10 minutos después de tratar®®,
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2.2. BASES TEORICAS

Investigaciones botanicas de lafamilia olacaceae y la especie Minquartia guianensis Aubl

“huacapu”

La familia Olacaceae y caracteristicas

Las cronicas de la familia Olacaceae pertenecen al conjunto del orden sandalo
(Santalales), angiospermas lefiosas, parasitos, no parasitos de raiz y tallo, una variedad de
especies, considerada la mas primitiva y con una morfologia que evolucioné de ensamblaje
polifilético en grupos posteriores, lo que causd confusién en su clasificacion dividiéndola en
familias maltiples. Estudio filogenético de la rama clasifica taxon en Olacaceae, sin tener una

clara compatibilidad en el género de Minquartia Unica, origen de América1-23),

En la flora de Veracruz, México, se describe la familia Olacaceae, arbustos medianos,
espinosos, elevados, erguidos, en la familia. A veces se trata de lianas, hojas simples, alternas,
disticas, inflorescencias axilares, formando racimos, hermafrodita. Flores perfectas, fruto de
una drupa. Se encuentra en regiones tropicales de 27 géneros y 200 especies®).

De igual manera, en la flora peruana la familia Olacaceae es conocida como arboles o
arbustos. La vegetacion amazonica representa el 4,9% del nicho ecoldgico, la cual constituye
el area de mayores recursos Fitoterapéuticos bioldgicamente activos para el mejoramiento de
la salud. La informacion popular de los habitantes y la informacion etnobotanica que se ha
obtenido a través de la investigacion revelan que la actividad terapéutica del arbol Minquartia

guianensis Aubl “huacap” pertenece a la familia Olacaceae®>%).

Distribucion geogréafica en el mundo de la familia Olacaceae

El héabitat de olacaceae en regiones con precipitaciones de temperaturas calidas-
hdmedas, bosques inundables en todo el mundo. Mayor distribucion geografica dentro del
territorio de Africa del sur y Asia (Boelcke, 1981). La especie comprende 29 géneros y una
variedad de 250 especies. Asimismo, en los archipiélagos malayos, Australia, mesoamericana,

tropical y subtropical, desde los Estados Unidos hasta el norte de la Patagonia, a veces llega ser
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endémico. A continuacion, en la figura 1 se observa en los paises de mas representatividad de

la especig(®426:27),

Europa

Oceania

Figura 1: Distribucion geografica nivel mundial de la familia olacaceae®2",

La familia de la especie vegetal olacaceae en el Peru

La situacion fisiografica del Per( permite la division entre la selva alta y la selva baja
menos poblada, de ahi que conserva las caracteristicas originales y asignadas a innumerables
especies con propiedades etnofarmacoldgicas. La vegetacion en bosque inundable de la amazonia
en la cual se reconocen 9 géneros y 23 especies (Brako & Zarucchi, 1993; Ulloa U, et al., 2004).
No obstante, en la region Ucayali se encuentra 14 géneros con una obstante, en la regién Ucayali

se encuentra 14 géneros con una aproximacion de 103 especies(?8-30),

Figura 2: Foto autoria: (A). Género Minquartia unico.

Foto de referencia: (B). Género Ximenia “ababuy”®?.
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Tabla 1: Nombres cientificos, comin de la familia Olacaceae en Per(i(29:30),

Aptandra Aptanda tubicina (Poepp.) Trompo huayo
Benth ex. Miers.

Cathedra Cathedra acuminata (Benth.) Miers Motelo huayo

Chaunochiton Chaunochiton Kappleri (Sagot

ex engl.) Ducke.

Dulacia Dulacia candida (Poepp.) Caspi colorado

Kuntze terpentina

Dulacia Dulacia inopiflora (Miers) Sacha limén
Kuntze sacha

Heisteria Heisteria acuminata Yutubanco
(Humb. Y Bompl) Engl

Heisteria Heisteria duckei Sleumer Sombrerocaspi.

Heisteria Heisteria ovata Benth Arete caspi

Heisteria Heisteria spruceana Engl. Aretillo caspi

Minquartia Minquartia guianensis Aubl. “huacapa”

Descripcion histérica de Minquartia guianensis Aubl “huacapa”

Segun el explorador francés Jean Baptista Christophore Fusée Aublet, un farmacéutico
y boténico, detalla las caracteristicas botanicas de unas series de especies en su obra “historia
de plantes de la Guiane Frangoise” que publicé en Paris 1775. Se menciona Minquartia
guianensis Aubl “huacapu”, arbol originario del continente americano, Unica en su especie, un
solo taxon Mimquartia e integra a la familia Olacaceae. Desde entonces, las fuentes describen
una serie de nombres en las diferentes regiones del tropico(19-31.32),
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Nombres cientificos, vernaculares y comunes

La riqueza linguistica del ser humano es un factor que influye en su comunicacion en la
vida cotidiana, mientras que la geografia que “pisa” influye en el individuo en las asignaciones
de nombres. Igualmente, los nombres cientificos, conforme al sistema linneano, procura
universalizar para evitar equivocaciones en los investigadores. Los nombres comunes que se
adaptan a una lengua determinada, “nombres técnicos” para facilitar la identificacion dentro del
area o fuera del area. Nombres vernaculares: Guiados con la lengua popular, cotidiana, los usos
fortuitos, los comentarios populares de lugar. Algunos taxones tienen diferentes nombres de
una determinada regioén. Minquartia guianensis Aubl “huacapu” tiene datos cientificos y

diversos nombres comunes en el continente americano(?°:31.32),

Tabla 2: Nombres en América Minquartia guianensis Aubl “huacapt”(32-34),

Acariquara Argentina
Acariguera Brasil
Caricuara negra Bolivia

Puente candado. Minche y Guayacan negro. Colombia
Black manu, manu negro Costarica
Guayacan y Pechiche Ecuador
Arattawerie Estados unidos
Urari, criollo, manu Nicaragua
Cuajado negro Panama
huacapd, (shipibo-conibo). Pera

Wamana Guayana francesa
Puyaquiro, Alata-udu Surinam
Arekuma. Venezuela
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Detalles morfoldgicos de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”

Un arbol maderable de una magnifica calidad, durabilidad aproximada de 80 afios, sin
mostrar deterioro, crece en sombras y se integra lento a los arboles dosel. Fuste: Se desarrolla
a una altura de 30 mt, en algunos trépicos supera los 50 a mas, porte recto y semicilindrico;
presenta una hendidura profunda; la raiz contrafuerte. Copa: Forma lobulada, con ramas
laterales y verticales, cubiertos por ramas jovenes. Ritidoma: Se compone de capa externa
marmoleada de colores marrones matizada con gris y tampones de verdes; laminas alargadas y
cortas; aberturas superficiales de la cual brota liquido blanquecino de la savia. Hojas: Simples,
de margen entera, alternas, lanceoladas, elipticas, con un apice puntiagudo y una base media
redonda. La textura dura flexible como un pergamino. Se muestra un alto relieve del nervio
principal y secundario. El haz verde intenso y envés verde a pardo-cenizo. Flores: Son
diminutas inflorescencias de color amarillo-maiz, son reunidos en paniculas simples, brotan
de la yema axilar de las hojas. Fruto: Se presenta como una forma de aspecto drupaceo, con
pulpa rica en fibra, un color violaceo oscuro, resina lechosa y una sola semilla de color marrén
claro y ovalado. Madera: Formada por sustancias fibrosas; pesada de calidad insuperable en
relacion con otra especie. Resistente a los ataques de hongos termitas, en efecto y la durabilidad,

es impresionante mas de 60 afios sin deterioro, por consiguiente, muy cotizada(?230.33-36),

Usos tradicionales

Los beneficios de la especie desde su origen nativo han sido en la dieta de la poblacién
primitiva y conforman el dosel de los bosques. Proporciona ecosistemas y proporciona
alimentos para la fauna silvestre. EI hombre descubri6 que es utilizado para resolver
necesidades materiales, vivienda y utilidad manual, en la labor obtencién de pigmentos para
colorear el algoddn. La informacion médica tradicional se fundamenta en terapias de los
antepasados utilizadas para tratar afecciones de hepatitis, paludismo, antirreumatico, resfriados,
diabetes y la tuberculosis y finalmente en regiones tropicales para la elaboracion de

beb ida5(25,33,34,36) .

17



Localizacion de la especie en estudio en el Peru

El arbol se encuentra situado en los bosques primarios de la Amazonia y mide
aproximadamente 20 mt. Habitat zona inundada, himeda, con un mosaico de tierra arcillosa y
arenosa, dificil acceso debido a la densa vegetacion de la selva®"-%), Se recolectaron sus hojas
de Minquartia guianensis Aubl “huacapa”, el 25 de julio de 2019. Comunidad de Pacasmayo,
altitud de 119 m.s.n.m. En el distrito Santa Cruz, provincia de Alto Amazonas, jurisdiccion de

Loreto®,

Figura 3: Fotografia autoria (A) y (B). Fuente de revision (C)C%. La geografia de la
recoleccién de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”.

Identificacién botanica

Se lleva a cabo el reconocimiento taxonémico de la familia botanica en la institucion
cientifica del mundo natural. Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, proporcionado la muestra del vegetal extraido, la rama con las hojas, flores. Se identifica

el 23 de agosto de 2019 y se clasifica entre la familia olacaceae y género Minquartia del area
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circundante a la comunidad de Pacasmayo. El nombre cientifico, Minguartia guianensis Aubl,
denominado “huacapu” por el Mg. Hamilton Beltran Santiago, segun el sistema de clasificacion

COmMo se muestra anexo seis.

Division: magnoliophyta . ] ] ]
g phyt Minguartia guianensis Aubl “huacapu”.

Nawie 7 L

Clase: Magnoliopsida
Sub clase: Rosidae
Orden: Santalales
Familia: Olacaceae

Género: Minquartia

P( - e e 2 =

Figura 4: Fotografia de investigadores.

Nombre comdn: “huacapy” Rama: Flores (1), Hojas (2).

Especie: Minquartia guianensis

Compuestos quimicos activos de la especie en estudio

Existen fuentes de informacion en ciencias naturales, tales como, la bioquimica, quimica
orgénica, asi como diversos ensayos, muestran metabolitos secundarios y activos responsables
de las propiedades medicinales de los vegetales. En el caso del arbol han sido explotados
industrialmente, no obstante, poseen propiedades farmacoldgicas con poca exploracién. Segun
el habitat y las condiciones del medio ambiente, los metabolitos cumplen funciones importantes
para la vida celular de los vegetales, tales como, el crecimiento y reproduccion. Proteccion de
patdgenos externos e internos; inhiben crecimiento de hongos y bacterias; regula la interseccion
de microorganismo y macroorganismo. Las plantas elaboran sus propios pigmentos naturales
para la polinizacién. Metaboliza con agente alopatico, proteccion UV debido al estrés
ambiental. Esta asegura a sobrevivir en tierras ricas de minerales pesados. Compite con otras
especies de su entorno. La especie en estudio posee compuestos farmacolégicos de gran

importanc ja(12,18,39,40)
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Esteroide: Son compuestos que no hidrolizan en presencia de hidréxidos, con funciones
de vitaminas u hormonas y se derivan de terpenos, con capacidad de sintetizar una variedad de
esteroides asignados por Mandava (1988). Caracteristica: Actda con potencialidad a baja
concentracion. En animales de cada especie acondiciona un perfil de esteroides. El nlcleo de
los vegetales es idéntico al colesterol del vertebrado. Bioactividad: Los esteroides vegetales
inhiben la absorcion intestinal del colesterol, lo que reduce la concentracion plasmatica de la
lipoproteina de densidad baja(3%40-42),

Flavonoides: Polifenoles son fitonutrientes responsables de la pigmentacion de flores,
frutos, se encuentran en las hojas. Propiedad antioxidante. Los humanos no producen estas
sustancias y es beneficioso para el organismo. Actdan como relajantes sobre los miasculos lisos
vasculares. Produce un efecto vasoconstriccion a la concentracion baja y vasodilatador a mayor
contraccién. La defensa de las células provocadas por LDL inhibiendo la oxidacion de las
lipoproteinas y el bloqueo directo de la toxicidad de LDL a nivel celular(16.18:39),

Taninos: Sustancias organicas adecuadas para transformar las pieles de animales en
cueros industriales. La concentracion varia a lo largo del ciclo vegetativo en semillas, corteza,
hojas secas; el 50% del peso son taninos, tallos, piel del fruto y maderas. Caracteristicas del
aroma, amargor, sabor seco, color amarillo a castafio. Propiedad: Accion astringente y
antiinflamatoria, protege a los tejidos neutralizando a los radicales libres y limita el deterioro
de las lesiones. En la farmacologia para reducir el efecto de los alcaloides a causa de
intoxicacién como sales y metales se inactiva por la precipitacion(40:43-45),

Alcaloides: Se trata de compuestos nitrogenados de origen vegetal, animal y la mayoria
de ellos en vegetales. Se encuentran en raices, tallos, cortezas, hojas y frutos. En cuanto al
origen animal en la piel de ellos. Caracteristica: Hidrosoluble a pH &cido, soluble en solventes
organicos, éter, cloroformo a pH alcalino, sabor desagradable, precipitacién con determinados
reactivos. Propiedad de combinarse con metales pesados y actividades farmacoldgicas
destacadas. EI margen terapéutico es reducido. A baja dosis de actividad fisioldgica fuerte y
muy téxicos. El recurso terapéutico para el sistema nervioso tiene un efecto estimulante, la dosis
baja produce convulsiones. El sistema muscular se altera y produce espasmo violento, lo que
provoca la midriasis (dilatacion o contraccion en la pupila). En el Sistema digestivo se produce
irritacion en la mucosa gastrica con manifestacion de vomitos y diarrea. Se producen lesiones

en el higado que provocan la cirrosis. El sistema circulatorio reduce la presién sanguinea y
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estimula la circulacion, lo cual trata la hipertensién. Se dilatan los brongquios descongestionando
el sistema respiratorio, mientras que en otros se utilizan analgésicos y antitumorales(39:40.44:45),
Compuestos fendlicos: Las sustancias biologicas son innumerables en la naturaleza,
entre ellas los fenoles. Se encuentran abundantes en los metabolitos y se sintetizan mediante
vias heterogéneas (basicas son los acidos shikimicos y la via del 4&cido malénico). La presencia
de un anillo es una caracteristica Unica. Propiedades antioxidantes debido al mecanismo de
guelacion de los radicales libres e interceptacion del oxigeno libre. El concentrado de fenol en
la piel causa grave lesion, exposicion a vias respiratorias a nivel alto causa irritacion, dafio
pulmonar, rifidn, higado y temblor muscular. La industria quimica y farmacéutica se utiliza para

la bactericida, antiséptica, fungicida y entre otros(16:46-48),

Enfoque farmacoldgico

Las plantas medicinales constituyen elementos fundamentales en el desarrollo y
aplicacion de la medicina moderna con el propésito de asistir y mejorar la salud®2®. A través
de medios tecnologicos, en la actualidad se puede aislar moléculas especificas que posibilitan
la terapia alternativa®?. Asi mismo, los conocimientos empiricos de las comunidades nativas
de la Amazonia peruana lograron descubrir las propiedades terapéuticas del Minquartia
guianensis Aubl “huacap(” para tratar el paludismo y la hepatitis®). Esta especie vegetal
contiene sustancias biologicamente activas (metabolitos secundarios), como el compuesto
fendlico, que tiene una accion antioxidante, antimicrobiano y antibacteriana(6.2046), |os taninos,
que actGlan como protectores de los tejidos ante los radicales libres, inflamacion®®4®), los
flavonoides, que poseen propiedades antioxidantes, actlan sobre los musculos lisos
vasculares9, los alcaloides, que tiene un margen terapéutico estrecho, se utilizan en terapias
del sistema nervioso central, antitumorales®®), los esteroides y/o triterpeno, son agentes
antivirales, antitumorales y anticonceptiva“>#3), y los esteroides son compuestos que actlian
como desinflamante y fortalece el sistema inmunitario“®,

Para estudiar las fuentes terapéuticas con propiedades de efectos biolégicos de las
plantas medicinales y la concentracion ideal, se recurre a métodos de la quimica, fisiologica y

la clinica“9:59),
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Enfoque toxicologico

Los elementos toxicos estan estrechamente relacionados desde el inicio de la vida y es
importante sefialar que la posible toxicidad por primera vez haya sido de origen vegetal. El
estudio se centra en la inseguridad que se ha analizado cientificamente, técnicamente, con el
objetivo de identificar y cuantificar los efectos de los xenobidticos en los 6rganos diana
relacionado con la dosis y respuesta con el objetivo de evitar la muerte®D.

