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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto antidiarreico de una forma farmacéutica
liquida obtenida del extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual”. Especie
procedente del distrito de Querobamba, provincia de Sucre del departamento de Ayacucho.
Métodos: El extracto etandlico se obtuvo por maceracion usando alcohol de 96°. Se realizaron
analisis fitoquimicos, determinacion de caracteristicas fisicoquimicas, evaluacion de toxicidad
aguda a la dosis maxima de 2000 mg/kg y evaluacion de la actividad antidiarreica por el método
de recorrido intestinal por Arbet. Posteriormente, se elabor6 la forma farmacéutica liquida, la
cual fue sometido a controles de calidad.

Resultados: El tamizaje fitoquimico revel6é la presencia de taninos y flavonoides como
principales metabolitos relacionados con la actividad antidiarreica. No se evidencié toxicidad
aguda. Se comprobd su accion terapéutica a dosis de 10 mg/kg, utilizando como farmaco patréon
loperamida 10 mg/kg. Ademas, se formularon suspensiones orales a las concentraciones de 2%,
5% y 10%, los resultados demostraron que las tres formulaciones evidenciaron presencia de
actividad antidiarreica, destacando la suspension al 10 % con un 23,6 % de inhibicion,
comparable a loperamida con un 17,5%. Los resultados fueron validados mediante ANOVA y
prueba de Tukey. Siendo esta suspension al 10% seleccionada para efectuar el control de calidad,
los cuales estuvieron dentro de los rangos permitidos.

Conclusion: Mediante el ensayo de toxicidad aguda se determino la ausencia de efectos toxicos.
La suspension al 10% de extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav mostré una
eficacia antidiarreica significativa, semejante a la loperamida, confirmando su efecto potencial

para el tratamiento natural contra la diarrea.

Palabras claves: Polylepis racemosa Ruiz & Pav, recorrido intestinal, suspension, oral,

toxicidad aguda
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antidiarrheal effect of a liquid pharmaceutical
form obtained from the ethanolic extract of Polylepis racemosa Ruiz & Pav "Quefiual." This
species originates from the Querobamba district, Sucre province, Ayacucho department.
Methods: The ethanolic extract was obtained by maceration using 96% alcohol. Phytochemical
analyses were performed, along with determination of physicochemical characteristics, acute
toxicity assessment at a maximum dose of 2000 mg/kg, and antidiarrheal activity by the Arbot
intestinal traversal method. The liquid pharmaceutical form was subsequently prepared and
subjected to quality control.

Results: Phytochemical screening revealed the presence of tannins and flavonoids as the main
metabolites associated with antidiarrheal activity. No acute toxicity was observed. Its therapeutic
action was confirmed at a dose of 10 mg/kg, using loperamide as the standard drug. In addition,
oral suspensions were formulated at concentrations of 2%, 5%, and 10%. The results
demonstrated that all three formulations exhibited antidiarrheal activity, with the 10% suspension
showing 23.6% inhibition, comparable to loperamide's 17.5%. The results were validated using
ANOVA and Tukey's test. This 10% suspension was selected for quality control, and the results
were within the permitted ranges.

Conclusion: The absence of toxic effects is addressed through the acute toxicity test. The 10%
suspension of the ethanolic extract of Polylepis racemosa Ruiz & Pav showed significant
antidiarrheal efficacy, comparable to that of loperamide, confirming its potential for natural

diarrhea treatment.

Keywords: Polylepis racemosa Ruiz & Pav, intestinal tract, oral suspension, acute toxicity
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I. INTRODUCCION

Actualmente, las enfermedades diarreicas agudas (EDA) a pesar de la disminucion de la
mortalidad registradas en las ultimas décadas, continuan representando un problema de salud
publica, sobre todo en paises en vias de desarrollo (Salud I. d., 2024). Las principales causas de
estas muertes estan relacionadas con la pobreza, el acceso limitado a servicios de agua y la falta
de atencion al saneamiento basico.

Asimismo, en el Perq, las EDA son una de las causas de morbilidad y mortalidad en menores de
cinco afios. Estas enfermedades pueden provocar la deshidratacion y favorece a las altas tasas de
desnutricidn en esta edad (peruano, 2024).

En los tltimos afios, en nuestro pais, las plantas medicinales han tenido un gran impacto en la
salud publica debido a su baja incidencia de reacciones adversas y su eficacia terapéutica en el
tratamiento de diversas enfermedades, sin embargo, el desconocimiento de las propiedades
terapéuticas de estas plantas lleva a que se deteriore la flora y fauna sin la debida reflexion. Tal
es el caso de Polylepis racemosa Ruiz & Pav "Quefiual" perteneciente a la familia rosaceae que
segun la informacién recopilada su empleo popular se destaca por su madera de buena calidad y
su fin medicinal para tratar enfermedades respiratorias, infecciones y estomacales.

Debido a su uso medicinal popular, el consumo de ramas de Polylepis racemosa Ruiz & Pav en
formas de cenizas podria representar un riesgo para la salud, ya que este tipo de preparacion
puede concentrar compuestos toxicos (Iturralde, 2022). Por esta razon, el objetivo de la presente
investigacion fue elaborar una forma farmacéutica liquida con actividad antidiarreica, que sea
segura, eficaz y facil de administraciéon cumpliendo con los parametros de calidad de acuerdo
con la normativa.

En la busqueda de informacion pudimos evidenciar que no existen suficientes estudios
relacionados con las especies del género Polylepis, pero, las investigaciones realizadas hasta el
momento han reportado actividades diuréticas, antimicrobianas y antibacterianas de esta planta.
En la presente investigacion, se han considerado todos los aspectos para demostrar la presencia

de la actividad antidiarreica, los cuales se detallan en cada capitulo y en la metodologia utilizada.



1.1 Descripcion de la realidad problematica

Gracias a las diferentes medidas implementadas para el tratamiento de las enfermedades
diarreicas agudas (EDA), se ha logrado reducir su incidencia en estas ultimas décadas,
sin embargo, no ha tenido el mismo impacto en todos los paises de América Latina.
(Ismael  Francisco  Herrera-Benavente,Andrew  Comas-Garcia,Abiel = Homero
Mascarefias-de los Santos, 2020). Se continua considerando un problema de salud
publica que afecta principalmente a los paises en desarrollo y a todos los grupos de edad,
siendo los nifios menores de cinco afios los mas vulnerables (Elena Povea Alfonso,
2019).

La adopcion de medidas para prevenir y tratar la diarrea aguda, asi como el uso adecuado
de medicamentos antidiarreicos y el control de infecciones, representan respuestas
favorables a este problema salud publica (Salud O. P., 2011).

La madre naturaleza nos demuestra que en el Peru existen diversas plantas con
propiedades terapéuticas y de bajo costo, utilizadas tradicionalmente para aliviar los
distintos malestares del organismo humano. Estas plantas se consumen en diversas
formas como infusiones, mates, gargaras entre otras formas de administracion (Salud M.
d., 2020).

Aun asi, hasta la actualidad no se conocen con totalidad los efectos terapéuticos de
muchas de estas plantas, tanto de las que ya son identificadas, como las que aun son
desconocidas. Polylepis racemosa Ruiz & Pav conocida como “quefiual”, es una planta
en peligro de extincion que ha sido reconocida, en diversos estudios debido a la calidad
de su madera, su importancia ecoldgica y sus posibles actividades terapéuticas, entre
ellas la antidiarreica (noticias, s.f.).

Tradicionalmente, se utiliza mediante la quema de sus ramas; una vez carbonizado, se
procede a ingerirlas como tratamiento para dicha enfermedad.

Por esta razon, se desea comprobar su actividad antidiarreica y validar que su uso sea
efectivo sin perjudicar la salud. Deseando brindar una nueva alternativa de tratamiento
para la alta cantidad de casos de las enfermedades antidiarreicas aguda en el Peru,
accesible para la poblacion, de facil preparacion, libre de quimicos, y ademas fomentar

el cuidado y conservacion de esta especie.

1.2 Antecedentes de la investigacion

Se realizé una investigacion bibliografica de la especie vegetal en estudio Polylepis
racemosa Ruiz & Pav “Quefual” en las siguientes bases de datos: PubMed, Scopus,
Scielo, ScienceDirect, encontrando los siguientes antecedentes a nivel internacional y un

antecedente nacional:
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> Daud, et al. En el 2007 se realizo el estudio titulado “Actividad diurética de
extractos acuosos de Polylepis australis Bitter (quefioa)” con el objetivo de
comprobar la actividad diurética de los extractos en ratas Wistar por via oral, dando
como resultado que, en las dosis de 200 y 400 mg/kg demostraron una mejor
actividad diurética y sal urética frente al grupo de control y a la furosemida (20
mg/kg). Dando a conocer que las hojas y corteza tendrian accion similar a diuréticos
tiazidicos; garantizando su efecto antihipertensivo tal como se dice por su uso

popular. (10)

» Daud, et al. El afio 2008 se llevo a cabo la investigacion “Actividad antimicrobiana
de extractos alcohodlicos de hojas y corteza de Polylepis australis Bitter (quefioa)”
donde se evalué la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de las hojas y las
cortezas secas de P. australis frente Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa por el método de difusion en placas agar. El resultado demostr6 que los
extractos etanodlicos de la corteza presentaron menor actividad antimicrobiana a
diferencia de los extractos obtenidos de las hojas, por lo cual resultd bactericida
contra S. aureus y bacteriostatico contra P. aeruginosa. Asi mismo causd
alteraciones en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica en S. aureus. El
cultivo de P. aeruginosa mostro presencia de blebs (proteina de membrana externa)
y vesiculas en la membrana externa, verificado su uso popular como antimicrobiano,

precisamente en las hojas a diferencia de la corteza. (11)

» Hurtado, et al. En el 2008 se desarrollo una investigacion con el nombre de
“Estudios etnobotanicos y floristicos de los bosques amenazados de Polypys
incarum y Polypys pacensis (rosaceae) en Bolivia”, en donde la poblacion que fue
entrevistada mencion6 que mayormente lo usan como combustible (79%),
medicinal (52%) y tintoreo (24%). Se registraron 12 usos medicinales tales como
las hojas se preparan como infusion para curar enfermedades respiratorias,
estdmacales , menstruales y dificultades durante el parto. Las flores, combinadas
con otras plantas, se colocan en el oido cuando ingresa agua. Asimismo, la infusion

de la corteza sirve para curar la tos, diarrea infantil y sobrepeso. (12)

» Demelash, et al. En el 2021 se realiz6 una investigacion titulada “Evaluation of In
Vivo Antidiarrheal Activity of Solvent Fractions of Hagenia abyssinica (Rosaceae)
in Swiss Albino Mice” tuvieron como resultado que los extractos obtenidos a partir
de diferentes disolventes como agua, acetato de etilo y cloroformo usados a dosis
de 100 mg/kg, 200 mg/kg y 400 mg/kg mostraron una importante actividad

antidiarreica. Las dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg atrasaron el tiempo de aparicion
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de la diarrea, la misma que fue inducida con aceite de ricino. Por lo que se confirma

el uso tradicional de las hojas de H. abyssinica en el tratamiento de la diarrea. (13)

» Caceda, et al. Se desarrollo en el 2021 una investigacion titulada: “Evaluacion de
la actividad antibacteriana in vitro del extracto alcohdlico de las hojas de Polylepis
rugulosa (Queftiual) frente a cultivos bacterianos uropatégenos, aislados en el
Hospital Hip6lito Unanue- Tacna”, estudiaron la actividad frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia Coli ATCC 25922. Se uso6 el método de
difusion en disco (Kirby Bauer) a varias concentraciones para que se obtenga la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y el método de difusion en medio liquido
para la obtencion de la concentracion minima Bactericida (CMB). Como
resultado, obtuvieron que, el extracto present6 actividad antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 produciéndose un halo de inhibicion de
11,22 mm a una concentracion de “4,375 mg/ ml” y la cepa Escherichia Coli
ATCC 25922 tuvo un halo de inhibiciéon de 11, 35 mm a una concentracion de

“3,125 mg/mL”. (14)

» Yansheng, et al. En el 2022 se realizd una investigacion sobre los “Componentes
quimicos y actividades farmacolodgicas de plantas medicinales del género Rosa”. En
su estudio, se llevo a cabo un analisis fitoquimico que determind que los principales
metabolitos secundarios son 61 flavonoides, 83 triterpenos, 75 taninos, 10 acidos
fenolicos, 10 polisacaridos, 8 acidos grasos, 8 acidos organicos, 15 carotenos y 2
vitaminas. Resaltando que los flavonoides, triterpenos y taninos son los principales
componentes de este género. Seglin la informacion recopilada, el género Rosa pose
diversas propiedades como antineoplasica, anticancerigenas, antinflamatorias,
antioxidantes, hepatoprotectoras, reguladoras de la glucemia, antimicrobiana,
antivirales, protectoras del sistema nervioso y cardiovascular. De igual manera,
identificaron su potencial uso en el tratamiento de malestares como la artritis,

diabetes, depresion y otras. (15)

1.3 Justificacion e importancia

Actualmente, se emplean las ramas de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual” para
tratar enfermedades respiratorias, renales y diarreicas. Sin embargo, la forma de
administracion de Polylepis racemosa Ruiz & Pav en enfermedades diarreicas es
peligrosa, ya que el procedimiento consiste en quemar las ramas de la especie y luego
ingerirla (3). Por esta razon, se lleva a cabo el presente estudio sobre su actividad
antidiarreica, con el objetivo de desarrollar una forma farmacéutica liquida a través del

extracto etanolico, permitiendo un uso mas seguro y efectivo sin perjudicar la salud de
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la poblacion. Este tratamiento esta disefiado para abordar la enfermedad diarreica aguda
(EDA).
En el presente, la fitoterapia es una alternativa terapéutica basada en productos naturales,
lo que ha despertado el interés de la Organizacion Mundial de la salud (OMS) como
tratamiento vinculado a la atencion primaria de Salud (16). Por ello, se desea buscar una
nueva opcidn terapéutica para abordar la alta incidencia en el Per.
Segtin ¢l Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades del
Ministerio de Salud del Per, la situacion epidemioldgica de EDA, reportd que en el 2024,
desde la Semana Epidemioléogica (SE) 14, se notificaron un total de 374 678 casos dando
como resultado que, los menores de 5 afios tuvieron un 33.1 % con una razon de 45,85
episodios por cada 1000 menores de 5 afios y nifios mayores de 5 aflos a mas con un 66,9
%, con una razén 7,91 episodios por cada 1000 habitantes. Ademas, 2579 fueron
hospitalizados por dicha enfermedad con una razon de 0,69 hospitalizados por cada 100
episodios. Como conclusion, se observa que los grupos mayores a 5 afios hay mas
casos.(17)
Dado que el género Polylepis se encuentra en peligro de extincion, debido a diversas
actividades humanas, es importante generar una reflexion para conservar y restaurar la
especie en estudio (18). Esto justifica la realizacion de este estudio y su aporte para futuras
investigaciones sobre esta especie.
1.4 Objetivos de la investigacion

1.4.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto antidiarreico de la forma farmacéutica liquida obtenida del

extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual”.

1.4.2 Objetivo Especifico

1) Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de
Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quenual”.

2) Efectuar la caracterizacion fisicoquimica del extracto etandlico obtenido de
Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual”.

3) Establecer la toxicidad del extracto etandlico obtenido de Polylepis racemosa
Ruiz & Pav “Quefiual”.

4) Determinar el efecto antidiarreico del extracto etandlico obtenido de
Polylepis racemosa Ruiz & Pav en ratones albinos.

5) Formular y elaborar una forma farmacéutica liquida a partir del extracto
etanolico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual” con buenas
caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microbiologicas.

6) Cuantificar el efecto antidiarreico de la forma farmacéutica liquida obtenida del

extracto etanolico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual”.
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1.5 Marco Teodrico

1.5.1 Caracteristicas de la especie Polylepis racemosa Ruiz & Pav
e Descripcion botanica
Es una especie forestal que se adaptada a areas climaticas adversas por encima de
los 2.800 msnm., el arbol puede llegar a medir entre 1 a 27 metros (19). Los tallos
pueden ser delgados o gruesos, hojas verdes y cortezas gruesas. Todas las
caracteristicas mencionadas contribuyen como proteccion de las bajas
temperaturas (20). Su presencia en zonas altas es vital para proteger los suelos
contra el proceso de erosion. Ademas, almacena nutrientes, sedimentos y produce
una cantidad importante de oxigeno. (21)
e Ubicacion Taxondmica

La muestra fue estudiada y clasificada por MSc.Wilfredo Mendoza en el herbario
de la Universidad Mayor de San Marcos (UNMSM) del Museo de Historia
Natural. Teniendo la siguiente categoria taxondmica, segun el sistema de

clasificacion APG 1V (2016).

ORDEN: Rosales Bercht. & J. Presl
FAMILIA: Rosaceae Juss.
GENERO: Polylepis Ruiz & Pav.
ESPECIE: Polylepis racemosa Ruiz & Pav.

Figura 1. Polylepis racemosa Ruiz & Pav Distrito
de Querobamba-Sucre - Ayacucho.

e Distribucion y habitat
Se encuentran distribuido en el Perti entre los 2,800 y 4,800 m.s.n.m., en los
departamentos de Ancash, Apurimac, Ayacucho, Cajamarca, Cusco, Huanuco,

Junin, La Libertad, Lima y Pasco. Es importante que sea una especie muy utilizada
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por los programas de reforestacion en los Andes del Perti. Como consecuencia, las
poblaciones silvestres (no reforestadas) se encuentran distribuidas en fragmentos
en los Andes (22,19).

Sus condiciones y adaptaciones al habitad, incluyen la capacidad de crecer en
zonas frias y de gran altitud, son resistentes a las heladas, baja necesidad de
suelos fértiles, textura y naturaleza variables.Asimismo,toleranla
pedregosidad, lo que favorece los sistemas agroforestales sin afectar los

cultivos de los pobladores.(23)
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Figura 2.Mapa de distribucion de las especies peruanas de
Polylepis (altitudes y zonas ecologicas), p. 85. El género Polylepis
en el Perti: Taxonomia, Morfologia y Distribucion.(24)

Usos
Al tener una excelente calidad de madera, pesada y de durabilidad natural. Es
usado para las construcciones rurales como vigas, puertas y ventanas;

elaboraciones de herramientas (arado, yugos, racuanas, tacllas) y artesanias.
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Los pobladores también lo usan como lefia al tener una gran calidad; el ardor es
por tiempo prologando con un gran calor energético. También es usado como
cerco contra las heladas.

Lamentablemente su uso medicinal es desconocido, pero los pobladores lo
emplean en forma de infusion para tratar infecciones de las via respiratorias (21).
El carbon de la madera pulverizado se utiliza contra la diarrea y disenteria (3).
Composicion quimica

Diversos estudios del analisis fitoquimico realizados en el género Polylepis.
reportaron la presencia de flavonoides, taninos, quinonas, fenoles, saponinas,
triterpenos y esteroides, cardendlidos; demostrando ser los posibles responsables
de la actividad antidiarreica. (14, 27).