La existencia de plantas con propiedad medicinal en las partes del vegetal como las
hojas es una alternativa etnofarmacologica beneficiosa o atoxica para el auxilio de la salud, de
ahi la relacion con la toxicologia. El persistente interés en la ejecucion de diversos tratamientos
patologicos que aquejan al humano. La administracién via oral tiene un recorrido en el
organismo similar al mecanismo de accién de los farmacos convencionales. El ensayo
preclinico con disefios de la OCDE del xenobioticos es fundamental para evaluar su inocuidad
o toxicidad. El extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt”
contiene sustancias bioldgicamente activas que requieren una evaluacion toxica in vivo®:7:52549),

Toxicidad es el verbo de un xenobioticos es el cual tiene la capacidad de producir dafio
sistematico y muerte celular de un organismo vivo. Se distingue la modificacion celular en
funcion del grado de alteracion clinica, siendo tres intensidades: leves, moderadas y severas®?),
De acuerdo con el origen de las sustancias naturales, con efectos terapéuticos y los factores de
procedencia, métodos de preparacion, extraccién, estructura quimica, expuesto a luz, pierde o
gana potencia, ruta, dosis y tiempo de exposicion. La investigacion sobre sustancias exdgenas
en el organismo es muy importante para que interactien con moléculas endogenas. Puede
presentarse durante la exposicién o pocas horas y dias después aparecen cuadros clinicos de
intoxicacion clinica.

La evaluacion del dafio causado por xenobi6ticos a los érganos involucrados, la dosis,
el tiempo y las vulnerabilidades de un sistema de irrigacién sanguinea vulnerable. Se evaltan
parametros que se clasifican en toxicidad aguda y cronica, los cuales son necesarios para una
variedad de extractos vegetales. A partir de J.W. Treven para obtener LDsg Yy posteriormente
otros cientificos desarrollaron diferentes métodos; para estudios de toxicidad aguda (OCDE
423) en un grupo de cepa, sexo de animal en prueba con el objetivo de diferenciar las
escalas®154), La investigacion es necesaria para evaluar la toxicidad del extracto etandlico de

las hojas Minquartia guianensis Aubl “huacapt”, lo que permitira identificar los efectos
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adversos de la especie vegetal después de la administracion in vivo. Difundir a través de la

comunidad cientifica.

Tabla 3: Escalas de toxicidad y las vias de administracion®-53),

Dosis letal

Dosis Dosis vapor 4 h,

Unica, DLsg  Unica, DLsg CLs, ratas F
rata conejo ppm Adulto
Extremadamente <lmg/kg <5mg/kg 10 1 gota
toxico
2 Altamente toxico 1a50 <5a 10 1 cucharilla
mg/kg 50 mg/kg a (4 mL)
100
3 Moderadamente 50a 50a 100 309
toxico 500 mg/kg 350 mg/kg a
1,000
4 Ligeramente toxico  0,5a 0,35a 1,000 250 g
5 g/kg 3 g/kg a
10,00
5 Practicamente no 5a 3a 10,000 1 L
toxico 15 g/kg 25 g/kg a
100,000

Toxicidad aguda

Las sustancias en prueba indican una dosis letal media con valor de DLsoen mg/kg peso
animal. La estimacion se deriva del ensayo de toxicidad aguda de la sustancia (estadistico). El
principal recurso de experimentacion son animales de laboratorio, en los cuales la cantidad y la
capacidad de una sustancia producen efectos adversos a corto plazo de 24 horas o hasta 14 dias.
Luego de administrar una Unica dosis, se observa el 50% de muerte, mientras que la media parte

sobrevive en la poblacion de ensayo(":53:59),
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Evaluacidn toxicoldgica

La evaluacién se fundamenta en la estimacion del potencial dafio del organismo con
riesgo de afectar la vida, conocido anteriormente como toxicologia experimental. Estudia los
parametros de absorcion y distribucion sobre el 6rgano (dosis y concentracion) de las sustancias
en la cual ocurre la transformacion bioguimica, eliminacion y accién toxica sobre los tejidos.
De igual manera, los estudios experimentales se centran en resolver, analizar, describir y
cuantificar los efectos mediante el uso de método en vivo, in vitro u otros. La evaluacion
permite determinar la naturaleza de los efectos toxicos que surgen de la exposicion a las

sustancias en prueba®.53),

Ensayos de toxicidad sobre la linea directriz OCDE
Los paises adoptan investigaciones cientificas sobre la base de OCDE, desarrollando
instrumentos para los ensayos bioldgicos, pruebas y analisis que universalizan y garanticen los
resultados. Las guias actualizadas hasta 2017, el método clasico fue sustituido por el método de
la Dosis Fija (OCDE 420), el método de la Clase Toxica Aguda (OCDE 423) y el método Arriba
y Abajo (OCDE 425)®6-%8) El interés en el analisis preclinico con el objetivo de detectar la
inocuidad y un informe posterior de la eficacia y seguridad de las sustancias naturales. La ética
en ensayos en vivo, recomienda la tres R y la toma de criterios para asegurar la calidad y
efectividad de los analisis y obtener resultados confiables®253:59),

El principio universal de las 3 R

En 1959, Rusell y Burch, en la ciencia de animales de laboratorio, plantearon la
extrapolacion de 3 R: Se requiere reducir el nimero de animales. Reemplazar (relevar por otros
métodos). Refinamiento (Técnicas del experimento para minimizar sufrimiento del animal). El
empleo de la 3 R, contribuye a una reduccion del costo y tiempo. Asimismo, requiere revelar
las virtudes de la humanidad y la comunidad cientifica y permite la validez y calidad del

experimento(®:8:60),

24



Meétodo de la Dosis Fijada (OCDE 420)

Segun la normativa de la OCDE, en la guia Nro. 420 sefiala el inicio del experimento
con dosis prefijadas (5, 50, 300 y 2000 mg/kg). La administracion letal mas tdxica de 5 mg/kg
en grupo de 5 animales; si mueren 2 a mas animales, la sustancia es clase 1. La mortalidad de
1 o ninguno tiene efecto toxico en la sustancia clase 2. Se requiere la dosis adecuada para

clasificar las sustancias, sin mortalidad(®4059),

Metodo de las Clases de Toxicidad Aguda (OCDE 423)

La naturaleza del método alternativo se desarrolla de acuerdo con la normativa
establecida en la guia Nro. 423 de la Organizacién para la Cooperacién y Desarrollo Econémico
(OCDE). La diferencia es que clasifican a partir de los resultados del estudio. ElI método
selecciona tres dosis fijas de letalidad (25, 200 y 2000 mg/kg peso corporal) para cada una. La
sustancia no contiene ninguna informacion, se realiza el ensayo limite usando una dosis de 2000
mg/kg peso corporal de la especie animal en grupos. El método se centra en los efectos adversos
ocasionados a posterior de la administracion. Se puede reducir el nimero de animales
experimentales con el objetivo de clasificar la sustancia de toxicidad aguda segun el sistema

universalmente armonizado(®:58-60),

Método Arriba y Abajo. (OCDE 425)

Segun la guia 425 de la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico
(OCDE). Las sustancias de bajo nivel de toxicidad producen muerte en 2 a 3 dias. Los roedores
agrupados en cinco se administran a diferentes dosis. Se incrementa o reduce en funcién de la
mortalidad de los animales en 24 horas (dosis limite 2000 mg/kg), lo cual se denomina “arriba

y abajo”(6:859),

Test de Irwin mejorado para las ratas
El legado del investigador australiano Robert | (1968), un test para roedores como el
raton, posteriormente mejorado para ratas. Se trata de una practica observacional, analitica y
ordenada, sistematizada que permite evaluar los efectos generales de un xenobidticos sobre el
sistema del 6rgano vivo. Se puede observar alteraciones como la disminucién de peso, arcada,

sialorrea, diferenciacion abdominal, inestabilidad en movimientos, dificultad respiratoria,
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convulsién y el decaimiento. La evaluacién de seguridad farmacoldgica se recomienda
actualmente por la International Conmite for Harmonization (ICH), y se puede determinar el

rango de la dosis y proporcionar el inicio sobre indicaciones terapéuticas(®.62-64),

2.3. Formulacion de hipdtesis

2.3.1. Hipdtesis general

HO: El extracto etanolico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” no presenta

toxicidad aguda en una dosis de 2000 mg/kg en Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

H1: El extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” presenta

una toxicidad aguda a una dosis de 2000 mg/kg en Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

CAPITULO I11: METODOLOGIA

3.1. Meétodo de investigacion
Segun el nivel: Analitico, con el propdsito de descomponer en elementos, puede
apreciar la relacion causa, naturaleza y efecto, asi como hipotético-deductivo, debido a que
a partir de la observacién se puede plantear un problema y formular hip6tesis del marco

tedrico(®),

3.2. Enfoque investigativo
Segun la tendencia: Cuantitativo, debido a que recopilé los datos a través de los
instrumentos (formatos), organizo e interpreto los resultados que definiran las hipotesis y las

conclusiones de la investigacion, sujetandose de la estadistica descriptiva e inferencial(®).
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3.3.

3.4.

3.5.

Tipo de Investigacion
Segun propdsito: Aplicada. Se aplicd una investigacion dindmica que se centra en
la busqueda de conocimiento, ya que depende del descubrimiento y el aporte teérico para la

aplicacion de sus resultados®?).

Disefio de la investigacion

Segun el propésito: El estudio se estructur6 mediante el disefio experimental,
porque se caracteriza por la forma en que ambas variables estan relacionadas, utilizando la
técnica de la estadistica y valorando la causa-efecto. Prospectivo en la recopilacion de datos,
transversal debido a que fue un tiempo breve, observacional, participa el investigador, realiza

el seguimiento de los grupos, control y experimental, registra los datos (68

Poblacién, muestray muestreo
Poblacion

Vegetal: Las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” del anexo de
Pacasmayo, distrito de Santa Cruz, provincia de Alto Amazonas, region Loreto-Peru,
ubicado a una altitud de 119 msnm.

Biologico: En Rattus norvegicus Var ‘“Holtzman” obtenidas del centro de

investigacion nacional de produccién bioldgica (INS) Chorrillos - Lima.

La Muestra
Vegetal: Extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”.
Bioldgico: Se utilizd 30 Rattus norvegicus Var ‘“Holtzman”, cuyo peso corporal

estuvo en 240 g +/- a 280 g +/- de diferentes sexos.

El Muestreo

Vegetal: Se seleccion6 hojas secas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt”, se
llevo a molienda y su tamizacion con malla de 3 mm. Posteriormente, se procedi6 a extraer
la muestra mediante el método de macerado simple, sumergiéndolo el tamizado en solvente
(etanol 70°) por 7 dias, luego fue filtrado. EI zumo extraido se procedi6 a la evaporacién con
el fin de eliminar gradualmente el liquido, y finalmente, se obtuvo 89 g de extracto de

consistencia pastosa (%79,
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Bioldgico: La muestra fue de tipo probabilistico, puesto que el objetivo del estudio
consistia comparar los valores promedios de los parametros de interés (hematocrito,
leucocitos, neutréfilos, monocitos, eosinofilos, linfocitos) del grupo experimental con un
grupo control. Para determinar el tamafio de la muestra, se aplicéd la férmula para la

comparacion de promedios, dado por:

2(Z, + Zg)*s?
n= dz

Donde:

Z, = 1,96 Valor de la distribucion Normal correspondiente a un error tipo I () del 5%

Zg = 1,28 Valor de la distribucion Normal correspondiente a un error tipo II (B) del 10%
S2 = desviacion estandar

d = precision, es la diferencia entre minima que queremos detectar entre el grupo
experimental y control, se fijo tomando como referencia el promedio muestral.

Los valores de la desviacion estandar y la precision se estimaron de un muestreo piloto de
7 Rattus norvegicus Var “Holtzman”, tal como se muestra a continuacion:

Tabla 4: Reemplazando a cada parametro se obtuvo.

1 0,20 5100 2520 51 0 3315
2 0,22 6400 1792 128 34 3827
3 0,34 5250 2440 178 0 3990
4 0,24 7000 2430 140 0 3430
5 0,33 6000 2160 140 0 3480
6 0,32 4900 1862 200 40 2989
7 0,17 6400 2304 216 35 3712
Media 0,26 5864,29 2215,43 150,43 15,57 3534,71
E;Z‘é'j;r'o” 0,07 793,05 289,93 54,96 19,51 337,68
Precision 0,07 820,00 300,00 60,00 8,00 350,00
n muestra 20,4 19,7 19,6 17,6 125,0 19,6
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A continuacién, el tamafio adecuado para medir y comparar todos los parametros fue
de 20 ratas para el grupo experimental, a excepcién de la cantidad de eosinofilos. En relacion
con el grupo control, se fijo el tamafio por la mitad, es decir, 10 ratas, lo que dio como
resultado un tamafio de muestra total de 30 ratas (15 hembras y 15 machos), los cuales fueron
seleccionados mediante un muestreo probabilistico aleatorio simple. En cuanto al pardmetro
eosindfilo, debido a su enorme dispersion, se requiere un tamafio muy grande (n=125), lo

cual esta fuera del alcance para este estudio.

Criterios de inclusion

a) Rattus norvegicus Var “Holtzman” de ambos sexos.
b) Rattus norvegicus Var “Holtzman” no gravida.
C) Rattus norvegicus Var “Holtzman” de peso corporal éptimo de > 250 a <300 g.

Criterios de exclusién

a) Rattus norvegicus Var “Holtzman” de menor peso corporal.
b) Rattus norvegicus Var “Holtzman” si Se encuentran gravidas.
C) Rattus norvegicus Var “Holtzman” con signos de enfermedad.

En esta investigacion se aplicd un muestreo probabilistico aleatorio simple debido a
que la informacion que surja de la muestra se extienda a la poblacion de estudio y porque

todos los miembros de la poblacion tienen la posibilidad de formar parte de la muestra(®).
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V. INDEPENDIENTE
Extracto etanélico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi”

3.6.

Variables y operacionalizacion

La maceracion es un
proceso de
extraccion solido-
liquido y las hojas
de Minquartia
guianensis Aubl
“huacapi” poseen
una serie de
compuestos solubles
en los reactivos de
extraccion ™

La solubilidad se refiere a
la capacidad que posee el
extracto etandlico de las
hojas de Minquartia
guianensis. Aubl
“huacapt” para formar
una solucién homogénea.

Estudio fitoquimico
cualitativo de los
metabolitos presentes en
el extracto etandlico de las
hojas de Minquartia
guianensis. Aubl
“huacap.

Identificacion de Las hojas de L Agua destilada
la especie Minquartia Certlflgac_lon Etanol
' guianensis Aubl. | Taxonémica. Metanol
Butanol Fichade
Hexano ) Nominal ver_ificacién
Soluble Acetato de etilo wsug! de
Disolucion fisica Solubilidad o Cloroformo solubilidad.
del extracto. ' Benceno
Insoluble . .
Eter etilico
Eter de petroleo.
FeCI3 1%
Compuestos
Fendlicos. AICI3 1%
Flavonoides
Flavonoides Shinoda
Taninos Gelatina/NaOH
Identlflcac!én de ﬁlgg:g:ggz Presencia (+) Dgg;;&(ljnodrff Nominal Escala cualitativa
metabolitos . visual.
secundarios Alcalo!des Ausencia (-) Mayer
’ Alcaloides Popoff(hager)
Alcaloides Wagner
Alcaloides Sonnenschein
Esteroides y/o Liberman-
triterpeno burchard
Esteroides Salkowski.
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V. DEPEDNIENTE

Toxicidad aguda

Se trata de efectos
adversos que se
producen después de
la administracion
oral de una sustancia
a una sola dosis
sobre las especies de
ensayo durante 14
dias 9,

Se ha establecido que la
toxicidad aguda se induce
a las especies de
laboratorio a una dosis
letal media, guiado por la
normativa OCDE 423,
dosis limitada calculada
sobre peso corporal y
administracion oral. La
base de datos en efecto es
la observacion, el testde
Irwin y el analisis de los
parédmetros hematologico
y anatopatolgico &7

Fichade

SNC. Motora. L
Leve. 9 recoleccién de
Test de Irwi Sedacion datos de test d
estae frwin. Parametros de Dolor - atos de test de
. Moderado. S Nominal Irwin
test de Irwin. Excitacion modificado
Pronunciado Estereotipia '
: Automatico.
Pardmetros hematologicos Neutréfilos Ordinal F",:ha de
g fuera de los Alterado. ; parametros
hematologicos. Monocitos -
rangos Eosincfilos hematoldgicos.
normalizados. Linfocitos.
Cerebro,
Higado
Rifion, .
Anélisis Dafio del Testiculo recg:gggigr? de
. organo Ovario, Bazo | Nominal
macroscopico. . datos
blanco. Estomago, macroscopico
Pulmén y '
Andlisis Corazon.
Anatomopatolé-
gico. Cerebro,
Higado
Dafio tisular y Rifién,
Analisis celular de Testiculo . Analisis
. P ; . Nominal . .
microscopico. organos Ovario, Bazo histopatoldgico.
blanco. Estomago,
Pulmén,

Corazon.




3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1.

3.7.2.

Técnicas

El desarrollo de la técnica se realiz6 siguiendo los procedimientos observacionales
en la investigacion experimental, de la cual se recolectd los datos obtenidos en un
momento inicial y final relacionado con la toxicidad aguda del extracto etandlico. Para
ello se prepard una lista de chequeo. Se administrd una solucién homogénea del extracto

vegetal etandlico de las hojas Minquartia guianensis Aubl “huacapt”(4.68.69),

Descripcién

El ensayo toxicolégico

Proporciona datos acerca de los efectos del extracto del vegetal en los 6rganos de
Rattus norvegicus Var “Holtzman”. Se llevé a cabo siguiendo las pautas de los métodos
de clase toxicidad aguda oral OCDE 423 (Organizacion para la Cooperaciéon y el
Desarrollo Econémico). Segun las Normas Eticas de la Union Europea para la
Experimentacion del Animal. Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio
(Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)®7:58.70),

Tabla 5: Valoracion de toxicidad aguda en funcion a la dosis®47),

Toxicidad Via:
aguda 2000 mg/kg
(OCDE 423)  Oral 30 (Hy M) Dosis Unica peso corporal.
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Figura 5: Obtencion del extracto etandlico de las hojas de Minguartia guianensis Aubl

“huacapy” (273,
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Figura 6:

FeCl, 1%
AICI, 1%
Shinoda
Gelatina /NaOH
Bertrand
Dragendorff
Mayer

Popoff (hager)
Wagner
Sonnenschein
Libermann-
burchard
Salkowski

A

Compuestos fendlicos
Flavonoides
Flavonoides

Taninos

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Alcaloides

Esteroides y/o terpeno
Esteroides

guianensis Aubl “huacapi” (/374),

|
Agua destilada
Etanol
Metanol
Butanol
Acetato de etilo
Cloroformo
Hexano
Acetona
Eter etilico
Benceno
Eter de petr6leo

Analisis cualitativo y la solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Minquartia
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Figura 7: Procesamiento de las técnicas para la evaluacion de la toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Minquartia

guianensis Aubl “huacapu” en Rattus norvegicus Var “Holtzman ”.
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Acondicionamiento de la especie animal en experimento

En el bioterio, centro de control de calidad de medicamento del Ministerio de Salud de
Chorrillos-Lima, se adquirio la especie con peso promedio de 240 g + 10 g (rata hembra) y 280
g = 10 g (rata macho) respectivamente. Se albergd en el bioterio Nro. 2 del laboratorio centro
de investigacion farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
privada Norbert Wiener. Ambiente de connotacion ética de la institucion durante 7 dias de
duracion. Alimentacién planificada y con agua purificada, limpieza periddica y control de la
luz 12 horas, pernoctando en oscuridad 12 horas. Con el rétulo adecuado para cada género. Se
establecid con estricta atencion y respecto al bienestar de la especie en experimento y con

debida atencion y respeto hasta finalizar la investigacion(®470.75.76),

Tabla 6: Aleatoriamente agrupados animales de experimentacion.

1 GARHB (1 a 5) 4 GBRMB (1 ab)
2 GARHT (6 a 10) 5 GBRMT (6 a10)
3 GARHT (11 a 15) 6 GBRMT (11 a 15)

Fuente: Instrumento de investigador.

Desarrollo y administracion de la evaluacion de toxicidad aguda

La evaluacion se realiz6 en el laboratorio, centro de investigacion farmacéutica de
Facultad de Farmacia y Bioguimica, bajo la supervision de la Dra. Juana Elvira Chavez Flores.
Las Rattus estuvieron en ayuno durante 24 horas a base de agua purificada, asi como el pesado
final para el calculo de la dosis correspondiente. El extracto etandlico de las hojas de Minquartia

guianensis Aubl “huacapu” fue pesado en la balanza analitica y se disolvié en agua destilada.

Administracion
Se cargo el volumen correspondiente de cada rata de ambos sexos en la jeringa de 1 mL
antes de instalar la sonda orogastrica Nro. 18 aceros en la jeringa de 1 mL, siguiendo el método

dosis Unica limite de 2000 mg/kg (OCDE 423)“058.77)  Es sujetado en posicion vertical, sé
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administré por la via oral®. Administrando agua destilada 1,5 mL a los grupos blancos con

sus instrumentos esterilizados respectivamente(7475),

Observaciones del efecto toxico en animales del experimento

Una vez completado el tratamiento con el extracto etanolico del vegetal, de acuerdo con
el peso corporal y volumen en mL correspondiente de Rattus. Se observd el efecto letal del
extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” durante 24 horas. A
continuacion, se observaron eventos clinicos del efecto toxico en estado general de las especies
en experimentos durante 14 dias, evaluados sobre los parametros test de Irwin mejorados para
Rattus en cuanto al comportamiento, actividad sensorial (visién, audicion); neuromuscular
(movimiento, incoordinacion). Sistema auténomo(26477), Una vez finalizado el estudio, se lleva
a cabo la eutanasia (muerte sin afliccién) y fueron anestesiados con pentobarbital sédico por la

via intraperitoneal.

Extraccién sanguinea punzén intracardiaca de la Rattus norvergicus Var “Holtzman”

Se tomo una muestra sanguinea de puncion intracardiaca: En posicion de cubito supino
y luego el punzdn en el ventriculo izquierdo extrayendo 3 mL de sangre, se cargd en los tubos
que contienen anticoagulantes y posteriormente homogeneizadas con un movimiento suave
durante unos segundos para mezclar la muestra y luego el analisis hematolégico("®).

Proceso y recuento de células sanguineas: Se utiliz6 EDTA-k3 para el analisis
hematoldgico. Expresado en gramo por decilitro (g/dL), para definir las alteraciones de los
valores normales, y se mide a través de la centrifugacion. Las cantidades normales de

hemoglobina son variables, asi como también depende de los factores edad, sexo y lugar(78.79),
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Tabla 7: Valores referenciales hematologicos.

Rata 35-45

7,2-9,6 12- 17-211 14,0 20
18

Tabla 8: Procesamiento y determinacion de la linea roja("®8089),

-Hematocrito

-Centrifugado para detectar - Microcapilares.
células anormales. - Centrifuga.

- Papel milimetrado

-Hemoglobina -Se vertid en tubo de ensayo - Micropipeta -Drabkin
5mL

-Hematies -Homogeneizado. - Pipeteador bucal.
-Se leyo6 el 5° - La camara -Hayem
cuadrante. de Neubauer.

-Formula -RBC = Recuentos de los hematies (nimero de hematies por mm® de
sangre).

-RBC=H x 50x | H = Hematies contados en 5 cuadrantes medianos.

10xD D = Factor de dilucién (200).
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Tabla 9: Procesamiento y recuento de leucocitos en liquido de Tirk €0-82),

-Neutrofilos -Homogeneizado -Pipeteador bucal.  -Violeta azulado.

-Linfocitos la sangre con - Camara -Rosado intenso a

-Monocitos el liquido de de Neubauer. Naranja

-Eosindfilos turk y

-Basofolilo leer 4 cuadrantes

-Férmula -WBC = Recuento de leucocitos (nimero de leucocitos por mm®
de sangre)

-WBC = (L/4) L = Leucocitos contados en 4 cuadrantes grandes

x50xD D = Factor de dilucién (20)

El procedimiento de la autopsia

Para la diseccion de Virchow, se utilizé hoja de bisturi nimero 15. Se ubicé las ratas en

forma de cubito supino y se efectud la incision en el pelaje. Asimismo, en la pared abdominal de

forma (), desde la region pubis coxal hasta la linea media que llega al torax(76.83),

Se llevo a cabo la evisceracion con diligencia y con procedimientos delicados, los 6rganos

diana fueron extraidos para el analisis anatomopatolégico, de manera que se utiliz6 métodos para

conservacion las caracteristicas anatomicas normales, también su color y olor. En la cual el

sangrado caracteristico por la ruptura de los vasos sanguineos producto de la manipulacion, fue

posteriormente lavado con agua destilada®®89), Finalmente, colocados en los recipientes con

solucion de formol al 10% y asignado con su correspondiente codigo de cada grupo en estudio. La

muestra distribuida de ambos especie por género en experimentacion y blanco.
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Las etapas de preparacion para elaborar la muestra de tejido

Se aplicd la técnica de necropsia extrayendo con prontitud los 6rganos para conservar
las caracteristicas morfoldgicas de Rattus cuando estaban en vida para el analisis microscopico.

Cabe aclarar que la obtencién de la muestra influye la calidad para los resultados(®386.87),

Evisceracion de drganos y del encéfalo

Inmersién de los tejidos de testiculo, ovario,
rifdn, bazo, estdbmago, higado, corazon,
pulmén y cerebro en formaldehido al 10%.

La eliminacion del fijador en alcohol
absoluto

Sustitucion de alcohol por el xilol

Impregnacion de parafina y formar bloques

Microtomo (tipo Minot), corte delgado y
transparente de 4 a 7 um de espesor

Contraste hematoxilina y eosina

Incorporacion de gotas de resina

Microscopio Optico

» Resultado e interpretacion

Figura 8: Procedimiento de las técnicas histopatoldgico de los tejidos (83:86),
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3.7.3. Validacion.

Se elabord un formato adaptado para la investigacion sobre la base del test de Irwin,
que contiene el registro de diversos datos de los parametros y fue certificado por tres
profesionales Quimico Farmacéutico investigadores en farmacologia experimental con
grado de doctor y magister.

3.7.4. Confiabilidad

3.8.

Por lo que se refiere a la confiabilidad del instrumento, en el caso del ensayo
experimental se realiz6 analisis preliminar cualitativo fitoquimico, test de Irwin mejorado:
El procedimiento observacional recomendado por la (ICH) para la evaluacién de la seguridad
farmacoldgica, pardmetro hematoldgico y anatomopatolégico. Se redact6 en formatos los
diferentes resultados segun las muestras, este instrumento es factible porque se ajustan a los
pardmetros existentes para detectar efectos de la sustancia. Para la confiabilidad de los
instrumentos se utiliza el paquete estadistico IBM SPSS STATISTICS version 25.

Procesamiento y analisis de datos

Se recolect6 la informacion y se redactaron los datos obtenidos en hojas de word
durante el tiempo de evaluacion hasta que finalizé la investigacion. Se tabularon en hojas de
calculo en Excel de acuerdo a cada objetivo, variables y dimensiones del estudio. A
continuacion, los datos recopilados se envian a un paquete estadistico IBM SPSS version 25,
regresion logistica probit con un nivel de probabilidad de p <0, 05. De igual modo, el analisis
descriptivo e inferencial para la prueba de hipétesis, también aplico la prueba de T de
Student, prueba de U de Mann-Whitney para la prueba de hipétesis. Se concluye de acuerdo
con los resultados expresados en tablas, figuras e interpretados para el informe de la

investigacion“9),
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3.9. Aspectos éticos

En consideracion al articulo 25 de la ley 30407 (Ley de proteccion y bienestar de los
animales), que establece la prohibicién del uso animal en procesos de investigacion, excepto
para ser utilizado en la ciencia y la salud publica. Se utilizaron 15 Rattus norvegicus Var
“Holtzman” hembras y 15 Rattus norvegicus Var “Holtzman” machos, manipuladas con
respeto a los animales de experimentacion, lo cual fue aceptado por el Instituto Nacional de
Salud (INS)®%8) Asi mismo, se efectud la investigacion bajo los lineamientos de ética

experimental de la institucion privada Universidad de Norbert Wiener.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1. Resultados
4.1.1. Andlisis descriptivo de resultados

Tabla 10: La solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl

“huacapu”.

Agua destilada . H,O +
Etanol . EtOH +
Metanol . MeOH +

Butanol n - BuOH -
Acetato de etilo EtOAC -
Cloroformo CHClL -
Hexano Hex -
Acetona Me,CO -
Benceno Bz -
Eter Etilico Et,Ot -
Eter de petroleo EP -

En la tabla 10, se observd el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl
“huacapu”, soluble en solventes polares tales como: agua destilada, etanol, metanol e insoluble en
solventes apolares, como butanol, acetato de etilo, cloroformo, hexano, acetona, acetona, éter

etilico, éter de petrdleo.
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Tabla 11: Analisis cualitativo de metabolitos de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”.