Caracteristicas morfologicas de la especie

Figura 3. Caracteristicas morfologicas de polylepis
racemosa (altitudes y zonas ecoldgicas), p. 84. El
género Polylepis en el Pert: Taxonomia, Morfologia y
Distribucion.

a) Corteza: Esta formada por ritidoma o papiraceo, de color marrén, que
se desprenden por capas delgadas continuas (25). Su grosor es
aproximadamente de 3 cm.(26)

b) Ramas: De igual forma que los tallos, tienden a ser encorvadas y
torcidas. Originaria debido a los frios y la sequia; también presenta

trozos largos y desnudos. (19)
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1.5.2

c) Hojas: El género de Polylepis son de hojas compuestas
imparipinnadas, agrupadas en cada extremo de las ramas,
conformado por 1 a 3 pares de foliolos, con medidas de 3.5 a 8.8 cm
de longitud y 2.3 a 5.0 cm de ancho. (19)

d) Foliolos: La cantidad de pares de foliolos es diferente en cada una,
siendo de gran importancia la cantidad de ellos para ser identificado.
Son de forma eliptica, ovados 1.9-4.9 x 0.7-1.8 cm. (22)

e) Flores: Por la polinizacion del viento, carecen de pétalos. A cambio,
estan conformado con 4 sépalos ovados que miden entre 0,9 a 1,0 cm.
(19)

f)  Frutos: Estan formados por una copa floral unida al ovario, son
indehiscentes y contienen una sola semilla. Presentan espinas que
facilitan su dispersion por medio de animales. Son de forma
tuberosas, cubiertos por tricomas blandos y presentan entre 3 a 5

apéndices foliares .(19)

Intestino delgado y motilidad

El intestino delgado de los seres humanos adultos llega tener una distancia

aproximadamente de 6 m y 3.5 cm de diametro, se encuentra ubicado en el

abdomen. Iniciando desde el estomago hasta el colon, el duodeno con 25 cm que

no tiene mesenterio. La siguiente region es el yeyuno con 2.5 m representando el

40% del total del intestino delgado. La parte restante es el ileon. EI mtsculo liso la

pared esta parcialmente contraido (tono). Este 6rgano tiene la mayor participacion

en el proceso de digestion y absorcion entre el duodeno y yeyuno (28,29).

El intestino delgado cuenta con 3 tipos de movimientos:

Segmentacion ritmica: Los alimentos no se trasladan (fragmento inmovil),
manteniéndose en el mismo lugar del intestino, favoreciendo a la mezcla del
contenido intestinal con los jugos gastricos.

Peristalticos: Son ondas de contraccion que esta desde el es6fago, estomago
e intestino. Contando con 2 tipos, lentas y rapidas. Las ondas lentas inician
por un reflejo del bolo alimenticio participando el plexo de Auerbach, siendo
la contraccion de la porcion del intestino por encima del bolo y relajacion de
la porcion distal (reflejo mientérico). Tanto como la contraccion y relajacion
es una sola fase, la excitacion es una contraccion por encima y una relajacion
por debajo del punto de excitacion. Las ondas rapidas son mas habituales y
recorren mas distancia cuando es mayor la actividad del intestino.
Pendulares: Son movimientos de alargamiento y acortamiento de corto

segmento, ritmicos, , del intestino, que se dan entre 10 a 20 veces por cada
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1.5.3

minuto, sin progresar el contenido intestinal, sino contribuyendo a la mejor

mezcla con los jugos gastricos y en contacto con las vellosidades intestinales.

Diarrea

La diarrea se define como la presencia de tres o mas evacuaciones inesperadas
tanto liquidas como blandas, en un periodo de 24 horas. Se caracteriza por una
alteracion en la absorcion normal de agua y electrolitos, dando como consecuencia

una secrecion anormal. (30)

1.5.4 Categorias de la diarrea

1.5.5.1 Diarrea aguda

Se caracteriza por la presencia de heces liquidas y acuosas, aumento de
volumen y fluidez acompafiada con aumento de deposiciones, dando
como consecuencia perdida de agua y electrolitos. También hay presencia
de vomitos, fiebre, dolor abdominal. Con una duracién que sea inferior a
3 semanas.
Los episodios de la enfermedad diarrea aguda (EDA) se clasifica en:
Diarrea aguda acuosa: Es el tipo de diarrea mas comun, generalmente
es causada por deshidratacion. Se caracterizan por ser heces liquidas y
abundantes, con pérdida variable de electrolitos (cloruro, sodio, potasio
y bicarbonato).
Diarrea aguda disentérica: Tiene como consecuencia la fiebre alta, heces
frecuentes y con sangre visible. (32)
Fisiopatologia
La diarrea ocurre cuando este mecanismo se altera, generando una
disminucién en la absorcion de liquido y un aumento en su secrecion
hacia la luz intestinal. Por otro lado, en caso de infecciones, los
patdégenos pueden colonizar el epitelio intestinal, adhiriéndose a las
c¢lulas mediante la produccién de citotoxinas y enterotoxinas, o
invadiendo directamente la mucosa intestinal. Cuando se produce esta
invasion en la mucosa se desencadena un proceso inflamatorio que dafia
los enterocitos, deteriora las microvellosidades y compromete las células
epiteliales intestinales y la submucosa. Como consecuencia, se genera
una exudacion de moco, proteinas y sangre. Produciendo la alteracion de
la consistencia de las heces e incrementando la frecuencia de las

evacuaciones. (33)
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1.5.5.2 Diarrea cronica

No hay una causa Unica y su origen varia segun la edad del paciente. Se

define como el aumento en la frecuencia y volumen de las evacuaciones

con una duracion superior a 30 dias.(34)

Las siguientes posibles causas:

e Osmoticas: Uso de laxantes a base de magnesio, fosfato y
carbohidratos no absorbidos.

e Secretora: Virus, bacterias, acidos biliares o tumores secretores.

e Inflamatoria: asociadas a infecciones como salmonella, cancer de
colon, colitis ulcerosa.

e Inducidos por farmacos.

o Ingesta excesiva de alcohol.

Fisiopatologia

La mala absorcion puede ser causada, como el dafio en la mucosa

intestinal, falla enzimatica es decir insuficiencia pancreatica o cancer,

mala absorcion, insuficiencia exocrina pancreatica, reduccion de la

secrecion biliar, déficit del enterocito como hidrolasas, lactasa, sacarasa.

Para una correcta digestion son necesarias las secreciones biliares,

enzimas del ribete de cepillo del epitelio intestinal (enterocito). Un

correcto funcionamiento de la absorcion depende de una mucosa intestinal

integra y funcional. (34)

1.5.5 Tratamiento

Tratamiento coadyuvante

a)

b)

Rehidratacion oral

Las sales de rehidratacion oral brindan agua y electrolitos para tratar los
malestares asociados con la diarrea aguda. El potasio en su composicion es
fundamental, especialmente en los lactantes, para prevenir la hipopotasemia
grave. El citrato ayuda a corregir la acidosis causada por la pérdida de bases.
La glucosa es importante, ya que promueve la absorcidon de sodio y agua en
el intestino delgado. Sin glucosa, las sales de rehidratacion no funcionarian
correctamente en el intestino. (7)

Dieta y probioticos

Una dieta correcta, independientemente de los liquidos utilizados para el
mantenimiento o tratamiento de la diarrea, debe incluir ingestas diarias en
pequeiias cantidades distribuidas a lo largo del dia (seis colocaciones
diarias). Es recomendable consumir alimentos altos en energia y
micronutrientes, como granos, huevos, carnes, frutas y hortalizas.
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¢)

Depende la gravedad del episodio de diarrea, puede ser necesario
aumentar la ingesta energética.

Los probidticos son de multiples beneficios para la salud humana, ya que
modulan los mecanismos inmunitarios de la mucosa, interactian con
microbios comensales y microorganismos potencialmente patogénicos,
dando como respuesta metabolicos como acidos grasos de cadena corta.
Ademas, interactiian con las células por medio de sefiales quimicas. Se ha
comprobado que los probidticos pueden actuar como antagonistas de
patogenos latentes , mejorar la salud intestinal, reforzar la barrera
intestinal, regular la inflamacion y equilibrar la respuesta inmunitaria
frente a desafios antigénicos.Ademas, reduce la incidencia y gravedad de

la diarrea, siendo este uno de sus usos mas reconocidos. (35,36)
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lactic acd bacteniocrs,
ey 7
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probkogics ﬁ://_‘ normal microdnes
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[-1L] fwll::'/ I \' L
digestion ‘T | "m'mhﬁn-.
Y
pervatien ol
gt defence
Pathogens Patogenos
Compeftion for mutnents and receptors Competencia por nufnentes v receptores
LPS peptidoglycan LPS peptidoghcane
Promotion of host defence Promocion de la defensa del hos o
Gut function digestion Funcion mntestinal: digestion
Probiotics Probioticos
Norma microflora Mieroflora normal
Production of antimicrobial substances, lactie Produceion de sustaneias anfimicrobianas,
acid bactenocins, H202 bacteniocinas de acido lactico, H202

Figura 4. Mecanismos de interaccion del microbiota y los probioticos
con el hospedero, Farmacologia clinica y terapéutica médica. (36)

zinc y vitamina A

El sulfato de zinc influye en el funcionamiento del epitelio intestinal,
ayuda a regenerar los tejidos lesionados. La vitamina A, participa en el
proceso de absorcion de sodio y agua, asi mismo en la respuesta del
sistema inmunoldgico, mejora en la consistencia de las heces en las

primeras 72 horas.
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1.5.6

Asi mismo, la vitamina A tiene la capacidad de reparar el dafio en la
mucosa causado por infeccidnes, protege la mucosa y contribuye en la
absorcion intestinal. Tanto el sulfato de zinc y vitamina A, tratan el
episodio de diarrea. (36)
Tramiento farmacologico
Los antidiarreicos tienen distintas acciones segin su grupo. Act@lan como
protectores y absorbentes intestinales. Los de tipo musculotropicos y
anticolinérgicos son los mas aptos contra los dolores colicos, ligeramente reducen
la frecuencia de las deposiciones y la pérdida de liquidos. (37)
1.5.6.1 Opiaceos
Tienen su accion activando los receptores p, lo que disminuye la
motilidad intestinal y favorece los movimientos no propulsivos. Como
consecuencia, aumenta la absorcion de agua y electrolitos. Ademas,
inhiben la liberacion de prostaglandinas y ejercer un efecto antisecretores.
(37).
a) Loperamida
Siendo un derivado de la petidina, la loperamida tiene una accién
rapida desde la primera dosis, alcanzando una concentracion
plasmatica maxima entre 3 a 5 h, con una semivida de 11 horas. La
dosis de referencia es de 4 mg y 2 mg, después por cada defecacion,
como maximo 16 mg por dia. Sino hay mejoria al cabo de 48 horas,
(38).
Su mecanismo de accion consiste en ser un agonista del receptor
opioide p en el plexo mientérico del intestino grueso, asi mismo
bloquea canales de calcio no selectivos. A las dosis recomendadas, no
influye al sistema nervioso central como otros opioide. Su accion
disminuye la actividad del plexo mientérico reduce asi la motilidad de
los musculos lisos circulares a lo largo del tracto intestinal. Se logra
por medio de la inhibicion de la liberacion de acetilcolina y
prostaglandina, permitiendo que el contenido permanezca por mas
tiempo, favoreciendo la reabsorcién de agua, aumenta la consistencia
y densidad de las heces. Este farmaco suprime el reflejo gastro cdlico,
disminuyendo el nimero de defecaciones, aumentando el tono del
esfinter anal, lo que provoca retencion fecal y disminuye los episodios

de incontinencia. (39)
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Férmacos utilizados |

Férmacos
antiinflamatorios

:CORTKCOSTEROCSES

Hidrocortisona

Prednisolona
(supositorios,
enemas, espuma)

Prednisolona por
via oral

Aminosalicilatos

| Sutasalazina
Mesalazina

Suplementos
pancreéticos

Pancreatina

| Laxantes
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Salvado
Ispagula

OSMOTICOS

MgSO,

Lactulosa

1 Docusato

| Glicerol (supositorios)
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(Docusato)

Aceite de mani (enema)

en
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Mdsculo circular
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Figura 5. Farmacos que actian sobre el tracto gastrointestinal ,
Farmacologia médica en esquemas.(39)

1.5.7 Forma farmacéutica liquida

Segun la Farmacopea Europea, las formulas orales liquidas pueden ser

disoluciones, suspensiones o emulsiones, que estin compuestas por un solo

principio activo o mas en un vehiculo que cumpla con las caracteristicas requeridas

por dichos principios activos. (41)

1.5.7.1 Suspension oral

Las suspensiones farmacéuticas constituyen sistemas heterogéneos y

termodinamicamente inestables, lo cual se evidencia en la tendencia de las

particulas suspendidas a sedimentar. (42)

1.5.7.2 Componentes fundamentales

a) Principio activo

b)

Son moléculas producidas por el metabolismo de los organismos
vegetales, responsables de ejercer la actividad farmacologica y de uso
terapéutico. Sim embargo, algunos principios activos presentan baja
solubilidad o son practicamente insolubles. En estas situaciones, se
usan cosolventes para facilitar su disolucion. (43)

Vehiculo Solvente

Son utilizados para disolver ingredientes activos y excipientes para
crear soluciones, suspensiones o emulsiones. Los solventes mas usados

son glicerina, sorbitol, liquidos, aceites farmacéuticos entre otros. (44)

1.5.7.3 Métodos generales de preparacion de la suspension
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a)

b)

De acuerdo el principio activo

Una vez realizada la caracterizacion de la solubilidad del principio activo,
se podra optar por disolver o emplear un agente suspensor. La baja
solubilidad puede estar influenciada por factores como el pH, la
temperatura, el volumen o contenido del fluido. Ademas, se emplean
excipientes los cuales determinan la forma farmacéutica que se desea
formular. (45)

De acuerdo con la tecnologia

Mezclado mecéanico es uno de los métodos mas utilizados, consiste en
emplear un mortero con pilén de vidrio para triturar los ingredientes hasta
obtener una mezcla homogénea, lo cual permite reducir el tamafio de las
particulas. Este método se prefiere especialmente cuando se deben
incorporar dos sustancias con consistencia diferente, por ejemplo, una

compacta y otra blanda. (47,48)

1.5.7.4 Sustancias auxiliares

a)

b)

Correctores de aroma y sabor

Tienen la capacidad de mitigar olores y sabores desagradables. Muchas

férmulas ya incluyen sabores disefiados para mejorar la aceptabilidad del

producto. Sin embargo, cuando se inicia con el proceso de formulacion, es

necesario realizar comparaciones entre diferentes aromas y sabores para

identificar cual enmascara mejor el principio activo, determinando

también las cantidades adecuadas para evitar una intensidad excesivas.

(49)

Conservantes

Suele utilizarse para evitar la contaminacion bacteriana y preseverar las

caracteristicas del preparado durante un tiempo prolongado.

e Amplio espectro de accion.

e FEstables en un rango amplio de pH y temperatura.

e Compatible con los componentes de la formulacion y con el material
del envase.

Los conservantes mas utilizados son: acido benzoico, benzoato sodico y

parabenos. Estos actian como inhibidores del crecimiento de

contaminantes como hongos, bacterias y levaduras, con un rango amplio

de pH. (41,46)

Control de calidad en suspensiones

Entre los principales controles de calidad en una preparacién oral se

encuentran las caracteristicas organolépticas, como el color, sabor y olor,
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d)

el valor de pH y el control microbioldgico (especialmente la ausencia de
Escherichia coli en 1g/1mL del producto) (49,50).

Envasado, etiquetado y almacenamiento

Las soluciones orales pueden envasarse en recipientes de dosis Unica o
multidosis, generalmente de vidrio ambar. El tapon debe de garantizar la
hermeticidad del cierre para evitar posibles contaminaciones o deterioro.
En el caso de suspensiones, se debe de dejar un espacio adecuado para
garantizar la agitacion, asegurando una correcta homogenizacion y, por lo
tanto, una dosificacion precisa.

El etiquetado debe de incluir: identificacion del producto, concentracion
(mg/mL), fecha de elaboracién, condiciones de conservacion, y la fecha
de caducidad posterior de la elaboracion del preparado farmacéuticos. Asi
mismo, debe indicarse la dosis correspondiente en funcioén del volumen
administrado. (49)

Por ultimo, los jarabes medicinales deben de estar en frascos de vidrio

oscuro, con una capacidad que puede variar entre 60 y 150 mL. (51)
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II. ESTRATEGIA METODOLOGICA.

2.1 Tipo, nivel y disefio de investigacion (52)

2.1.1 Tipo de investigacion
La investigacion realizada es de tipo aplicada, ya que los resultados obtenidos
seran fundamentales para la formulacion y desarrollo de un producto
fitoterapéutico.

2.1.2 Nivel de investigacion
Por lo realizado, el estudio corresponde a un disefio experimetal-transversal, ya
que se manipula una variable independiente y se mide su efecto en un solo

momento.

2.2 Lugar de investigacion

Universidad Nacional San Luis Gonzaga, Facultad de Farmacia y Bioquimica;
Laboratorios de Quimica General, Farmacologia y Farmacotecnia e Industria

Farmacéutica.

2.3 Materiales de trabajo
2.3.1 Material vegetal

- Ramas de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual”
2.3.2 Materiales de laboratorio

- Probeta 10 mL, 50 mL,100 mL

- Luna de reloj

- Crisol

- Espatula

- Termdémetro

- Fiolas

- Vasos de precipitado de 50 mL, 100 mL y 1000 mL

- Frascos ambar

- Micropipeta de 100 uL

- Micropipeta de 1000 uL

- Aro de soporte

- Regla

- Lupa
2.3.3 Equipos de laboratorio
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- Rotavapor
- Ultrasonido (Lab Companion)
- Balanza analitica
- Mufla (Marca: Binder)
- Desecador
- Balanza
- Equipo de maceracion
- Ventilador
- pH metro
- Peras de Bromo
- goma
2.3.4 Reactivos y excipientes
- Cloruro férrico (FeClI3)
- Limadura de magnesio
- Diclorometano
- Acido Clorhidrico 1%
- Reactivo de Mayer
- Reactivo de Wagner
- Reactivo de Dragendorff
- Hidroxido de amonio
- Hidroxido de sodio
- Ninhidrina
- Loperamida 2 mg blister

2.3.5 Medios de cultivo
- Caldo MacConkey

- Agar MacConkey

- Agar TBX

- Agar PDA

- Agar Plate Count

- Agar Manitol Salado

2.3.6 Otros
- Papel Kraft

- Tijera de podar
- Ratones

2.4 Hipétesis y variables
2.4.1 Hipdtesis

Hipotesis general
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e [a forma farmacéutica liquida obtenida del extracto etandlico de Polylepis
racemosa Ruiz & Pav “Quenual” presenta un buen efecto antidiarreico.

Hipétesis especificas

e El extracto etandlico presenta metabolitos secundarios como taninos,
posiblemente responsables de la actividad antidiarreica.

e El extracto etanolico presenta caracteristicas fisicoquimicas de buena calidad,
responsables de la actividad antidiarreica.

e El extracto etanolico obtenido de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual”
presenta bajos niveles de toxicidad en ratones.

¢ Presenta efecto antidiarreico el extracto etanolico de Polylepis racemosa Ruiz
& Pav “Quefiual”, en ratones albinos.

¢ Se puede formular y elaborar una forma farmacéutica liquida a partir del
extracto etandlico obtenido de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quenual” con
buenas caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microbiologicas.

e [ a forma farmacéutica liquida obtenida del extracto etandlico de Polylepis
racemosa Ruiz & Pav “Quefiual” mostrara un buen efecto antidiarreico en

ratones albinos.

2.4.2 Variables

Variable independiente Indicador Indice
Identificacion Reacciones de coloracion
) Fitoquimica y precipitacion
Extracto etandlico
de las ramas de . - mg/ml, °Brix, pHy %
. Control Fisicoquimica
Polylepis racemosa PP
Ruiz & Pav.
Toxicidad N°ratones vivos
Solubilidad mg/ml
Forma farmacéutica )
) Formulacion %
liquida _
pH,g/ml,evaluacion
Control de calidad sensorial, presencia de
microorganismos.
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Variable dependiente Indicador Indicé

. o ) Recorrido del
Actividad antidiarreica ‘ . % de T.I
intestino

2.1 Poblacién y muestra

2.5.1 Poblacion
La especie vegetal de Polylepis racemosa Ruiz & Pav. fue recolectada en su forma
de planta enteran, en una cantidad de 30 kg, en la provincia de Querobamba, region
Ayacucho.