FeCl;1% Compuestos fenolicos Verde azulado +
AICI51 % Flavonoides Presencia de halo amarillo en Luz UV. +
Etandlico De las Shinoda Flavonoides Color rojo oscuro +
En 70° hojas Gelatina /NaOH taninos Precipitado blanco lechoso. +
Bertrand Alcaloides Precipitado blanco +
Dragendorff Alcaloides Precipitado naranja +
Mayer Alcaloides Precipitado blanco +
Popoff (hager) Alcaloides Precipitado amarillo +
Wagner Alcaloides Café Precipitado marron +
Sonnenschein Alcaloides Precipitado amarillo verdusco +
Libermann- Burchard Esteroides y /o triterpeno Amarillo rojizo +
Salkowski Esteroides Coloracion roja +

Leyenda: Ausencia (-), Presencia (+)

Como se muestra en la tabla 11, se observé el analisis cualitativo preliminar del extracto etanélico de las hojas Minquartia guianensis
Aubl “huacapt” y metabolitos secundarios, tales como de compuestos fenolicos, flavonoides, taninos, alcaloides, esteroides / triterpenos

y esteroides.
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Tabla 12: Resultado. Test de Irwin mejorado, en Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

Especie vegetal: Minguartia guianensis Aubl “huacapu”.

Peso: GARH: 240g+/- GBRM: 280g+/- Dosis: Limite de 2000 mg/kg (OCDE 423) Administracion: Viaoral

Sustancia: Extracto vegetal, Agua destilada. Fecha: 27 de mayo de 2022 / Hora de administracion 3 pm. Frecuencia: Dosis Unica.

Responsables: Julia Espinoza Rivera y Janet Servan Meléndez

N° Grupos: GARH (5Blanco) Y (10Tratado). Observacion y respuesta en 48h Observacion y respuesta en 12 dia
GBRM (5Blanco) Y (10 Tratado)

TOTAL: En evaluacion 30 Ratas. tiempo de
respuesta pl| @

20
1h

Catalepsia

Acinesia

Ataxia R e e e e e

Trastornos de la marcha (laminacion) - -T1-1-T1-1-7T-1-1-1-1-"7T-"7T-1-1-1-1-01-91-1-"71-

Trastornos de lamarcha (puntadelospies) | - | - | -| - |- |- |-|-|-[-|-|-|-|-/[-/|-"1-1|-/-1/1-/1-*-

Descoordinacién motora 4l -1-1-1-1-1-1T-1-1-1-1-1-1-"1-"1-1-1-71-71-"T"1-

Pérdida de traccién

somaético al S.N C.)

SNP (Motor:

Perdida de reflejo

Perdida de jadeo

Disminucién de la actividad

Disminucién del miedo / sobresalto

Disminucién de la reactividad al tacto

Sedacion

Disminucion tono misculos /abdominales

Retorciéndose

B R S I I I
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

Frecuencia respiratoria

Dolor

Analgesia

Convulsiones /tonica/ atonica/ mixtas

Temblor fino / fuerte en cuerpo

Cola de straud

Mayor actividad

Sobresalto/ Saltar

Excitacion.
(simpética)

Aumento de miedo/mayor sobresalto.

Mayor reactividad al tacto

Aumento tono musculos/ abdominales

Reaccion de alarma

Agresioén / irritabilidad

Emplazamiento

Estereotipias movimiento de la cabeza

Estereotipias masticando

Estereotipias olfateando

Rascarse

Estereotipia
(comporta.)

Fasciculaciones

RSN E R R B B S [ B g R ey o S
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

Opticos: Ptosis palpebral

Optico: Exoftalmia / Enoftalmia

Optico: Miosis/ midriasis

Optica: Nistagmos

Defecacion/ Diarrea

Orinar

[ N I N T N

Secrecion: Salivacion

Secrecion: Lagrimeo

Orejas: pélidas

Orejas: hiperemia

Orejas: cianosis

(]
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

Piloereccion

SNP: Motor Eferente

Automatico

Hipotermia / Hipertermia

Agresivo

= Q h
2.2 | Pasivo
® | Temeroso

LR E R
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

Otra | Muerte /Necropsia

Leyenda: Normal (4), Ausente (-), Leve (+), Grave (++).
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Los resultados de la tabla 12, se consolidd lo observado de un periodo de 14 dias, previo
seguimiento del parametro test de Irwin mejorado para rata y adaptado para esta investigacion. Las
observaciones del grupo experimental en comparacion a grupo control, tratado con el extracto
etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” a una dosis 2000 mg/kg. Se
considerd, seglin Lopez D (2011)®4, asignar una puntuacion de 0 a 8 para los items y punto base
4 (normal), para los efectos toxicos del extracto etandlico en andlisis. En la cual se manifesto
actividades de desplazamiento y coordinacion motora normales en ambos grupos. Las funciones
fisioldgicas de grupo control y experimental se evidencié normal. La actividad comportamental se
manifesté normales en grupo control y experimental. Se evidencio en las observaciones de cada
item que el extracto de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” que no produjo efectos toxicos

sobre el sistema nervioso central.

Tabla 13: Resultado de observacion macroscépica de los 6rganos tratados y blanco de Rattus

norvegicus Var “Holtzman”.

Cerebro - - Cerebro - -
Pulmén - - Pulmon - -
Corazbn - - Corazén - -
Higado - - Higado - -
Estomago - - Estémago - -
Bazo - - Bazo - -
Rifién - - Rifion - -
Ovario - - Testiculo - -

Leyenda: Normal (-), leve (+), moderado (++), cevero (+++).

En la tabla 13, se muestran los resultados de las observaciones macroscépicas de los
6rganos diana de mayor irrigacion, que fueron tratados con el extracto etandlico de las hojas
Minquartia guianensis Aubl ‘“huacapu”. Se visualizd el color normal, se percibid el olor
caracteristico. Sobre todo, conservo su anatomia. Sin presentar lesiones en los diferentes 6rganos

estudiados.
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Tabla 14: Parametros hematoldgicos en Rattus norvegicus Var “Holtzman” tratadas con extracto etanolico de las hojas de Minquartia

guianensis Aubl “huacapu”.

Media 5,22 15,66 0,47 8800,00 4128,20 329,40 4132,20 208,20
Desviacion
Control 0,04 0,64 0,02 751,66 579,98 177,17 1197,06 100,78
(n=5) estandar
n=
CV.% 0,82 4,10 4,08 8,54 14,05 53,79 28,97 48,40
Mach Mediana 5,23 15,60 0,47 8900,00 4240,00 320,00 3827,00 188,00
acho
Media 513 15,22 0,46 11595,00 5063,60 309,40 5698,80 256,00
) Desviacion
Experimental ) 0,24 0,91 0,03 1678,70 1825,40 222,18 1279,25 151,26
estandar
(n=10)
CV.% 4,71 5,98 5,94 14,48 36,05 71,81 22,45 59,09
Mediana 5,20 15,30 0,46 11775,00 5340,50 331,50 5598,00 244,50
Media 4,65 13,54 0,41 7600,00 2993,80 74,60 4521,60 16,20
Desviacién
Control 0,16 0,52 0,02 291,55 155,08 105,72 260,55 36,22
(n=5) estandar
n=
CV.% 3,44 3,86 3,86 3,84 5,18 141,71 5,76 223,61
Hermb Mediana 4,64 13,50 0,41 7500,00 3040,00 0,00 4440,00 0,00
embra
Media 4,99 14,62 0,44 7660,00 3674,40 170,60 3737,40 77,60
. Desviacion
Experimental . 0,23 0,77 0,02 359,63 450,10 65,88 342,29 83,19
estandar
(n=10)
CV.% 451 5,30 5,09 4,69 12,25 38,62 9,16 107,20
Mediana 4,99 14,50 0,44 7700,00 3612,50 157,00 3651,00 75,50
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En la tabla 14, se presentaron las estadisticas descriptivas de los parametros hematoldgicos
y fueron calculados por separado Rattus machos y hembras del grupo control y el grupo
experimental, el cual fue tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minguartia guianensis
Aubl “huacapi” en una dosis de 2000 mg/kg. En las Rattus hembra se ha podido observar el grupo
tratado con el extracto, con un promedio de 4,99 millones de recuentos de hematies por mm?, lo
cual fue superior al grupo control con solo 4,65 millones por mm?. Esto también se observo al
comparar los promedios de los otros pardmetros con la excepcion de los neutréfilos. En
comparacion con los Rattus macho, se observaron ligeras disminuciones en los hematies,
hemoglobina, monocitos, mientras en el namero de leucocitos, linfocitos, neutréfilos y eosinofilos
los promedios del grupo experimental fueron superiores al grupo control. Ademas, se presentan
medidas de dispersion absoluta (desviacion estandar) y relativa (C.V.% coeficiente de variacion);
en general el recuento de hematies, hemoglobina, hematocritos presentaron una clara
homogeneidad relativa (C.V. < 10%), mientras que los valores de monocitos y eosinéfilos
presentan una mayor variabilidad relativa (C.V. > 50%). Asimismo, se observo el valor de la
mediana, que al comparar entre grupos se llega a la misma conclusion de la comparacién de los

promedios.

Tabla 15: Distribucion del peso promedio de Rattus norvegicus Var “Holtzman” tratadas con

extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” segun fechas.

Grupo control macho 2534 237,8 264,2
Grupo experimental macho 257,1 2422 258,2
Grupo control hembra 228,2 219,0 237,0
Grupo experimental hembra 237,2 2129 237,0

Fuente: Instrumento del investigador.

48



300.0

250.0

200.0

150.0

100.0
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0.0
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e (SrUPO control macho
Grupo control hembra

Fecha 7

Fecha 14

Grupo experimental macho
Grupo experimental hembra

Figura 9: Se mostraron la distribucidn del peso promedio de Rattus norvegicus Var “Holtzman”

tratadas con extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapa”

segun fechas.

En la tabla 15 y la figura 9. Los pesos de Rattus se han mantenido constantes durante el

seguimiento del estudio; se pudo observar que estos se mantienen constantes a lo largo de las

fechas, no se ha detectado una alteracién significativa del peso.

95% Cl Recuento Hematies (m/ mm3)

Grupo control

Tratamientos

Grupo experimental

Sexo

I Macho
I Hembra

Figura 10: Se mostraron el valor promedio del recuento de hematies en Rattus norvegicus Var

“Holtzman” tratados con el extracto etandlico experimental.
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Las barras de error de la figura 10 presentaron la estimacion de los niveles promedio del
recuento de hematies mediante intervalos de confianza al 95%. Observamos claramente que en el
caso de las ratas hembra el valor promedio del grupo experimental es superior al grupo control,
mientras que en el caso de los Rattus macho el intervalo del grupo control esta contenido en el

grupo experimental.

Sexo

I Macho
I Hembra

16,00

15,00

14,00

95% Cl Hemoglobina (gidL)

13,00

12,00

Grupo control Grupo experimental

Tratamientos

Figura 11: Se mostraron el valor promedio de hemoglobina en Rattus norvegicus Var

“Holtzman” tratadas con el extracto etandlico experimental.

De manera analoga, las barras de error de la figura 11 presentaron la estimacion de los
niveles promedio de hemoglobina mediante intervalos al 95% de confianza. Observamos
claramente en el caso de las Rattus hembra, el valor promedio del grupo experimental es superior
al grupo control, mientras que en el caso de los Rattus macho méas de la mitad de los intervalos

estan traslapados como signo de igualdades de dichos promedios.
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17,00

16,00

15,00 ‘

14,00

95% Cl Hemoglobina (gidL)

13,00

12,00

Grupo control Grupo experimental

Tratamientos

Sexo

I Macheo
I Hembra

Figura 12: Se mostraron el valor promedio del % de hematocritos en Rattus norvegicus Var

“Holtzman” tratados con el extracto etandlico experimental.

Elanalisis de la figura 12 indica que la estimacion intervalica del hematocrito promedio en

el caso de las Rattus hembra del grupo experimental es superior al grupo control, mientras en el

caso de los Rattus macho, los intervalos estdn casi completamente traslapados como signo de

igualdad dichos promedios.

13000
12000
11000
10000

Q000

T T

Fooo

95% CIN° Leucocitos (mm3)

Sexo

I macho
I Hembra

Grupo control Grupo experimental

Tratamientos

Figura 13: Se mostraron el valor promedio del nimero de leucocitos en Rattus norvegicus Var

“Holtzman” tratados con el extracto etanolico experimental.
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De acuerdo con las figuras anteriores, la figura 13 estimaron que los valores promedio del
numero de leucocitos en el caso de los Rattus macho del grupo experimental son totalmente
superiores al grupo control, mientras en el caso de las Rattus hembra, el intervalo de prondstico

del grupo experimental esta contenido en el grupo control lo cual indica igualdades dichos

promedios.
7000 Sexo
I Macho
I Hembra
5000
(9
E
E
o 5000 *
o
=
(&)
L
=]
= 4000
(] —
=
e}
=3
3000 I
2000

Grupo control Grupo experimental

Tratamientos

Figura 14: Se mostraron el valor promedio de linfocitos en Rattus norvegicus Var “Holtzman”

tratados con el extracto etandlico experimental.

El analisis de la figura 14 indica que la estimacion intervalica del namero promedio de
linfocitos en caso de las Rattus hembra del grupo experimental es superior al grupo control,
mientras en el caso de los Rattus macho, los intervalos estan casi completamente traslapados como

signo de igualdades dichos promedios.
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Sexo

I Macho
I Hembra

B00
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95% ClMonocitos (mm3)

Grupo control Grupo experimental

Tratamientos

Figura 15: Se presentaron el valor promedio de monocitos en Rattus norvegicus Var

“Holtzman” tratados con el extracto etandlico experimental.

El andlisis de la figura 15 mostraron intervalos traslapados, lo cual no permite afirmar de
manera clara que el namero promedio de monocitos en el caso de las Rattus hembra del grupo
experimental sea superior al grupo control. Esto se definird mediante pruebas de hipdtesis,
mientras en el caso de los Rattus macho, los intervalos estan totalmente traslapados, lo que indica

igualdades de dichos promedios.

Sexo

I mMacho
I Hembra

Fooo
6000
5000

o I

3000

95% Cl Neutrofilos (mm3)

2000

Grupo control Grupo experimental

Tratamientos

Figura 16: Se presentron el valor promedio de neutrofilos en Rattus norvegicus Var “Holtzman”

tratados con el extracto etandlico experimental.
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El andlisis de la figura 16 indicaron que la estimacion intervalica del nimero promedio de
neutrofilos en caso de las Rattus hembra del grupo experimental es bastante inferior al grupo
control, mientras en el caso de los Rattus macho, la situacion es todo lo contrario. Sin embargo, el
traslape de los intervalos no permite adelantar una conclusién, lo cual se definird mediante las

pruebas de hipotesis.

Sexo

I Macho
I Hembra

400

300

200

100

I

-100

95% Cl Eosinéfilos (mm3)
l
|

Grupo control Grupo experimental

Tratamientos

Figura 17: Se presentaron el valor promedio de eosinéfilos en Rattus norvegicus Var

“Holtzman” tratados con el extracto etandlico experimental.