2.5.2 Muestra:

10 kg de las ramas de la especie Polylepis racemosa Ruiz & Pav.

2.2 Métodos, técnicas y procedimiento para la recoleccion de datos

2.6.1. Recoleccion y clasificacion de la muestra

La muestra botanica Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual” fue recolectada por
el autor en la provincia de Querobamba, del departamento de Ayacucho (9°59'3 S
76°00'01 O 3246 m.s.n.m.). Previa coordinacion con SERFOR debido a que se trata
de una especie en peligro de extincion (Anexo N°1).
Larecolecta se llevo a cabo desde el inicio del dia, usandose tijeras de podar y bolsas
de papel Kraft para evitar posibles descomposiciones y contaminaciones. Fue llevado
a los laboratorios de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
“San Luis Gonzaga”.
Se tomo cierta cantidad de la muestra y se entregd en el Museo de Historia Natural de
la UNMSM donde fue clasificada taxondémicamente por un bidlogo capacitado y
certificado. La muestra se realiz6 con el Sistema de Clasificacion APG IV (2016)
(Anexo N°2).

2.6.2. Tratamiento de la muestra (53) (Anexo N°3)

Fue sometida a un proceso de separacion donde se procedio a:

v" Seleccion: Ya hecha la recoleccion, se comenzo a descartar las hojas, flores
entre otras partes aéreas, conservando solo las ramas. Se seleccionaron las
ramas que se encontran en buen estado, descartando las partes dafiadas, picadas
o deterioradas y se colocaron en bolsas de papel Kraft, para evitar procesos de
pudricién u otros factores externos.

v" Limpieza: Tuvo como objetivo quitar la impureza de las ramas por medio del
lavado con agua corriente, seguido de una filtracion con colador para eliminar
los residuos de tierra, contaminantes y otros restos que pudieran alterar los

resultados.
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2.6.3.

2.64.

v" Secado: Se tuvo en cuenta el secado bajo sombra, con el fin de que las ramas
no sufran alteraciones, se dejo bajo esas condiciones 15 dias sobre hojas de
papel Kraft, teniendo en cuenta que se dieron movimientos perioddicos a la
misma planta.

v" Conservacion: Para su correcto guardado se usaron bolsas de papel Kraft donde
se mantuvo las ramas hasta los proximos estudios , afin de darles una mayor
conservacion.

Obtencion del extracto etandlico (54) (Anexo N°4)

Se prepar6 el extracto etandlico empleando como solvente alcohol etilico a una

concentracion de 96%, mediante el método de maceracion.

a) Preparacion: Se pes6 1000 g de la planta en estudio, se colocé en un recipiente
y se adicionaron 5 L de alcohol etilico al 96%, para ser almacenado al abrigo
de la luz.

b) Maceracion previa: Se dejo macerando durante un periodo de 15 dias, con
agitacion periodica para optimizar la extraccion de los metabolitos activos.

¢) Doble maceracion: Tras completar los 15 dias iniciales, fue filtrado y el
material botanico residual se sometié nuevamente a maceracioén con otros 5
L de alcohol etilico, manteniendo las mismas condiciones de agitacion que
en la primera etapa.

d) Operaciones unitarias complementarias: Después de los 15 dias adicionales
de maceracion, fue filtrada en un recipiente adecuado, y luego fue llevado en
un evaporador rotatorio.

e) Secado: Por tultimo, el extracto fue colocado en un recipiente rotulado y, se
dejo secaar a temperatura ambiente, completando su proceso de secado para
su posterior almacenamiento y uso en futuras pruebas durante la
investigacion.

Tamizaje fitoquimico (55)

El tamizaje o screening fitoquimico constituye la base principal para investigar

diversas especies botanicas, lo que permite conocer y determinar

cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en la planta. La
verificacion e identificacion es por medio de coloraciones y precipitaciones,
permitiendo la evaluacion rapida de reacciones sensibles y reproducibles. Este
método se llevd a cabo mediante extracciones consecutivas utilizando solventes
de diferentes polaridades, con el fin de obtener diversas fracciones denominadas

A, B, C, D, E y F. Para el desarrollo del tamizaje se utilizéo la metodologia
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descrita por Olga Lock, dependiendo del comportamiento del extracto se tiene

ligeras modificaciones. (Anexo N°5)

[ Muestra seca 20 g ]

W0 ml o efenal de 06", meoenw S0
Tlrlrlw Aoras a femperatura amivands, 59 axires
par melody por 4 hoves ¥ e an

o P,
Aminodeldos Fraccidn A Em FracciSi Fl‘ls} Saponing
e Separar 30 mL {Prite e aspumal

Fx, shinoiiax B pxlrae can HCT 1% (2x20mL),
fillra y =& abffene dos parles.

Insoluble Solucién Acida

lavar con M0, dajar secar, Se flra, alcalinizar con MM,
agragar GHoL, filtrar, exlraer con CHECT (21 5mL)
saca [Na S0y
Fraccién B Fase cloroformica Fase acwosa
l SEla Gon
BeCEr 200 NS0,
Estaroides NazS04 ¥ fitrar auiraer can
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ard (3:3),
Quinanas 25
R Boriaier 2
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avaporar a sequedad
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fx, Evaporacitn d4mi Fiftredo de Fase cloroformica- Fase acuosa
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R Shincda R, Resanbain Anillca lactona  RalisbemmannBuchard Rl Mayer
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Figura 6. Marcha Fitoquimica para identificar metabolitos secundarios

1. Obtencion de fracciones
Del extracto etanolico se usaron 20 g, de los cuales una porcion se denomino
Fraccion A, empleada para determinar las respectivas reacciones de
identificacion. El extracto sobrante se extrajo con HCl al 1% y se filtr6 para

obtener dos fases:
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a) Insoluble
En este caso se equilibré el pH del extracto utilizando agua destilada.
Posteriormente, se agregd 5 mL de CH:Cl.. La fase organica se
deshidraté con sulfato de sodio anhidro y se filtr6 para eliminar el
desecante y otros posibles residuos. El filtrado constituye la Fracciéon B.

b) Solucién acida
Luego de ser filtrado, se usé una solucion que pueda alcalinizar y se
extrae con CH2Clz, con una pera de bromo, dando como respuesta dos
fases:

a) Diclorometanica
Se lavo con 5 ml de agua destilada, posteriormente fue secada con
sulfato de sodio anhidrido y se filtro6 para tener como respuesta la
Fraccion C.

b) Acuosa
Se satur6 con aproximadamente con 5g de sulfato de sodio anhidro y se
extrajo con diclorometano y etanol, para obtener dos fases:

¢ Fase organica
De igual forma se obtuvo la Fraccion D , se lavo con una solucion de
sulfato de sodio anhidro junto con la fase acuosa y se filtra.
e Fase acuosa

Lo sobrante de la fase organica fue nombrado la Fraccion E.

¢) Liquida
1 g de la droga cruda fue fraccionada e incorporado en un vaso
precipitado, completado con 20 ml de agua destilada.Se agitdé con una
bagueta hasta alcanzar el punto de ebullicion. Por ultimo, se filtr6 en
caliente y se completd con 20 ml adicionales de agua destilada hasta que
se enfrio y constituyo la Fraccion F.

2. Determinacion de grupos funcionales por fraccionamiento
a) Deteccion de taninos

¢ Reaccion de gelatina- sal

Se usaron tres tubos de ensayos a los que se agregd 0.5 mL del extracto
disuelto en agua. Al primer tubo de ensayo se le agreg6 2 mL de cloruro
de sodio al 5%, al siguiente 2 mL de gelatina al 1%, y al ultimo 1 mL de
cloruro de sodio al 5% y 1 mL de gelatina al 1%. La presencia de taninos
se confirma cuando hay precipitacion. Si solo ocurre en el tubo 2 y 3, es

un falso positivo.

31



+» Reaccion de cloruro férrico

Se adiciond 0.5 mL del extracto diluido en alcohol 96° y una gota de
solucion acuosa de FeCls al 1%. El resultado es positivo si presenta una
coloracion azul-negro, verde o verdosa.

b)  Deteccion de aminoacidos
¢ Reaccion de Ninhidrina

Se afiadié con una pipeta capilar, una gota del extracto y una gota del
reactivo ninhidrina al 2%. Como control se us6 una solucion etanélico
de ninhidrina al 2%. Posteriormente, los papeles se secaron a
temperatura ambiente, y se colocarén en una estufa a 110°C hasta que

aparecid un color en el blanco.

La reaccion es positiva cuando el papel de filtro exhibe una coloracion

azul violaceo.

c) Deteccidn de flavonoides

+» Reaccion de Shinoda

En una placa, se anadi6 3 gotas de la fraccion correspondiente ,3
limaduras de magnesio (Mg) y 2 gotas de acido clorhidrico concentrado.
La reaccién es positiva cuando si aparece tonos de colores rojo,

anaranjados o violeta

d)  Deteccion de triterpenoides y/o esteroides

+ Reaccion de Liebermann- Burchard

En una placa, se afiadié una cantidad de la fraccion correspondiente
disuelta en diclorometano. Luego, se sumé 5 gotas de anhidrido acético
y 3 gotas de acido sulfurico concentrado.

El ensayo de la reaccion es positivo si se notan colores verdes o verde

azulados.

e) Deteccidon de antraquinonas

+¢* Reaccion de Borntrager

Se tomo una muestra del extracto disuelto en diclorometano en un tubo
de ensayo que contenia 3 mL de hidroxido de sodio al 5%. El tubo de
ensayo se cerro y se agito suavemente, después se dejo reposar hasta que

se distinguieron dos fases.
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2.6.5.

f)

g)

h)

Lareaccion es positiva sila fase acuosa se vuelve de color rojo.