Segun el analisis de la figura 17, el intervalo traslapado no permite comparar con nitidez
el nimero promedio de eosinofilos, tanto en el caso de las Rattus hembra como en Rattus machos;

esto se definird mediante las pruebas de hipdtesis.
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4.1.2. Prueba de Hipotesis

Prueba de la hipotesis general

HO: El extracto etanodlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” no
presenta toxicidad aguda en una dosis de 2000 mg/kg en Rattus norvegicus Var

“Holtzman”.

HZ1: El extracto etan6lico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacap” presenta
toxicidad aguda a una dosis de 2000 mg/kg en Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

Técnica estadistica: Prueba T para muestras independientes.

Criterio

Si el p valor es menor a 0,05 se rechaza la hipotesis nula HO y se acepta la H1.
Si el p valor es mayor a 0,05 no se rechaza la hipétesis nula HO.
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Tabla 16: Prueba t de Student para la igualdad de medias

Recuento Hematies

-0,766 13 0,457 -0,08
(m/ mm3)
Hemoglobina

-0,960 13 0,355 -0,44
(g/dL)
Hematocrito (%) -0,947 13 0,361 -0,01

Macho N° Leucocitos

3,501 13 0,004 2795,00
(mm?)
Linfocitos (mm?) 1,100 13 0,291 935,40
Monocitos (mm®) -0,174 13 0,864 -20,00
Neutrofilos (mm?®) 2,280 13 0,040 1566,60
Eosindfilos (mm?®) 0,634 13 0,537 47,80
Recuento Hematies

3,031 13 0,010 0,34
(m/ mm3)
Hemoglobina

2,791 13 0,015 1,08
(g/dL)
Hematocrito (%) 2,825 13 0,014 0,03

Hembra N° Leucocitos

0,322 13 0,753 60,00
(mm3)
Linfocitos (mm?) 3,234 13 0,007 680,60
Monocitos (mm?®) 2,183 13 0,048 96,00
Neutrofilos (mm?®) -4,483 13 0,001 -784,20
Eosindfilos (mm?®) 1,555 13 0,144 61,40

La tabla 16 se presentaron la comparacion de los valores promedio del Grupo experimental
- Grupo control; las diferencias positivas indican un mayor promedio del grupo experimental,
mientras que las diferencias negativas indican que el grupo experimental presentd un valor
promedio menor en el pardmetro correspondiente. La justificacion de la prueba t de Student se
justifica por medio de la prueba de normalidad de los datos mediante la técnica de Shapiro-Wilk,

que se muestra en el anexo cuatro.
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En el caso de los Rattus macho, se observaron que el p valor para la comparacién del
numero de leucocitos y neutrofilos es significativo (p valor < 0,05) con una diferencia positiva a
favor del grupo experimental, por lo tanto, a un nivel de significancia del 5%. Para estos casos dos
parametros se puede rechazar la hipdtesis nula Ho y concluir que el extracto etanélico de las hojas
de Minquartia guianensis Aubl “huacapt” presenta toxicidad aguda a una dosis de 2000 mg/kg en

los Rattus macho de la cepa “Holtzman”.

En el caso de las Rattus hembra se observaron que el p valor para la comparacion del
recuento de hematies, hemoglobina, hematocrito, nimero de linfocitos, monocitos y neutréfilos es
significativo (p valor < 0,05) con una diferencia positiva a favor del grupo experimental, excepto
el nimero de neutr6filos donde la diferencia es negativa, por lo tanto, a un nivel de significancia
del 5%, para el caso de estos seis pardmetros se pueden rechazar la hipdtesis nula Ho y concluir
que el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” presenta toxicidad

aguda a una dosis de 2000 mg/kg en Rattus norvegicus Var “Holtzman” en las Rattus hembras.

Analisis anatomopatoldgico de los tejidos de los 6rganos de Rattus norvegicus Var

“Holtzman”

La evaluacién de tejidos mediante la aplicacion del método de histopatologia y la
observacion en el microscopio y el resultado se muestra en la captura de la microfotografia de
tejidos de los 6rganos de grupo control, a los cuales se administré agua destilada 1 mL/100 y
comparada con el resultado de la microfotografia de los tejidos de érganos de grupo experimental,
el cual fue administrada el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl
“huacapu” la dosis Unica de 2000 mg/kg de peso corporal. El tratamiento con el extracto ha

transcurrido 14 dias, finalizado el experimento se mostraron en el resultado.

57



Tabla 17: Analisis del efecto de Toxicidad del extracto etanolico de las hojas de Minquartia

guianensis Aubl “huacapu”

Normal 5 50,0 2 10,0
Cerebro Leve 2 20,0 8 40,0 0,073
Moderado 3 30,0 10 50,0
Corazon Normal 10 100,0 20 100,0 1,000
Normal 1 10,0 0 0,0
Leve 6 60,0 4 20,0
Pulmén 0,020
Moderado 2 20,0 13 65,0
Severo 1 10,0 3 15,0
Normal 8 80,0 18 90,0
Higado Leve 1 10,0 1 50 0,456
Moderado 1 10,0 1 5,0
Normal 4 40,0 0 0,0
) Leve 3 30,0 12 60,0
Estémago 0,077
Moderado 3 30,0 6 30,0
Severo 0 0,0 2 10,0
Normal 10 100,0 19 95,0
Bazo 0,480
Leve 0 0,0 1 50
Normal 3 30,0 0 0,0
) Leve 5 50,0 3 15,0
Rifndn 0,002
Moderado 1 10,0 14 70,0
Severo 1 10,0 3 15,0
Total 10 100,0 20 100,0
Ovario Normal 5 100,0 10 100,0 1,000
Normal 3 60,0 9 90,0
Testiculo 0,186
Leve 2 40,0 1 10,0
Total 5 100,0 10 100,0
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La tabla 17 se presentaron los efectos de la toxicidad aguda en 6rganos de Rattus de la cepa

“Holtzman” tratados con extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”.

El 50% de las Rattus del grupo experimental presentaron una toxicidad moderada en el
cerebro, mientras que en el grupo control este porcentaje disminuyd a 30%; sin embargo, las
diferencias no fueron significativas (p valor >0,05), en el caso del corazon no se observé ningun
tipo de efecto. Respecto a los pulmones, las diferencias fueron significativas (p valor <0,05), con
un 65% de las Rattus del grupo experimental como una toxicidad moderada y un 15% con
toxicidad severa; por otro lado, en lo que respecta al estbmago no se observaron diferencias
significativas, lo mismo ocurrié con el bazo, en cuanto al rifion se observo diferencias
significativas (p valor < 0,05), lo que resultaron en el 70% de las Rattus del grupo experimental
con dafio moderado y un 15% con dafio severo superé ampliamente los porcentajes observados en
el grupo control; finalmente, con respecto a los ovarios y testiculos, no se observaron diferencias

significativas importantes entre el grupo control y el grupo experimental.
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Figura 18: Se muestra los resultados de los 6rganos de Rattus norvegicus Var “Holtzman” alteracién moderada sobre el

pulmon y rifidn del grupo experimental y el grupo blanco presenta alteracion leve en el rifion y pulmén. El extracto etandlico

de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu’ no evidencio deformacion ni lesiones.
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4.1.3.Discusion de resultados

Los principios de la OMS refuerzan los métodos de investigacion, proporcionan fuentes de
informacion para un estudio adecuada de las investigaciones. Asi mismo, las plantas medicinales
son fuentes de produccion de metabolitos segundarios que desempefian un rol importante en la
farmacologia®, la biodiversidad de la Amazonia peruana aporta diversos estudios sobre la
potencialidad biolégica para descubrir nuevos farmacos112), El objetivo es conocer la eficacia y
seguridad del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapta”, sin
embargo, existe una escasa informacién clinica en cuanto a su seguridad a la ingesta del vegetal
en las comunidades de la Amazonia peruanas(-?®, por esta razon, es importante sefialar la
importancia de los resultados obtenidos en cuanto a componentes quimicos, solubilidad, efectos
de toxicidad sobre los parametros de neurotoxicidad, hematologico y anatomopatoldgico sobre

6rganos diana.

Como resultado, en esta investigacion, al llevar a cabo la prueba de solubilidad del extracto
etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapl”. En la tabla 10 se evidencia tres
componentes quimicos (agua destilada, etanol y metanol) de naturaleza polar con capacidad de
disolver el extracto, este proceso sucede debido a que establece interacciones electrostaticas entre
los dipolos que determinan la solubilidad de los Fitoconstituyentes del extracto y son indispensable
para el analisis®?, por el contrario, es insoluble en solventes apolares (acetato de etilo, cloroformo,
hexano, acetona, éter etilico, benceno y éter de petr6leo). Estos resultados guardan relacion con
otros investigadores para la obtencion de la solubilidad, como Da Silva (2018)(2, quien en su
investigacion del estudio “validacion de las actividades bioldgicas de extractos metandlicos de
Minquartia guianensis Aubl “huacapi””, obtiene en solventes de diferentes polaridades la
solubilidad como apolar y polar. Asi mismo, este proceso es aseverado como lo manifiesta Olga
Lock de Ugaz en su obra Investigacion fitoquimica™. En tal sentido, bajo lo referido
anteriormente y al analizar los hallazgos, es evidente que el extracto etandlico del vegetal tiene

una naturaleza polar que favorece los niveles 6ptimos de los resultados en los ensayos(?.

El propdsito en esta investigacion es identificar cualitativamente los metabolitos

secundarios del extracto etandlico de las hojas de Minguartia guianensis Aubl “huacapa” usando
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diferentes reactivos de precipitacion y coloracion, se muestra en la tabla 11 resultados de los
compuestos fitoconstituyentes. Se trata de compuestos fendlicos que reacciona con cloruro férrico,
lo que produce una coloracion verde y azulada con posible presencia de pirogalol®?. Flavonoides
son identificados por medio del ensayo de shinoda, para flavonoides que se caracterizan en su
estructura de nacleo benzopirona como las flavonas, etc. Al adicionar magnesio seguido del acido
clorhidrico (HCL) se produce coloracion rojo oscuro en una disolucién acuosa o alcohdlicas®?).
Taninos posee una propiedad de reaccionar con proteina, lo que forma un precipitado blanco(9).
Alcaloides con una capacidad de combinarse con metales pesados como mercurio, yodo y
reacciona con un precipitado de color blanco, con capacidad bioldgica y farmacoldgica de la
sustancia®. El resultado del analisis guarda relacion con lo hallado por Da Silva (2018)12), quien
realizé un estudio quimico y una evaluacion de la actividad bioldgica de extractos de Minguartia
guianensis Aubl (Olacéceae). Se concluye que es evidente la presencia de flavonoides y terpenos
en el extracto, al igual que Mejia C, Rengifo S. (1995)@% en su libro Plantas Medicinales de Uso
Popular en la Amazonia Peruana sefialan los componentes presentes de alcaloides, taninos,
antraquinonas, triterpenoides, cardiotdnicos, glicdsidos en la planta de Minquartia guianensis
Aubl “huacapt’”. Es importante determinar preliminarmente la presencia o ausencia de los
compuestos que permiten identificar la caracteristica de la sustancia; cabe sefialar que los métodos
colorimétricos permiten visualizar cualitativamente para identificar, y es aseverado en su obra
investigativa fitoquimica de Olga Lock de Ugaz("™®. También en la obra investigativa, segun
Miranda M, Cuéllar A2, Por esta razon el analisis es significativo, determinar preliminarmente
los componentes quimicos con la identificacion cualitativa del extracto etandlico de las hojas
Minquartia guianensis Aubl “huacapu” y sefalar la presencia de metabolitos secundarios, quienes

son los responsables de las propiedades a las que se lo atribuye al vegetal en estudio.

Por otro lado, esta investigacion tiene el objetivo de determinar la toxicidad aguda del
extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt” en Rattus norvegicus
Var “Holtzman”; enmarcados en la guia OCDE 423 a una dosis limite letal 2000 mg/kg por via
oral, es la ruta de evaluacion de sustancia en un menor tiempo 558, Los resultados de la evaluacion
revelan que el extracto no causd ninguna muerte en 24 horas ni durante los 14 dias en las especies
tratadas, también se evalud los pardmetros test de Irwin (tabla 12) mejorado para ratas y adaptado

para el presente estudio. El resultado del test quiere decir que los fitoconstituyentes del extracto
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no presenta elementos quimicos depresores que puedan afectar al sistema nervioso del animal en
experimento, es decir, manifestaron conductas normales y del mismo modo sus funciones
fisiologicas fueron normales, excepto de las primeras horas, las heces eran blandas, sin signos de
intoxicacion aguda. Frente a la evaluacién efectuada, se puede considerar que el extracto etandlico
de las hojas Minquartia guianensis Aubl “huacapi” en Rattus norvegicus Var ‘“Holtzman” no
presenta toxicidad segun el método OCDE 423®), por lo que presento una dosis DLsy mayor a
2000 mg/kg, en cuanto a que el extracto etandlico no produjo muerte®258), Esta observacion
guardaria relacion negativa con lo hallado por Nguyen N, Vicet-Muro L, et al. (2016)¥, en la cual
se estudiaron el tamizaje fitoquimico y la evaluacion de la actividad sobre el sistema nervioso
central del extracto etandlico en animales de laboratorio, concluye que algunos metabolitos como
los flavonoides pueden producir un efecto sedante, por otra parte, el test de Irwin inicialmente fue
considerado para identificar sustancias depresoras, como es manifestado en su obra test de Stephen
1 (1968)(2). En efecto, bajo lo referido de los resultados no se evidencian la existencia de sustancias
depresoras en los componentes quimicos del extracto etandlico sobre el sistema nervioso central

que influyera en el comportamiento y sistema fisioldgico, lo cual se muestra normal.

Con el fin de conocer los efectos de la toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas
de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”, se emple6 pardmetros hematoldgicos donde se evalta
el estado de salud del Rattus norvegicus Var “Holtzman”, ya que con examenes macroscopicos
pueden ser imperceptible los dafios ocasionados. En la tabla 14 con el paquete estadistico SPSS
version 25 se muestran los resultados, dandonos a entender que existe alteraciones significativas
en analisis hematoldgicos, asimismo, cabe mencionar que para el estudio se agruparon en género
la especie de laboratorio. Los Rattus machos tratados con el extracto presentan un ligero descenso
en el recuento de los pardmetros: Hematies, hemoglobina, monocitos con respecto al grupo control
y el recuento de los parametros: Leucocitos, linfocitos, neutrofilos y eosinéfilos presenta ascenso
con relacion al control. En las Rattus hembras tratadas con el extracto, los parametros
hematoldgicos (hematies, hemoglobina, hematocrito, leucocitos, linfocitos, monocitos,
eosinofilos) se alteran con excepcion de los neutréfilos con respecto al grupo control. Por otro
lado, en la tabla 16, la comparacion de los valores promedio grupo experimental - grupo control
se muestra los parametros para los Rattus machos en cuanto a leucocitos y neutrofilos; esto es

significativo con respecto a los otros parametros. En el caso de las Rattus hembras, se muestra que
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los hematies, hemoglobina, hematocrito, linfocitos, monocitos y neutréfilos son significativos,
excepto los neutrofilos. La revision de las fuentes nos indica que estos resultados obtenidos
tendrian un nexo diferente con lo hallado por Correa S. (2020)("®, quien lleva a cabo el estudio de
evaluacion de toxicidad aguda, en Rattus norvegicus Var sobre parametros hematoldgicos sin
alteracion significativa. Leon G, et al (2011) en su investigacion reporta pardmetro hematologico
referencial de rata cepa wistar de laboratorio en la cual refiere hemoglobina un promedio de 12-
14 para Rattus hembra y 12-15 para Rattus macho(®. Ulloa R, et al. (2017), basado en el
fundamento de la hematologia, plantea que la sangre, su funcidn principal, transporte de
xenobioticos hasta las células del tejido de un érgano, constituida por fraccion liquida (plasma) y
fraccion celular, a saber, la linea roja y blanca. El estudio hematoldgico de los elementos que
constituyen a fin de analizar patologias debido a la sensibilidad del sistema sanguineo a
xenobidticos tdxico que causa alteracion, es precisamente por ello el gran valor de la evaluacion
para el prondstico y extrapolar la toxicidad al ser vivo®?, El resultado sefialado guarda una relacion
entre las variables del estudio y el extracto etandlico de las hojas del vegetal en estudio sobre el
tratamiento en Rattus norvegicus Var “Holtzman”, alter6 dos pardmetros hematoldgicos en los

Rattus macho y en las Rattus hembra seis parametros, por lo tanto, no es significativo.

Por otra parte, el estudio anatomopatoldgico de las muestras de tejidos extraidos con el
proposito de analizar a escala microscopica sobre las alteraciones por consecuencia de la toxicidad
aguda de extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacaptt” en 6rganos de
Rattus norvegicus Var “Holtzman”. En la tabla 17 se evidencia alteraciones en el pulmon que son
significativas en los grupos experimentales, con alteracion moderada (65%) y severa (15%),
mientras que el rifidn presenta alteracion moderada y leve (70%) y severa (15%). En cuanto al
cerebro, corazon, estdbmago, bazo, ovario y testiculos se observa sin alteracion, lo cual siendo el
efecto toxico no significativo. Asi mismo, también estos resultados guardan una relacion distinta
con lo hallado por Agyigra I, Ejiofor J, Magaji M, (2017), quienes al investigar la evaluacion de
toxicidad aguda y subcrénica extracto de metanol tallo-corteza Ximenia americana Linn
(Olacaceae) en rata Wistar, concluyen que produjo cambios anatomicos, lesién minima en rifion,
pulmones y bazo siendo no significativo®®. Otros estudios de revision relevantes; de igual manera,
Correa S. (2020) en su trabajo de investigacion evaluacion de toxicidad aguda de Ambrosia

arborescens Mill, sobre los pardmetros histopatologico concluye que produjo una leve congestion
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sobre los drganos rifion e higado con dosis 2000 mg/kg en Rattus norvegicus(). Segin Arenas C.
(2010), al estudiar microscopicamente tejidos, no seria factible manipular debido a la dificultad
que presenta la manipulacion de los especimenes, ademas también presenta su propia degradacion
(autolisis), lo que indica la necesidad de utilizar un conjunto de procedimientos aplicados a
material bioldgico con el fin de preparar la observacion a través de los microscopios y analisis(®®.
Como se ha descrito anteriormente los resultados, podemos sefialar que se muestra alteracion

histopatologicamente moderada en rifidén, pulmén y morfoldgicamente ningun cambio anatomico.

Habria que mencionar la escasa fuente sobre la especie en investigacion en nuestro pais,
no registra estudio clinico de toxicidad aguda con los parametros de test de Irwin,
anatomopatoldgica y hematoldgica en el extracto etandlico de las hojas Minquartia guianensis
Aubl “huacapu” en Rattus norvegicus Var “Holtzman”. También los factores que limitan el
desarrollo normal de la investigaciéon para resultados Optimos. La falta de tiempo y el aspecto
econémico, la carencia de laboratorio de investigacion, la ubicacién del laboratorio de analisis
hematoldgico para animales y el laboratorio de histopatologia con profesionales especializados,

han sido factores que han contribuido a la limitacion de la presente investigacion.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se comprobo la solubilidad del extracto etandlico de las hojas Minquartia guianensis
Aubl “huacapu” en solventes polares como: Agua destilada, etanol y metanol.

Se ha identificado que los metabolitos secundarios del extracto etandlico de las hojas
Minquartia guianensis Aubl “huacapu” son compuestos fendlicos, flavonoides, taninos,
alcaloides, triterpenos y/o esteroides y esteroides, teniendo en cuenta que predominaron

los alcaloides.

Se determind que no hubo toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacapi” en Rattus norvegicus Var “Holtzman” a una dosis

limite de 2000 mg/kg via oral, enmarcada en la OCDE 423.

En el analisis realizado a nivel hematoldgico de la toxicidad aguda del extracto etandlico
de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt” a una dosis limite de 2000 mg/kg
via oral, no reveld valores significativos de los parametros de hematies, hemoglobina,

hematocrito, leucocitos, linfocitos, monocitos, neutréfilos y eosindfilos.

El estudio efectuado de la toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacaptt” en una dosis limite 2000 mg/kg por via oral en
los cortes anatomopatologicos de los 6rganos, tales como el cerebro, pulmén, corazon,
higado, estdmago, bazo, rifion, testiculo y ovario, no se han evidenciado lesiones, por

consiguiente, no presento toxicidad.
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5.2 Recomendaciones

» Una vez concluida la tesis, se considera interesante profundizar en aspectos

relacionados con la toxicidad, y para ello se propone:

»  Ampliar los estudios expuestos en esta tesis, el andlisis de toxicidad aguda por
toxicidad croénica, sub crénica y la adicion de pardmetros bioquimicos, podria
enriquecerse el modelo usado en esta tesis para determinar la toxicidad aguda del

extracto etanolico.

»  Analizar con mayor importancia la variacion del pardmetro hematoldgico en las Rattus

hembra en comparacion a los Rattus macho.

Una vez concluido el trabajo compartiremos el siguiente pensamiento: “Si sirves a la

naturaleza, ella te servird a ti”. Legado de Confucio.
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ANEXO 1: Matriz de consistencia

Titulo de la investigacion: Evaluacion de toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” en Rattus norvegicus var “Holtzman”. 2021-2022

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS JUSTIFICACION | VARIABLES VTG{;%EIIEES METODOLOGIA
O 6bjetivo general HO: El
] 9 extracto El extracto Método: Analitico. Enfoque: Cuantitativo.
etandlico de Al Tipo de investigacion: Aplicativo.
| etangdlico de g .
Problema General Evaluar la toxicidad aguda del extracto las hojas de las hojas de Disefio: Experimental.
¢Cual es el grado de toxicidad aguda tiene el | ganglico de las hojas de Minquartia Minguartia El proyecto de Minquartia Independiente. o P(?blac[én. . .
extracto e_:tanollct‘)‘de las r]c,),jas de Minquartia | gujanensis Aubl “huacapi” en Rattus guianesis investigacion cuenta guianensis E&lologlca.”Esta conformado por diferentes sexos de Rattus norvegicus Var
guianensis Aubl “huacapt” en Rattus norvegicus Var Holtzman. Aubl con una Aubl Holtzman” del centro investigacion nacional de produccion Biologica (INS)
norvegicus Var “huacapt” no S o “huacapti”. Chorrillo - Lima.
“Holtzman™? presenta 2:5t|f|cauon ;gr?:rg? i Especie vegetal: Minquartia guianensis Aubl “huacapt”.
toxicidad L Muestra
Problema especifico. Objetivos especificos: aguda a una (Izaon% 2;2;32&0 sng Bioldgica: conformara 30 unidades Rattus norvegicus Var “Holtzman”.
dosis de 2000 planta o que Especie vegetal: se recolecté hojas frescas del arbol Minquartia guianensis Aubl
1. (Cuél es el solvente para obtener la mg/kg en . N “huacapu”.
solubilidad del extracto etanoica de las hojas Rattus g?er::#i';m en¥: Ildz;rl Muestreo
de Minquartia guianensis Aubl “huacapa™? 1.Realizar pruebas de solubilidad del | norvegicus uso de la especie Bioldgico: Seleccionados se constituird dos grupos de ratas Rattus norvegicus Var
extracto etandlico de las hojas de Minquartia | Var B “Holtzman” (15 hembras y 15 machos) de pesos 240-280 g
2 ¢Qué reactivos identifican mediante | guianensis Aubl “huacapi”. “Holtzman”. ;?fg;alaeprfgzzli&aﬂ Especie vegetal: Se utilizara las hojas secas pulverizadas 1 kg de Minquartia
reaciones de precipitacion y coloracion a los guianensis Aubl “huacapt”.
metabolitos en el extracto etandlico de las | 2.Realizar procedimientos de precipitacion y ggnla plf:rr:ta ):'gé)[:]rt:;
hojas de Minquartia guianensis Aubl | coloracion de los metabolitos presentesenel | H1:El alternativo  natural Criterios de inclusién: A Rattus norvegicus Var “Holtzman” de ambos sexos, no
huacapt™? extracto e_tanollctide las h(,),J,as deMinquartia extra,clyo g que mejore la salud g(;:ra}wd_a, p;so colrpgrall ci‘e‘ é40+/ 280 gy sanos “tol v )
3, Cudl métod - \ uacion d guianensis Aubl “huacapt”. ftarllo _|code y calidad de vida en y nterflos Ze()j(c usmn.t/ a}tL_lj norvegicus Var “Holtzman” de menor peso, signo
(Cudl método se utiliza en la evaluacion de as hojas de = e enfermedad, que estan gravida.
la toxicidad aguda del extracto etandlico de las | 3.Determinar la toxicidad aguda del extracto | Minquartia :aualp Obnlqa;:g?é I?Sg
hojas de Minquartia guianensis Aubl | etandlico de las hojas de Minquartia | guianesis jgstifica ' Técnicas e Instrumentos y procedimientos de recoleccién de datos
“huacapi” en Rattus norvegicus Var | guianensis Aubl “huacapi” en Rattus | Aubl o .
“Holtzman™? norvegicus Var “Holtzman”. “huacapt” Sgob?r?(;na:%ine]g\ltitearia a;?géc'dad Dependiente. Recoleccionara, se realizard el extracto etandlico de las hojas de Minquartia
presenta " guianensis Aubl “huacapt”.
4 (Cudles son los pardmetros que se utilizan | 4.Analizar los parametros hematoldgicos | toxicidad gzsst&ializacién pgf Se realizara la prueba de solubilidad de las hojas de Minquartia Guianensis Aubl
para los estudios hematologicos de la | para evaluar la toxicidad aguda del extracto | aguda auna PV “huacapa”.
toxicidad aguda del extracto etanlico de las | etandlico de las hojas de Minquartia | dosis de 2000 ::r:)tr?t)?itcaﬁ:onen ung\
hojas de Minquartia guianensis Aubl | guianensis Aubl “huacapi” en Rattus | mg/kgen alternativa Identificacion fitoquimica cualitativa de metabolitos presentes en el extracto
“huacapi” en Rattus norvegicus Var | norvegicus Var “Holtzman. Rattus teranéutica para la etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacap(”.
“Holtzman™? Qlorvegicus poblg\cién depmenos (F;Ealizar Igltogicidaddag?da_ a uneln dosis qdniga de 5000 mg/kg por via oral.
5.Realizar los cortes anatomopatologicos de ar servacion de test de Irwin en la toxicidad aguda en ratas
5 ¢Cual técnica se utiliza para el analisis | los tejidos para determinar la toxicidad | “Holtzman”. recursos que pueden Se realizara los examenes histopatoldgicos y analisis hematologicos

anatomopatolégicos en la toxicidad aguda del
extracto etanélico de las hojas de Minquartia
guianensis Aubl “huacapu” en Rattus
norvegicus Var “Holtzman”?

aguda del extracto etandlico de las hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacapt” en
Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

verse en situaciones
dolorosas.

Andlisis de datos

A los datos obtenidos en los ensayos se les aplicara la regresion logistica Pro bit con
un nivel de probabilidad de p <0,05, para los calculos de dosis letal media, dosis
media efectiva.




ANEXO 2: Instrumento para recoleccion de datos

Formato A: Test de Irwin mejorado para Rattus.

Sustancia: Minquartia Guianensis Aubl “huacapu”

Peso: 2279 Dosis: 2000 mg/kg

Via de administracion: Via oral

Vehiculo: Agua destilada

Fecha: 27 de mayo de 2022 / Hora de administracion 3 pm

Responsables: Julia Espinoza Rivera, Janet Servan Meléndez.

Blanco Grupo A-RH-N.°1

Observacion y respuesta en 48h

Observacién y respuesta en 12 dia

parametros tiempo de respuesta en:

0-15
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-

=
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<
<

<
[e>]

48h

o
—

—
i

12

13
14

Motora

SNC

Catalepsia

Acinesia

Ataxia

Trastornos de la marcha (laminacién)

Trastornos de la marcha (punta de los pies

Descoordinacion motora

Pérdida de traccion

Perdida de reflejo

Perdida de jadeo

Sedacion

Disminucion de la actividad

Disminucion del miedo / sobresalto

Disminucion de la reactividad al tacto

Disminucion tono misculos /abdominales

Dolor

Retorciéndose

Frecuencia respiratoria (4)

Analgesia

Excitacion

Convulsiones /tonica/ atonica/ mixtas

Temblor fino / fuerte en cuerpo

Cola de straud

Mayor actividad

Sobresalto/ Saltar

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 Miccién

Secrecion: Salivacion

Secrecion: Lagrimeo

Orejas: Pélidas

Orejas: Hiperemia

Orejas: Cianosis

Piloereccion

Hipotermia / Hipertermia

Agresivo

Pasivo

Temeroso

Muerte /Necropsia

S 2 [Subjetiv|Automatico
28l

Validado por observadores.



ANEXO B: Formato de recoleccion de datos del ensayo de toxicidad aguda

ANALISIS HEMATOLOGICO

Especie: ...ccovvviiiiiniiiiniiiiiiiniiiniennns N1 (1 [N NOtirrirrnrennn.
Sustancia administrada: .......coieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiestcieascotessscscsnnns
Via de adminiStracion: ......ccceeiiiiiiiiiieeiiiiineieiieetcesesstcscssscosessscssnsssaes
Dosis limite adminiStrada: ..oeeeeeeieeeeeieriereeeneenrinreacescesensensesssonssnscnsonn
DimenSiON: .vviiiiiniiiiiieiiiiineiiiiieriesisstessssstosessssosssssosssassossssscsssssssssnas
TIPO dE MUESEIAL «eeueiiniiieiinrineennrenreracantensesnsonsesssansonssssssnssnsscsnsansonaes

Formato de recoleccién de datos de andlisis hematoldgico

Hemograma completo

Células sanguineas V.N. V.N. Resultado Normal Disminuido | Alterado
Hembra Macho

HEMATOCITO

Nro. LEUCOCITO

VALORES
RELATIVOS

Neutréfilos

Monocitos

Eosinoéfilos

Linfocitos

VALORES
ABSOLUTOS

Neutréfilos

Monocitos

Eosinofilos

Linfocitos

Leyenda: Normal (-), Disminuido (+), Alterado (++)

Observaciones:



ANEXO C: Formato de recoleccion de datos del ensayo de toxicidad aguda.

ANALISIS DE ANATOMOPATOLOGICO.