Deteccion de alcaloides

Se usaron 4 tubos de ensayo, se agregd la fraccion correspondiete y 1
mL de una soluciéon de 4cido clorhidrico al 1%. EI primer tubo fue

utilizado como control.

¢+ Reaccion de Dragendorff

En el segundo tubo de ensayo se adiciono 3 gotas del reactivo.

Si se observa un precipitado anaranjado, si la reaccion es positiva.
¢+ Reaccion de Mayer

En el tercer tubo de ensayo se sumoé 3 gotas del reactivo.
La aparcién de un precipitado blanco cremoso indica una reaccion

positiva.

¢ Reaccion de Wagner

En el ultimo tubo de ensayo se agrego 3 gotas del reactivo.
Si se observa un precipitado rojo indica una reaccion positiva.

Deteccidon de leucoantocianidinas y catequinas
¢ Reaccion de Rosenheim

En un tubo de ensayo se incorpord 2 mL de la fraccion correspondiente
diluido en alcohol de 96°, rapidamente con 1 mL de acido clorhidrico
concentrado. Luego se calentdé 100°C por 10 minutos, se enfrid y se
afladieron 3 mL de agua destilada y 2 mL de alcohol amilico, por ultimo,
se agitod y se observara la fase.

La reaccion es positiva si aparece un color rosa débil o carmesi oscuro. Si

es rojo, indica presencia antocianidas, y si es marron, es catequinas.

Deteccion de Saponinas (Prueba de espuma)
En dos tubos de ensayo, se agitan 2.5 mL de la Fraccién F durante un
minuto. Se deja reposar por 15 minutos y se observa la presencia de

espuma. Se considera positivo si es mayor a 5 mm.

Caracterizacion Fisicoquimica (56) (Anexo N°6)

Los siguientes ensayos se realizaron con la finalidad de conocer las

caracteristicas propias del extracto.

i)Solidos totales: AOAC 925.3B
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Llevado a cabo por el método gravimétrico, para poder realizar ello se pesé 2 g
del extracto seco en una placa Petri. Inicidndose con el secado por una hora a
130°C. Luego, se coloco en un desecador y se procedio a pesar.

Se destap6 la placa y se volvid a secar 130 ° + 5°C durante una hora. Luego, se
cubrid la placa con su tapa dentro de la estufa y se llevo al desecador. Por tltimo,
se peso la muestra. Se reporta la pérdida de peso como humedad utilizando la

siguiente formula:

. w de la placa con residuo — w de la placa vacia.
% de solido totales = w de lamuesira x 100

ii) Solidos solubles: AOAC 932.12
Se llevd a cabo por el método refractométrico. Se afadi6 una solucion al 10%
y luego se calibr6 el equipo. Finalmente, se midi6 directamente por triplicado.
iii) Cenizas: AOAC 923.03
Se pes6 1 g de la muestra en un crisol, repitiendo el proceso por
triplicado.Luego, se incinerd preliminarmente a una temperatura de 550°C y se
enfrié en un desecador. Luego, se incinerd en la mufla a 550°C durante 4 horas,
hasta que se observaron cenizas blancas. Por ultimo, se colocé en un desecador
y se peso al alcanzar la temperatura ambiente. Se calculd el porcentaje de

cenizas totales, con la formula correspondiente:

. w del crisol con ceniza — w del crisol vacio
% de cenizas = x 100
w de la muestra

iv)  pH: AOAC981.12
La medicion se llevo a cabo mediante el método potenciométrico, utilizando
extracto seco mezclado en agua destilada. Primero se calibr6 el equipo y luego
se realizaron las mediciones, teniendo en cuenta la temperatura ambiente.
2.6.6. Perfil toxicologico (57) (Anexo N°7)
OECD N°423: Prueba de toxicidad oral aguda en ratones
Se utiliz6 la directriz 423 de la OECD para evaluar la toxicidad oral aguda. Se
trabajo con ratones hembra nuliparas y no embarazadas, ya que estas
caracteristicas mencionadas aumentan la sensibilidad y precision de los
resultados.
i) Condiciones de los ratones
El periodo de adaptacion fue de 7 dias. La temperatura se mantuvo entre 20-

23 °C y la humedad entre 60-70%, con un peso promedio de =25 g a 30 g.
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Los ratones estuvieron en sus jaulas asignadas con acceso a agua y alimento

segun las recomendaciones alimentarias del INS (58).

il) Administracion del extracto

La administracion fue por una sonda orogastrica. Los ratones estuvieron en

ayuno. Se empez6 con una dosis inicial de 2000 mg/kg, siendo administrado

en 3 ratones y un ratén se utilizé6 como control que no recibio la dosis.
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Figura 7.Toxicidad aguda con dosis maxima de 2000 mg/kg,(OECD Guideline
423) corresponde al método de toxicidad aguda oral (57).

iii) Recoleccion de datos
Se observaron individualmente a los 4 ratones durante los primero 30
minutos, luego con especial atencion las 4 horas. A partir de ello, una vez
diariamente cada 24 horas, por un total de 14 dias. Este proceso se repitio
después de 14 dias. Se considerd el tiempo de aparicion de los signos de
toxicidad, asi como su muerte. Se controld el peso antes de administrar el
extracto, luego al séptimo dia y finalmente al décimo cuarto dia. Se
registraron todos los parametros, como la actividad motora, el tono muscular,
entre otros. Los resultados fueron recolectados en tablas de Screening
toxicologico (Anexo N°8). Por tltimo, se realizo una necropsia aislando
organos como el higado, el intestino, entre otros siendo observadose el color

de manera macroscopica y posteriormente pesados.(59) (Anexo N°9).
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2.6.7.

Figura 8.Necropsia de raton albino.

Eficacia antidiarreica con el extracto (60)

El efecto antidiarreico se evalud utilizando el método de Arbos et al.
(1992) con ligeras modificaciones; con el objetivo de determinar el recorrido
intestinal del extracto etanolico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav.

En total, se trabajo con 25 ratones albinos de la cepa Balb/c/CNPB, con un
peso de 25 a 30 g, procedentes del Instituto Nacional de Salud (INS) (Anexo
N°10). Se conformaron grupos de 5 ratones cada uno. Antes de iniciar con el
experimento, se aclimataron por una semana a condiciones controladas:
temperatura de 22 +2 °C, humedad entre 45 a 55% y un ciclo de luz/oscuridad
de 12:12 h con alimentacion y agua recomendada por el INS, asegurando
condiciones higiénicas adecuadas para prevenir enfermedades o
contaminaciones. Todos los ratones estuvieron en ayuno antes de la
evaluacion, una condicion importante para evitar variaciones en los

resultados (Anexo N°11).
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* Grupos de comparacion
Como parametro para comprobar la actividad antidiarreica, se utilizaron
dos grupos control. El primer grupo correspondi6 al control negativo, al
que se le administro el vehiculo en el que fue disuelto el extracto etanodlico.
El siguiente grupo fue el control positivo, tratado con Loperamida a una
dosis de 10 mg/Kg. Ambos tratamientos fueron administrados por via oral

mediante sonda orogéstrica.

* Administracion del extracto etanolico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav

La evaluacion de la motilidad intestinal se inici6 administrando desde el
tercer hasta el quinto grupo el extracto en estudio, a dosis de 10 mg/kg, 20
mg/kg, 30 mg/kg respectivamente, de igual manera fue por sonda
orogastrica.

* Administracion de carbon activado
Trascurrido 30 minutos, a todos los grupos de ratones albinos se
administré 10 mL/Kg de carbon activado al 10% por via oral (VO)

* Medicion del recorrido intestinal
Para finalizar, luego de 30 minutos, todos los animales fueron sacrificados
por dislocacion cervical. Posteriormente, se realizé una laparotomia para
extraer el intestino delgado, desde la porcién pilérica hasta el colon, y se
medio6 la distancia recorrida por el carbon activado:

Formula para calcular el porcentaje de transito intestinal (% TI)

% TI = Distancia recorrida por el carbén activado en el intestino delgado ¥ 100
0T Distancia total del intestino delgado

2.6.8. Preformulacion

Esta fase del proceso de desarrollo de un medicamento tuvo como objetivo

disefar una forma farmacéutica que sea estable, segura y eficaz. Se considero

para la preparacion los siguientes ensayos:

a) Ensayo de solubilidad (46) (Anexo N°12)

La solubilidad es la cantidad maxima de soluto que se puede afiadir a un
volumen de disolvente en condiciones especificas de temperatura y presion.
El extracto etandlico fue sometido a un ensayo de solubilidad con diversos
solventes, con el fin de determinar la compatibilidad con ellos. La afinidad
entre el extracto y el disolvente podria permitir su aplicaciéon en formas

farmacéutica liquidas.
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Para la evaluacion, se utilizaron 8§ tubos de ensayo, a los cuales se le agrego
5 mL de diversos solventes, especificados en la tabla 2. Se pes6 una porcion
minima del extracto en estudio y se afiadieron pequefias cantidades al
solvente hasta alcanzar el punto de saturaciéon. Luego, se determind la
cantidad usar del extracto. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para
cada solvente

Los resultados se obtuvieron calculando el promedio de los valores

obtenidos y aplicando la siguiente formula:

5
promedio del peso de la muestra por solvente

mL/g =

Tabla 1. Solventes utilizados.

Solventes

Aceite vegetal
Propilenglicol
Alcohol 70°
Agua destilada a temperatura ambiente
Agua destilada a 70°C
Alcohol 96°

Glicerina

Vaselina liquida

Tabla 2. Clasificacion de solubilidad. Extraido de United States
Pharmacopeia, Test of formulation. 42a ed. NF 37. Rockville:
USP; 2019 (41).