ESPECIe: vevivniiniieiniiniinnnennns Sexo

T 1] #2101 L0 T

Via de adminiStracion: «eeeeeeeeeeeeeeeeeeseeereeeeeeeessesesssssssssesssssssssssnnn:

Dosis limite adminiStrada: .vveeeeeeeeeeereeeeeeeeenesseeeesseensssseccssennnnsnes

[ 1T001] 0157 o] o 1A

LI oJe N0 [0 1111 1Y 4 o N

Formato de recoleccién de datos observacién macroscopica

ORGANOS DE | GRUPO GRUPO ORGANOS DE | GRUPO GRUPO
RATA CONTROL EXPERIMENT | RATA CONTROL EXPERIMENT
HEMBRA AL MACHO AL
Cerebro Cerebro

Pulmén Pulmon

Corazén Corazén

Higado Higado

Estdmago Estdmago

Bazo Bazo

Rifion Rifién

Ovario Testiculo

Leyenda: Normal (-), leve (+), moderado (++), alterado (+++)

ANAL ISIS MICROSCOPICA CON TECNICAS HISTOPATOLOGICO

Formato de recoleccidn de datos observacion microscépica

ORGANOS | GRUPO GRUPO ORGANOS | GRUPO GRUPO
DE RATA CONTROL | EXPERIMENTAL | DERATA CONTROL | EXPERIMENTAL
HEMBRA MACHO

Cerebro Cerebro

Pulmon Pulmén

Corazén Corazén

Higado Higado

Estomago Estomago

Bazo Bazo

Rifidn Rifion

Ovario Testiculo

Leyenda: Normal (-), leve (+), moderado (++), severo (+++)




ANEXO 3: CERTIFICACION DE VALIDEZ DE CONTENIDO DE LOS INSTRUMENTOS
A: TITULO DE INVESTIGACION: EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ETANOLICO
DE LAS HOJAS DE Minquartia guianensis Aubl “huacapa”

en Rattus norvegicus Var “Holtzman”

N° DIMENSIONES /items Pertinencia! | Relevancia? Claridad?® Sugerencia
VARIABLE 1: Extracto etandlico de las hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacapt”.
DIMENSION 1: Disolucién del extracto. Si No | Si No Si No
1 Solubilidad. X X X
DIMENSION 2: Identificacion de metabolitos Si No Si No Si No
2 Coloracion (flavonoides) X X X
3 Precipitacion (alcaloides) X X X
VARIABLES 2: Toxicidad aguda. X X X
DIMENSION 1: Test de Irwin. Si No Si No Si No
4 Leve X X X
5 Moderado X X X
6 Grave X X X
DIMENSION 2: Parametros hematoldgicos. Si No | Si No Si No
7 Normal X X X
8 | Alterado X X X
9 Disminuido X X X
DIMENSION 3: Analisis anatomopatoldgico. Si No Si No Si No
10 | Macroscopico: Organos (observacion) X X X
11 | Microscopico: Andlisis de tejidos (histopatoldgico) X X X

Observaciones: Siexiste suficiencia para recolectar datos.

Opinidn aplicabilidad: Aplicable [x] Aplicable después de corregir [ ] No aplica [ ] Vo r(J
//{j K?/ ;'(- f:):/ / .
Apellido y nombre del validador. Dr./Mg.: Fidel Ernesto Acaro Chugquicafia. DNI: 07459338. ;ff‘f_-_—_t‘;i‘-?f:‘f_::"“m
. /f,\':"l ?:ﬁo
", LT act"
Especialidad del validador: Magister en farmacologia experimental. '—{D((-:i‘“\éfco 3;?;%‘2,‘;
OV e . OBV
cof"

Fecha: 25 de enero de 2022.
Firma del Experto Informante



ANEXO 3: CERTIFICACION DE VALIDEZ DE CONTENIDO DE LOS INSTRUMENTOS

B: TITULO DE LA INVESTIGACION: EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Minquartia guianensis Aubl “huacapi”

en Rattu norvegicus Var “Holtzman”

N° DIMENSIONES /items Pertinencia® Relevancia? Claridad® Sugerencia
VARIABLE 1: Extracto etan6lico de las hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacap”.
DIMENSION 1: Disolucién del extracto. Si No Si No Si No
1 Solubilidad. X X X
DIMENSION 2: Identificacion de metabolitos Si No Si No Si No
2 Coloracion (flavonoides) X X X
3 Precipitacion (alcaloides) X X X
VARIABLES 2: Toxicidad aguda. X X X
DIMENSION 1: Test de Irwin. Si No Si No Si No
4 Leve X X X
5 Moderado X X X
6 Grave X X X
DIMENSION 2: Parametros hematoldgicos. Si No Si No Si No
7 Normal X X X
8 Alterado X X X
9 Disminuido X X X
DIMENSION 3: Analisis anatomopatolégico. Si No Si No Si No
10 | Macroscépico: Organos (observacion) X X X
11 | Microscépico: Andlisis de tejidos (histopatologico) X X X
Observaciones: Si existe suficiencia para recolectar datos.
Opinidn aplicabilidad: Aplicable [x]  Aplicable después de corregir []  Noaplica[]
Apellido y nombre del validador. Dr./Mg.: José Fernando Salvador Carrillo. DNI: 46666639. L_—s____

Especialidad del validador: Master en ciencia con mencion en Farmacologia.

Fecha: 25 de enero de 2022.
Firma del Experto Informante.



ANEXO 3: CERTIFICACION DE VALIDEZ DE CONTENIDO DE LOS INSTRUMENTOS

C: TITULO DE LA INVESTIGACION: EVALUACION DE TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Minquartia guianensis Aubl “huacapi”

en Rattus norvegicus Var “Holtzman”

N° DIMENSIONES /items Pertinencia® Relevancia? Claridad® Sugerencia
VARIABLE 1: Extracto etanolico de las hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacapt”.
DIMENSION 1: Disolucién del extracto. Si No Si No Si No
1 Solubilidad. X X X
DIMENSION 2: Identificacion de metabolitos Si No Si No Si No
2 Coloracion (flavonoides) X X X
3 Precipitacion (alcaloides) X X X
VARIABLES 2: Toxicidad aguda. X X X
DIMENSION 1: Test de Irwin. Si No Si No Si No
4 Leve X X X
5 Moderado X X X
6 Grave X X X
DIMENSION 2: Parametros hematologicos. Si No Si No Si No
7 Normal X X X
8 Alterado X X X
9 Disminuido X X X
DIMENSION 3: Analisis anatomopatoldgico. Si No Si No Si No
10 | Macroscopico: Organos (observacion) X X X
11 | Microscopico: Andlisis de tejidos (histopatologico) X X X
Observaciones: Siexiste suficiencia para recolectar datos.
Opinion aplicabilidad: Aplicable [x] Aplicable después de corregir []  Noaplica[]
Apellido y nombre del validador. Dr./Mg.: Nesquen José Tasayco Yataco. DNI: 21873096. -
Especialidad del validador: Méster en ciencia con mencién en Farmacologia. ': .L:i‘:_%{:’:’r

Fecha: 26 de enero de 2022.
Firma del Experto Informante.



ANEXO 4: Confiabilidad del Instrumento
Pruebas de normalidad de los parametros hematoldgicos en Rattus de la cepa

“Holtzman” tratadas con el extracto etandlico experimental.

Shapiro-Wilk
Sexo o
Estadistico gl p valor
Control 0,94 5 0,636
Recuento Hematies (m/ mm3) ]
Experimental 0,49 10 0,000
. Control 0,98 5 0,953
Hemoglobina (g/dL) .
Experimental 0,73 10 0,002
) Control 0,98 5 0,928
Hematocrito (%) )
Experimental 0,74 10 0,003
. Control 0,94 5 0,651
N° Leucocitos (mm3) .
Experimental 0,88 10 0,148
Macho
) ) Control 0,94 5 0,637
Linfocitos (mm3) )
Experimental 0,91 10 0,304
Control 0,99 5 0,984
Monocitos (mm3) ]
Experimental 0,93 10 0,478
) Control 0,89 5 0,382
Neutréfilos (mm3) )
Experimental 0,97 10 0,853
o Control 0,97 5 0,872
Eosinofilos (mm3) )
Experimental 0,91 10 0,287
Control 0,98 5 0,941
Recuento Hematies (m/ mm3) )
Experimental 0,91 10 0,284
] Control 0,98 5 0,919
Hemoglobina (g/dL) )
Experimental 0,98 10 0,938
) Control 0,99 5 0,967
Hematocrito (%) )
Experimental 0,98 10 0,941
) Control 0,78 5 0,050
N° Leucocitos (mm3) .
Experimental 0,94 10 0,575
Hembra
) ) Control 0,89 5 0,366
Linfocitos (mm3) .
Experimental 0,97 10 0,885
] Control 0,77 5 0,043
Monocitos (mm3) )
Experimental 0,85 10 0,059
) Control 0,91 5 0,469
Neutréfilos (mm3) .
Experimental 0,92 10 0,378
o Control 0,55 5 0,000
Eosinofilos (mm3) )
Experimental 0,86 10 0,084

Fuente de los investigadores: P valor < 0,05 indica no normalidad



ANEXO 5: Constancia de aprobacién de comité de ética

mﬂ%ﬂ COMITE INSTITUCIONAL DEETICAPARATLA
iemted INVESTIGACION

Lims 11 de zzosto de 2021

Investigadara):
Janet Servan Meléndez
Exp. N° 801-2011

Caordiales salndos, en conformidad com el proyecto presemtado al Comité
Imstitocional de Etica pera la imwvestigacion de la Universidad Privada MNorhert Wiener,
tinalado: “Evaluacion de Toxicidad aguda del extracto etanolico de las hojaz de
Mlinguartia Guianenss Aubl “Huoacapu™ en Rattus norvegicus Var Holtzman™, el cual
tieme come ivestizzdor principal a Julia Espinora Rivera v Janet Servan Aeléndez.

Al respecto ze infonma lo sizuiente:

El Comnité Instimecional de Etica para la investizacion de la Universidad Privada
TMorbert Wisner, en sesicn wirtual ha acordado la APROBACTON DEL PROYECTO de
mvestisacion, para lo cual se indics lo misuients:

1. La vigencia de ezt zprobacion e de um =0 a partir de la erpdzion da este
doomrmenta.

2. Toda epmisnda o adenda que reguiera el Protocolo debe sar presentado al CTEL
¥ bo podrz implementarla sin 1z debida aprobacion.

3. Dabe presentar 01 infanme de avance omnplidos los § mees v el informe final
dabe ser prazentado al sfo de aprobecian

4. Los tramdftes para =u renovacicn deberan imiciarse 30 dizs amte: de su
wancinmento juntarpente con el informe de avance commespondiente.

Sin oo particalar, guedo de TH.,

Atentamarte
ST e,
(&%)
L
el e
"h i irann J:I ._n'_m_.._ x
>1"¥H" ___.-':% >
S, .

Yenny hlarizol BellidoFusnta:
Prezidenta dal CIEF UPHW



ANEXO 6: Constancia de la Identificacion botanica

£ o UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS .,>Amo,,,’w

'/“A Universidac del Peri, DECANA DE AMERICA
s X VICERRECTORADO DE iNVESTIGACION Y POSGRADO
s 2
VICERRECTORADO DE
§ TEsToacon Y PosGRADS MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afo de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°255-USM-2019

LA JEFE (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta estéril), recibida de Julia Espinoza Rivera, estudiante de la
Universidad Privada Norbert Wiener; ha sido estudiada y clasificada como Minquartia

guianensis Aubl., y tiene la siguiente posicién taxonémica; seguin el Sistema de
Clasificaciéon de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: SANTALALES
FAMILIA: OLACACEAE
GENERO: Minquartia
ESPECIE: Minquartia guianensis

Nombre vulgar: “Huacapa”
Determinado por Mag. Hamilton Beltran Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 23 de agosto de 2019

JAC/ddb

Av, Arenales 1256, Jestis Muaria 1 eléfomn: Eepmatl; museolm Gounmem. edu. pe
Apdo. 140434, Lima 14, Pevit 619-7000 anen 5704, 5703, 5704 isp:limcseobm. unmem. edu. pe



ANEXO 7: Procesos de transformacion de vegetal en extracto etanélico

Procedimiento de la extraccion etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt” para la obtencion del extracto.

A: Seleccion, limpieza de hojas de B: Secado sobre papel Kraft a 40°, C: C: Trituracién y pulverizacion, hojas de
Minquartia guianensis Aubl “huacapt” Trituracion y pulverizacion, hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt”
Minquartia guianensis Aubl “huacapa”

D: Pesado y macerado, hojas de Minquartia B: Secado sobre papel Kraft a 40°, hojas de F: Extracto etandlico y almacenamiento de hojas de
guianensis Aubl “huacapt” Minquartia guianensis Aubl “huacapu” Minquartia guianensis Aubl “huacapt”



ANEXO 8: Fases de la evaluacion de toxicidad aguda

Administrado el extracto etandlico la observacion, extraccion y analisis hematologica de Rattus norvegicus Var “Holtzman”

A: Observaciones del efecto toxico B Finalizada | luacion. Extraccion d
del extracto etandlico durante : Finalizada la evaluacion. Extraccion de

14 dias sangre intracardiaca y cargado en los
' tubos con aditivo anticoagulante.

D: Homogeneizado en movimiento
lento por unos segundos la muestra.

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO LA SALUD.

M SA Q4 ddds
N =29 !] S E ) l

P

P

-

E: Colocados en gradilla en tubos de EDTA vy rotulados con cédigos de cada género. F: Parametros hematoldgicos e
interpretacion del especialista



ANEXO 9: Procedimiento de anotomopatoldgico

Técnicas a que se somete a los 6rganos de Rattus norvegicus Var “Holtzman” muestra tratado con extracto etanolico.

B: En recipientes la muestra biol6gica con solucién fijadora y su respectivo cddigo,
(A) 6rganon de rata hembra, (B) 6rganos de rata macho.

C: Técnicas histoldgicas: Bloques de parafina D: Finalizado el motaje final para ser observado e interpretados por especialista.
solidificado con la muestra.



ANEXO 10: Resultado de la solubilidad del extracto etanélico

Prueba de solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapa”.

IR

4

-

iy ——

> -

Comprobacién de la solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”.



ANEXO 11: Andlisis cualitativo del extracto

Resultado de analisis cualitativo del extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapti”

Shinoda
Liberman
Bouchard

Reacciones de precipitaciones de alcaloides

Comprobacion de la solubilidad del extracto etandlico de las hojas de Minquartia Reaccion en luz UV de un flavonoide (un halo)
guianensis Aubl “huacapu”.



ANEXO 12: Informe del analisis hematoldgico

Los resultados del andlisis hematoldgico tratados con extracto etandlico en Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

Resultado hematologico del grupo piloto tratado con el Resultado de anélisis hematoldgico de Rattus cepa “Holtzman”
extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis del grupo de experimental tratado con el extracto etanélico de
Aubl “huacapu” en Rattus norvegicus Var “Holtzman. las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”.



ANEXO 13: Los organos diana de Rattus norvegicus Var “Holtzman”.

Organos con mayor irrigacion de vasos sanguineos

Cerebro:

Las sustancias cruzan las barreras hematoencefélicas a nivel
cerebral mediante una difusion simple. Algunos acttan sobre los
neurotransmisores y alteran funciones de la conducta. La
toxicidad aguda se manifiesta mediante cefalea, convulsiones y
estado de inconsciencia®.

Higado:

Es probable que experimente dafios o inflamacion debido a la
exposicion a ciertas sustancias. A causa de las funciones de
almacenamiento y biotransformacion que recibe por el torrente
sanguineo a través del sistema portal®?.

Rifidn:

Organo que es blanco de las sustancias debido a la reabsorcion
del agua un 99%. Los téxicos pueden alcanzar una concentracion

100 veces mayor que la sangre y produce dafio al glomérulo®®.

Corazon

Las sustancias producen efecto, tensién vascular y resultado del
estimulo toxico en cuanto a los cardiomiocitos con severidad,
desencadena una cascada de procesos intracelular, muerte celular

y necrosis. Pueden producir un shock en caso de los alcaloides®?.

Pulmoén

Se trata de los drganos que son propensos a lesiones debido a la
inhalacion aguda de sustancias toxicas. Dependera segin la

solubilidad de la sustancia en la sangre para la accién toxica y

excrecion®.

Estémago

El 6rgano con mayor frecuencia que ingresan sustancias en pruebas o
xenobioticos tdxicos; ingresando al estomago y continda hacia el
intestino delgado, donde la absorcion es muy rapida .

Bazo

Parte del sistema linfatico, su funcion disminuye cuando se produce una
inflamacion por un agente extrafio de producir linfocitos, filtrar,
almacenar, destruir células sanguineas viejas®”.

Organo

Repro-ductor

o)

Puede producir o aumentar la frecuencia de efectos negativos en la
descendencia. Esto tiene un impacto en la capacidad del reproductor

masculino®.

Organo

Repro-ductor

®

El paso de las sustancias tdxicas por la membrana de la placenta que
determina los factores: El peso molecular, el coeficiente de particion
lipido/agua, el grado de ionizacién o pKa, y launion a las proteinas, entre
otros factores®?,

Nota: Fotografias de los investigadores.




ANEXO 14: ANALISIS ANATOMOPATOLOGICO DE OGANOS DE Rattus norvegicus
Var “Holtzman” EN HEMBRAS Y MACHOS

RATAS HEMBRA (H): Obsevacién macroscépica de 6rganos de grupo control, tratado con agua
destilada(d) y grupo tratado, experimentado con el extracto etanolico de las hojas Minquartia

guianensis Aubl “huacapu” a una dosis 2000 mg/kg.

Organos de grupo control Organos de grupo experimental

H-a.
Cerebro

Normal

H-b.
Pulmon

Normal

Higado

Normal

H-d.
Rifon

Normal




Organos de grupo control

H-e.
Corazén

Normal

H-f.
Estomago

Normal

H-g.
Bazo

Normal

H-h.
Ovario

Normal

Organos de grupo experimental

=\00



RATA MACHO (M): Observacion macroscépica de 6rganos de grupo control, tratado con

agua destilada(d) y grupo tratado, experimentado con el extracto etandlico de las hojas

Minquartia guianensis Aubl “huacapu” a una dosis 2000 mg/kg.

Organos de grupo control

Organos de grupo experimental

M-a.
Cerebro

Normal

M-b.
Pulmén

Normal

s

M-c.
Higado

Normal

M-d.
Rifi6én

Normal




Organos de grupo control Organos de grupo experimental

M-e.
Corazon

Normal

M-f.
Estémago

Normal

M-g.
Bazo

Normal

M-h.
Testiculo

Normal




ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE ORGANOS DE Rattus norvegicus Var “Holtzman”
EN HEMBRAS Y MACHOS

RATAS HEMBRAS (H): Grupo control, tratado con agua destilada(d) y grupo tratado,
experimentado con el extracto etandlico de las hojas Minquartia guianensis Aubl “huacapi”

H-a. Corte histopatolégico del cerebro

Figura 1: Grupo control H-O (d) 1 mL/100 g. Cerebro. En esta figura se visualiza. H-a. Piamadre (1), vasos
sanguineos (2) y neuronas (3). H&E. Aumento 40x. Se observa la piamadre, los vasos
sanguineos y la célula neuronal histolégicamente sin alteracion.
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Figura 2: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacap” a una
dosis 2000 mg/kg. Cerebro. En esta figura se visualiza. H-a. Edema intersticial (1). H&E. Aumento
40x. Se observa edema por cese de funcion celular sin presentar lesiones.



H-b. Corte histopatoldgico del pulmon

Figura 3: Grupo control con H20 (d) 1 mL/100 g. Pulmén. En esta figura se visualiza. H-b. Vasos peri
alveolares (1) y enfisema alveolar (2). H&E. Aumento 40x. Se observa congestion de vasos peri
alveolares y dilatacion alveolar relacionada con otros factores. Histoldgicamente alteracion leve.

Figura4: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapd” a una
dosis 2000 mg/kg. Pulmoén. En esta figura se visualiza. H-b. Peri alveolar (1), enfisema alveolar
(2) peri bronquitis (3) e hiperplasia linfoide peri bronquial (4). H&E. Aumento 40x. Se observa
congestidn e inflacion asociadas a otras enfermedades cronicas o factores propios de la especie. No
presenta lesiones.



H-c. Corte histopatoldgico del higado

Figura 5: Grupo control (H.O (d) 1 mL/100 g). Higado. En esta figura se visualiza. H-c. Vena
centrolobulillar (1), cordones de hepatocitos (2) y sinusoides hepaticas (3). H&E. Aumento
40x. Se observa la estructura del higado conservado. Histoldgicamente normal.

Figura 6: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi” a
una dosis 2000 mg/kg. Higado. En esta figura se visualiza. H-c. Degeneracién hidrépica de
hepatocitos (1). H&E. Aumento 40x. Se observa hepatosis, asociado a infeccion bacteriana, por

consiguiente, no presenta lesion.



H-d. Corte histopatologico del estomago

Figura 7: Grupo control H-0 (d) 1 mL/100 g. Estomago. En esta figura se visualiza. H-d. Grupos de
células superficiales (1). H&E. Aumento 40x. Se observa células en autolisis por cese de
funcion con tendencia a perder sus caracteristicas celulares. Histologicamente normal.

Figura 8: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi”
a una dosis 2000 mg/kg. Estomago. En esta figura se visualiza. H-d. Autolisis de las células
superficiales (1). H&E. Aumento 40x. Se observa células en estado de autolisis y desordenadas
por cese de funciones y pierden su caracteristica celular. No presenta lesiones en su estructura.



H-e. Corte histopatologico del rifion

Figura 9: Grupo control H-O (d) 1 mL/100 g. Rifion. En esta figura se visualiza. H-e. Glomérulos renales
(1) y epitelio tubular (2). H&E. Aumento 40x. Se observa degeneracion hidropica del epitelio
tubular por cese de funcién. Histopatologicamente natural.

Figura 10: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” a
una dosis 2000 mg/kg. Rifion. En esta figura se visualiza. H-e. Degeneracién hidropica del
epitelio tubular (1). H&E. Aumento 40x. Se observa degeneracion hidropica del epitelio tubular
por cese de funcién. No presenta lesiones en la estructura del epitelio.



H-f. Corte histopatologico del corazon

Figura 11: Grupo control H.0 (d) 1 mL/100 g. Corazén. En esta figura se visualiza. H-f. Disco
intercalar (1). H&E. Aumento 40x. Se observa fibras cardiacas estriadas de nucleo central y
presenta sus caracteristicas normales.

Figura12: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”
a una dosis 2000 mg/kg. Corazdn. En esta figura se visualiza. H-f. Disco intercalar (1).
H&E. Aumento 40x. Se observa el tejido cardiaco sin lesiones.



H-g. Corte histopatoldgico del bazo

Figura 13: Grupo control H-0 (d) 1 mL/100 g. Bazo. En esta figura se visualiza. H-g. Tejido conectivo

denso no modelado (1), parénquima (2), tabique (3), vaina linfatica periarterial (4) y n6dulo
de malphigy (5). H&E. Aumento 40x. Se observa el parénquima que compone dos elementos en
pulpa blanca y roja histoldgicamente estructura normal.

u - auna
dosis 2000 mg/kg. Bazo. En esta figura se visualiza. H-g. Tejido conectivo denso no modelado

(1), parénquima (2), tabique (3), nédulo de malphigy (4) y Vaina linfatica periarterial (5).
H&E. Aumento 40x. Se observa el parénquima que compone dos elementos en pulpa blanca y roja
de estructura conservada.

Figura 14: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”



H-h. Corte histopatoldgico del ovario

Figura 15: Grupo control H-O (d) 1 mL/100 g. Ovario: En esta figura se visualiza. H-h. Foliculos ovaricos

(1) y cuerpo lateo (2). H&E. Aumento 40x. Se observa el foliculo en etapa degenerativa y el
foliculo transformado cuerpo liteo de aspecto de una maza, histolégicamente normal.

Figura 16: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacap”

a una dosis 2000 mg/kg. Ovario: En esta figura se visualiza. H-h. Foliculo (1) y cuerpo luteo

(2). H&E. Aumento 40x. Se observa en la corteza del ovario, foliculo en desarrollo y el foliculo
transformado en una maza denominado cuerpo lGteo sin alteraciones ni lesion.



RATAS MACHO (M): Grupo control, tratado con agua destilada(d) y grupo tratado,
experimentado con el extracto etandlico de las hojas Minquartia guianensis Aubl “huacapi”

M-a. Corte histopatoldgico del cerebro

Figura 1: Grupo control H-O (d) 1 mL/100 g. Cerebro. En esta figura se visualiza. M-a. Neuronas (tincion
azul oscuro) (1) y neuropilo (2). H&E. Aumento 40x. Se observa en la sustancia gris las neuronas
en autolisis y neurodpilo entremezclado de células neuronales y gliales por degeneracion por cese de
funciones. Histologicamente normal.

Figura 2: Grupo tratado con el extracto etanélico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacap(” a una
dosis 2000 mg/kg. Cerebro. En esta figura se visualiza. M-a. Neurona (tincion azul oscuro) (1) y
neurdpilo (2). H&E. Aumento 40x. Se observa neuronas en autolisis y el neurdpilo muestra espacios
vacuolas, histolégicamente presenta edema por cese de funcién celular y no presenta lesiones.



M-b. Corte histopatologico del pulmon

Figura 3: Grupo control H20 (d) 1 mL/100 g. Pulmén. En esta figura se visualiza. M-b. Vasos peri
alveolares (1) y enfisema (2). H&E. Aumento 40x. Se observa engrosado y dilatacion
alveolar (enfisema) relacionado con infeccidn bacteriana en lo cual presenta alteracion leve.

Figura 4: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt”
a una dosis 2000 mg/kg. Pulmoén. En esta figura se visualiza. M-b. Enfisema alveolar (1).
H&E. Aumento 40x. Se observa el alveolo dilatado que esta relacionado con las infecciones
bactrianas y también con enfermedades crénicas. Histolégicamente no presenta lesiones.



M-c. Corte histopatoldgico del higado

Figura 5: Grupo control H.O (d) 1 mL/100 g. Higado. En esta figura se visualiza. M-c. Vena
centrolobulillar (1) y Hepatocitos (2). H&E. Aumento 40x. Se observa la vena centrolobulillar
presenta estructura conservada, histolégicamente hepatosis aguda de origen, multiples factores.

Figura 6: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapa”
a una dosis 2000 mg/kg. Higado. En esta figura se visualiza. M-c. Vena centrolobulillar (1) y
hepatocitos (2). H&E. Aumento 40x. Se observa la estructura del tejido de higado conservado,
no presenta histoldgicamente lesiones.



M-d. Corte histopatoldgico del estbmago

Figura 7: Grupo control H.O (d) 1 mL/100 g. Estdmago. En esta figura se visualiza. M-d. Células
superficiales (1). H&E. Aumento 40x. Se observa un grupo de células superficiales en autolisis
de la mucosa superficial por cese de funciones histolégicamente normal.
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Figura 8: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu” a
una dosis 2000 mg/kg. Estdémago. En esta figura se visualiza. M-d. Grupo de células en la
mocosa superficiales (1). H&E. Aumento 40x. Se observa las células en autolisis
desprendiéndose, lo cual pierde su caracteristica por cese de funcién e histolégicamente no

presenta lesion.



M-e. Corte histopatologico del rifion

Figura 9: Grupo control H20 (d) 1 mL/100 g. Rifién. En esta figura se visualiza. M-e. Glomérulo renal
(1) y epitelio tubular (2). H&E. Aumento 40x. Se observa conservado su estructura, el
glomérulo, el epitelio tubular, presentando necrosis a diversos procesos de patdgenos propios de

la especie.
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Figura 10: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapt
a una dosis 2000 mg/kg. Rifion. En esta figura se visualiza. M-e. El glomérulo (1), cdpsula de
bowman (2) y epitelio tubular (3). H&E aumento 40x. Se observa el glomérulo conservado,
capsula de bowman conservado y epitelio tubular presentando nefrosis aguda por diversos
factores, como puede ser producto de diversos patdégenos.



M-f. Corte histopatoldgico del corazén

Figura 11: Grupo control H-O (d) 1 mL/100 g. Corazdn. En esta figura se visualiza. M-f. El miocardio
(1). H&E aumento 40x. Se observa fibras musculares estriadas y presenta un nucleo central,
histolégicamente no presenta lesiones.
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Figura 12: Grupo tratado con el extracto etanélico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapu”
a una dosis 2000 mg/kg. Corazoén. En eta figura se visualiza. M-f. El miocardio (1). H&E.
Aumento 40x. Se observa las fibras musculares estriadas, conserva su caracteristica por ser
cortas, histolégicamente no presenta lesiones.



M-g. Corte histopatoldgico del bazo

Figura 13: Grupo control H-O (d) 1 mL/100 g. Bazo. En esta figura se visualiza. M-g. Capsula esplénica
(1), nédulo de malphigy (2) y pigmentaciones de hemosiderina (3). H&E. Aumento 40x. Se
observa la capsula, tejido fibroso, linfocitos de maphigy y hemosiderosis focal esplénica
(pigmento férrico) por exceso de hierro, estructura normal.

Figura14: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl “huacapi”
a una dosis 2000 mg/kg. Bazo. En esta figura se visualiza. M-g. Tejido conectivo denso no
modelado (1), vaina linfatica periarterial (2), nddulo de malphigy (3) y tabique (4). H&E.
Aumento 40x. Se observa el parénquima divido en pula blanca y roja y su estructura sin ninguna
lesion.



M-h. Corte histopatoldgico del testiculo

Figura 15: Grupo control H.0 (d) 1 mL/100 g. Testiculo. En esta figura se visualiza. M-h. Tabulos
seminiferos (1) y espermatogonias (2). H&E. Aumento 40x. Se observa tubulillo ordenado
y también espermatozoides en el lumen del lobulillo en la periferia el lobulillo testicular,
histolégicamente el testiculo en estado de espermatogénesis activa normal.

Figura 16: Grupo tratado con el extracto etandlico de las hojas de Minquartia guianensis Aubl
“huacapt” a una dosis 2000 mg/kg. Testiculo. En esta figura se visualiza. M-h. Tubulo
seminifero (1) y espermatogonias (2). H&E. Aumento 40x. Se observa estructura
organizada. Los espermatozoides al contorno del lobulillo testicular. La espermatogonia en
estado espermatogénesis activa. Histologicamente no presenta lesion. Las evidencias
muestran después de cese de funcion celular. En los resultados influyen diversos factores,
desde la toma de muestra o enfermedad propi a de la especie en estudio.
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