Voluimenes aproximados de
Término solvente en mililitros por

gramo de sustancia

Muy soluble Inferior a 1

Fécilmente soluble
Soluble
Moderadamente soluble
Poco soluble
Muy poco soluble

Practicamente insoluble

Delal0
De 10 a 30
De 30 a 100
De 100 a 1000
De 1000 a 10000
Mas de o igual a 10000
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2.6.9.

b) Evaluacion gustativo-sensorial en humanos (Tastetrials)
Este método es uno de los mas empleados en la actualidad para la
evaluacion sensorial de formas farmacéuticas liquidas. El estudio se
llevd a cabo en individuos sanos (61), cada participante aprecio
diversos sabores preparados para la forma farmacéutica liquida. Para
obtener un resultado fiable, se us6 una escala numérica desde uno
"muy desagradable" hasta la maxima escala "muy agradable".
(Anexo N°13)
b.1) Sabores seleccionados
Para determinar qué sabores podrian enmascarar, la sensacion
desagradable del extracto se evaluaron sus caracteristicas
organolépticas.De acuerdo a ello, se seleccionaron 6 sabores.
b.2)Evaluacion gustativo-sensorial por cada participante
Antes de la prueba, los participantes debian cumplir con ciertos
requisitos, como estar sanos, no haber consumido ningln
alimento o bebida que pueda alterar su percepcion sensorial.
Cada uno de los ocho sabores evaluados se identifico mediante
una nomenclatura especifica, con el fin de garantizar una
apreciacion mas objetiva.
Durante la prueba, tras la degustacion de cada sabor, los
participantes disponian de dos minutos para enjuagar su boca
con agua y eliminar cualquier residuo que pudiera interferir con
la evaluacion de los sabores siguientes.
b.3) Resultados
Al finalizar la prueba, cada participante completé de manera
privada una encuesta virtual, en la que califico cada sabor

utilizando la escala numérica determinada.

Formulacion

Una suspension oral es una forma farmacéutica liquida que constituye un
sistema termodinamicamente inestable, ya que las particulas de la fase
interna tienden a mezclarse y sedimentarse (47). La caracteristica
principal del extracto etandlico es su baja solubilidad, por lo que, en la
etapa de la preformulacion, se usaron excipientes compatibles.

Se evaluaron en diferentes concentraciones: 2%, 5% y 10% del extracto

etandlico de la especie Polylepis racemosa Ruiz & Pav(62,63).
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2.6.10.

2.6.11.

a) Vehiculo: jarabe simple

b) Envasado: El envase fue de vidrio ambar, y el recipiente se lleno
dejando espacio para facilitar la agitacion.

Tabla 3 Formulacion de las suspensiones

Contenido Porcentaje

Extracto etandlico de Polylepis 2%, 5% y 10%
racemosa Ruiz & Pav

Vehiculo c.s.p. 100

Eficacia antidiarreica con la suspension oral (Anexo N°15)

Se us6 la metodologia para medir el efecto antidiarreico en el punto 2.6.7
(60).

Concentracion de la suspension oral

Dado que existe una dosis de referencia de10 mg/kg con presencia de
actividad antidiarreica comprobada, se evaluaron tres concentraciones:
2% ,5% y 10%.

Control de calidad (Anexo N°16)

Una vez obtenido el producto terminado, es obligatorio cumplir con
ciertos parametros de preparacion que garantice su calidad, seguridad y

eficacia (64). Por ello, se consideraron las siguientes evaluaciones:
Caracteristicas organolépticas:

Se realizd esta prueba para detectar si existian modificaciones en las
caracteristicas fisicas de la suspension oral tales como olor, color, sabor

y aspecto. (65)
Olor: Identificado por el sentido del olfato.

Se colocd una pequeiia cantidad de la suspension en una luna reloj y se

percibi6 directamente el contenido de la muestra.
color: Consiste en la sensacion visual y su interpretacion.

Se analizaron 5 mL de la suspension oral en un tubo de ensayo para

observar e identificar los colores presentes.

Sabor: Durante esta evaluacion, se colocaron 3 mL de la suspension oral

en una tapa dosificadora.
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b)

El contenido fue aplicado en la cavidad bucal completamente por un

minuto y eliminado por completo.

Aspecto: En un tubo de ensayo se colocaron 5 ml de la suspension oral

y se observo si el liquido era transparente, limpio o presentaba turbidez.
Las caracteristicas organolepticas evaluadas fueron registrados.
Densidad (66):

Para determinar la densidad de la suspension oral, se utilizd un

picnémetro siguiendo el siguiente procedimiento:

- Se peso6 el picnometro con agua destilada, considerandose (M3).

- Se seco el picnometro.

- Se peso el picnometro vacio (M1).

- Se llen6 completamente el picnémetro con la suspension oral..

- Por ultimo, se peso el picnémetro con la suspension oral siendo (M2).

Se uso la siguiente formula:

D= (M3 - M1)*D agua

Tabla 4. Densidad del agua a distintas temperaturas (67)

Densidad del agua
t°C g/cm? t°C g/cm? t°C g/cm?
16 0,9989 21 0,9980 26 0,9968
17 0,9988 22 0,9978 27 0,9965
18 0,9986 23 0,9975 28 0,9962
19 0,9984 24 0,9973 29 0,9959
20 0,9982 25 0,9970 30 0,9957

pH (USP) (46)

En esta evaluacion se utilizé un medidor multiparamétrico de pH para

determinar si es acido o alcalino, con un rango diferencia entre pH 4 a 7

(51
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d)

Se calibr6 el equipo a temperatura ambiente con los buffer de pH:4, 7 y

10.
-Se lavé el electrodo con agua destilada.

-En un vaso de precipitado, se coloco una cantidad de la suspension oral.

Se sumergio el electrodo y se midio6 el pH de la muestra.
Analisis microbioldgico (USP) (46)

-El objetivo de esta prueba fue determinar la presencia o ausencia de
microorganismos en la suspension oral, se utilizaron técnicas de cultivos

microbiolégicos.

-Para ello, se tomé una pequeia cantidad de la muestra, la cual fue
inoculada en medios de cultivo especificos. Estos medios fueron
incubados a una temperatura adecuada, que cumpla con los parametros

adecuados.

-Todos los materiales fueron previamente esterilizados en autoclave a

121 °C por 20 minutos.
Escherichia Coli (enterobacterias)

-Se tom6 1 mL de la muestra y se diluyo en 9 mL de solucion salina
fisiologica hasta obtener una dilucion 107", A partir de esta, se realizo

dilucidnes sucesivas hasta alcanzar una dilucion final de 1073,

-Se sembr6 200 uL de cada dilucion por triplicado, mediante el método

de incorporacion en medio de cultivo MacConkey.
-Se incubaron a 37°C durante 48 horas.

-Si en la superficie hay colonias de color rosado indica presencia de

Escherichia Coli.

Bacterias heterotrofas

-Se utiliz6 la misma muestra diluida previamente.

-Se sembrd 200uL por triplicado, mediante el método de incorporacién
en medios TBX y MacConkey.

-Se incubaron a 37°C durante 48 horas.
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e Levaduras y hongos filamentosos

Se utiliz6 la misma muestra preparada anteriormente.

Se sembraron 200uL por triplicado, mediante el método de siembra en
los siguientes medios:

- Se incubaron las placas de PDA a 27° C durante 6 dias.

- Plate Count a 30°C durante 48 h.

- Manitol Salado a 37°C durante 48 horas.

2.3 Técnicas de analisis e interpretacion de resultados:

Los datos recolectados se registraron en un cuaderno de campo y se digitd la
informacion en el programa Office 365 (Excel). Se calculd el promedio y la desviacién
estandar de los resultados obtenidos en cada grupo, los cuales se presentaron en tablas
y graficos. Para determinar las diferencias en los tratamientos, se utilizé la prueba
estadistica ANOVA con el post-test de Tukey, considerandose un nivel estadistico de

(p < 0.05). (68)

2.4 Aspectos éticos (Anexo N°17)

Para la manipulacion de animales de experimentacion, se tuvo como referencia la Guia
de Manejo y Cuidado de Animales de Laboratorio: raton, emitido por el INS. (69)
Asimismo, se usé la ley N° 30407, Ley de proteccion y bienestar animal (70),
garantizado que los animales utilizados en esta investigacion sufran el menor dolor y
estrés posible. Se aplicaron las 3R: reemplazar (se utilizado, siempre que fuese posible,
métodos o procedimientos que no implica el uso de animales vivos), reducir (se
minimizé la cantidad de animales sin afectar los objetivos de la investigacion,
manteniendo asi la precision de los resultados) y refinamiento (se priorizé el bienestar

de los animales para reducir al minimo cualquier dafio potencial o permanente).
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III.

RESULTADOS

3.1 Resultados Screening fitoquimico

Tabla 5. Metabolitos secundarios presente en las fracciones del extracto etandlico de

Polylepis racemosa Ruiz & Pav.

Fraccion Metabolitos Reaccion Resultados Observacion
Taninos RX de + Precipitado
gelatina- sal
Grupo Fenolico libre Rx de c.loruro + Color azul-negro
A Ferrico
Grupo aminos libres RX d? + Color violeta
ninhidrina
. . 1 ji
Flavonoides Rx de Shinoda + coTot TONIZO
marrén
Triterpenoides y/o . Rx de color marrén
. Liebermann +
esteroides verdoso
Burchard
B Rx de
Antraquinonas + Color marrén
Borntrager
Triterpenoides y/o . Rx de color marron
. Liebermann +
esteroides verdoso
Burchard
Rx de i precipitado
Dragendorff marrén
Alcaloides Rx de Mayer - pre01p1'Eado
marrén
C Rx de Wagner - pr601p1‘Ead0
marrén
Flavonoides Rx de Shinoda + color ro)izo
marrén
Leucoantocianidinas y Rx de N color marréon
catequinas Rosenheim (catequinas)
. . Rx de ,
Triterpenoides y/o . color marrén
. Lieberman +
esteroides verdoso
Burchard
D Rx de i precipitado
Dragendorff marrén
Alcaloides Rx de Mayer - prec1p1‘Eado
marrén
Rx de Wagner - preeip 1t’ado
marrén
Flavonoides Rx de Shinoda + color rojizo
marrén
Levcoantocianidinasy gy g . color marton
q Rosenheim (catequinas)
F Saponinas Espumas - menos de 5 mm

Leyenda: (+) Positivo; (-) Negativo.
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3.2 Caracterizacion fisicoquimica

Tabla 6. Caracterizacion fisicoquimica del extracto etandlico de Polylepis racemosa
Ruiz & Pav.

Parametros Resultados Unidades
Solidos totales 80,538% g/100g
Solidos solubles 4.2% °Bx (Brix)
Cenizas 2,47% g/100g
pH 3,28 -
Color marrén oscuro -
Olor lefioso -

Aspecto seco -

Se encontrdé un contenido de solidos totales de 80,538%, lo que indica una alta
concentracion de materia seca. Los solidos solubles fueron 4,2%, lo cual representa
la fraccion disuelta que solubilizan poco en agua . El contenido de cenizas fue de
2,47% lo que indica baja presencia de impurezas inorganicas. El pH obtenido fue 3,28
valor que se debe resaltar para la estabilidad del producto y su adaptacion para la

administracion oral.
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3.3 Toxicidad aguda en ratones

Tabla 7. Toxicidad aguda del extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav.

Peso corporal (g)

Grupo 1 N° P s
dia 0 dia 7 dia 14
Control 1 30 33 30

Promedio de grupo de

prueba limite (2000 3 25 25 24
mg/kg)
Grupo 2 N° Peso corporal (g)

dia 0 dia7 dial4

Control 1 30 33 30

Promedio de grupo
de prueba limite 3 26,9 31 28
(2000 mg/kg)

Se hizo la evaluacion con la dosis limite de 2000 mg/kg, de acuerdo con el protocolo
OCDE 423. Al no existir variaciones significativas en el peso corporal de los ratones

y ni signos anormales. Por lo tanto, el extracto etandlico no se considera toxico.

3.4 Actividad antidiarreica

Tabla 8. Actividad antidiarreica del extracto etandlico de Polylepis racemosa

Ruiz & Pav.
Grupo Ne % de recorrido en el
experimental transito intestinal
grupo control - 4 67.4%
grupo control + 4 17.5%
extracto 10 mg/kg 4 30.5%
extracto 20 mg/kg 4 51%
extracto 30 mg/kg 4 53.3%

El extracto etanolico mostrd una actividad antidiarreica moderada a una dosis de 10

mg/kg, con una inhibicion del transito intestinal del 30,5%, superior al control
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positivo (loperamida), que presentd una disminucion del transito intestinal del
17,5%. Sin embargo, el analisis estadistico mediante ANOVA y prueba de Tukey
evidencié que no hay diferencia significativa entre ambos tratamientos (p > 0.05),
lo que afirma la presencia de la actividad antidiarreica, aunque de manera

ligeramente inferior con respecto al control positivo.

Tabla 9. Analisis de varianza (ANOVA) de actividad antidiarreica en el extracto.

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
E 10 mg/kg 4 30.55 433 (23.72;37.38)
E 20 mg/kg 4 51.20 4.47 (44.37; 58.03)
E 30 mg/kg 4 53.25 10.10 (46.42; 60.08)
Loperamida

4 17.50 5.47 (10.67; 24.33)
10 mg/kg
Control (-) 4 67.35 5.86 (60.52; 74.18)

Desv.Est. agrupada = 6.40474

leyenda: Factor: Tratamientos ;Numero de repeticiones; Media: Promedio de las
repeticiones de cada tratamiento, Desv.Est: Desviacion estandar; IC de 95%:

Intervalo de confianza.

El extracto etanolico, a una dosis de 10 mg/kg, mostré una mayor actividad
antidiarreica, por un menor recorrido en el transito intestinal, con un porcentaje de
inhibicion de un IC del 95% de (23.72; 37.38), en comparacion con el control
negativo, cuyo IC del 95% de (60.52; 74.18). Estos resultados confirman la

presencia de la actividad estudiada.
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Figura 9. Grafica de IC al 95 % de los tratamientos en el extracto.

Tabla 10.Analisis mediante el método de Tukey a un nivel de confianza de 95% para el
extracto.

Factor N Media Agrupacion
Control (-) 4 67.35 A
E 30 mg/kg 4 53.25 B
E 20 mg/kg 4 51.20 B
E 10 mg/kg 4 30.55
Loperamida
4 17.50
10 mg/kg

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Las medias del recorrido intestinal del carbon activado se compararon entre todos los
grupos y dosis. Las medias que comparten una misma letra no son significativamente
diferentes (p > 0.05). Deduciéndose que el extracto, a una dosis de 10 mg/kg, presenta
actividad bioldgica comparable a la del grupo control positivo con la misma letra. Se

respalda con la prueba de Tukey .
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ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencia de las medias para E 10 mg/kg; E 20 mg/kg; ...

E 20 mg/kg - E 10 mg/kg i e
E 30 mg/kg - E 10 mg/kg i i
Loperamida 1-E 10 mg/kg '—0—3'
Control (-) - E 10 mg/kg i e
E 30 mg/kg - E 20 mg/kg —
Loperamida 1- E 20 mg/kg e

|
I
j
I
Control (-) - E 20 mg/kg N S—
|
Loperamida 1- E 30 mg/kg — |

|

Control (-) - E 30 mg/kg —

|
Control (-) - Loperamida 1 }
|
-50 -25 0 25 50 75
Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.

Figura 10. Prueba de Tukey para comparar las medias del extracto

En este analisis, se considera que las medias son significativamente diferentes, cuando
el intervalo de confianza no contiene cero. La dosis de 10 mg/kg indica que es mas
activo a comparacion con las demds dosis evaluadas, ya que comparten cierta

semejanza con loperamida.
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3.5 Ensayo de solubilidad

Tabla 11.Solubilidad del extracto etandlico Polylepis racemosa Ruiz & Pav.

Solventes Extracto etandlico
Aceite vegetal 3
Propilenglicol 3
Alcohol 70° 3
Agua destilada a temp. 3

ambiente

Agua destilada a 70°C 3
Alcohol 96° 4
Glicerina 4
Vaselina liquida 3

Fuente: Elaboracion propia.

Leyenda:1 (practicamente insoluble), 2 (muy poco soluble), 3 (poco soluble), 4
(moderadamente soluble), 5 (soluble), 6 (facilmente soluble), 7 (muy soluble).
De los ocho solventes utilizados, solo el alcohol y la glicerina se consideraron
moderadamente solubles, mientras que los demas se consideraron poco solubles. Por
lo tanto, los resultados obtenidos si garantizaba la elaboracion de la forma farmacéutica

liquida.

3.6 Actividad antidiarreica con la forma farmacéutica liquida de Polylepis
racemosa “Queinual”.

Tabla 12.Actividad antidiarreica del extracto etanolico de Polylepis racemosa Ruiz &
Pav. en suspension

Grupo experimental N° % de recorrido en el
transito intestinal
grupo control - 4 60,7%
grupo control + 4 17,5%
2% 4 35.9%
5% 4 33.9%
10% 4 23,6%
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La suspension al 10%, alcanzo un 23,60% de inhibicion del transito intestinal, valor
cercano al control positivo (loperamida), que presentd un recorrido del 17,5%. El analisis
estadistico mediante ANOVA vy la prueba de Tukey confirmaron que no hay diferencia
significativa entre ambos tratamientos p > 0.05, indicando una similitud en la actividad

antidiarreica.

Tabla 13.Analisis de varianza (ANOVA) de actividad antidiarreica en la suspension oral.

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

loperamida 5

4 17.35 5.46 (10.46; 24.24)
mg/kg
Control (-) 4 61.22 10.62 (54.34; 68.11)
2% (10 mg/kg) 4 35.98 0.91 (29.087; 42.863)
5% (10 mg/kg) 4 33.95 3.34 (27.06; 40.84)
10% (10 mg/kg) 4 23.60 7.36 (16.71; 30.49)

Desv.Est. Agrupada=6.46289

En este cuadro, tras la administracion oral de la suspension. La concentracion al 10%
presentd una notable actividad antidiarreica con un IC del 95% de (16.71; 30.49). Al
Compararse con el control positivo de (loperamida), mostré una mayor actividad con un
IC del 95% (10.46; 24.24). Lo que indica que la formulacion evaluada posee un efecto

comparable al control positivo.

1

@
o
1

B
o
L

—

n
o
HH

Porcentaje de longitud recorrida
HH
HH

o
1

2% (10 mg/kg) 5% (10 mg/kg) 10% (10 mg/kg)  contrel negativo loperamida

Tratamiento de suspension

Figura 11.1C al 95 % de los tratamientos con suspension antidiarreica.
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Tabla 14.Analisis mediante el método de Tukey y una confianza de 95% en la
suspension oral.

Factor N Media Agrupacion
Control (-) 4 61.22 A
2% (10 mg/kg) 4 35.98 B
5% (10 mg/kg) 4 33.95 B
10% (10 mg/kg) 4 23.60 B C
loperamida 10 4 17.35

mg/kg

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Se evalud el recorrido intestinal del carbon activado en una suspension oral en
diferentes concentraciones, comparando con todos los grupos de ensayo. Las
formulaciones al 2 %, 5% y 10 % son semejante entre si, mientras que la del 10%
comparada con el control positivo (loperamida 10 mg/kg) no presentd diferencia
significativa. Confirmando el efecto farmacologico de la actividad antidiarreica con la

prueba de Tukey.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

Diferencia de las medias para loperamida 5; Control (-); ...

Control (-) - loperamida 5 i i
2% (10 mg/kg - loperamida 5 i e
5% (10 mg/kg - loperamida 5 i ——
10% (10 mg/k - loperamida 5 }—;—.—l

2% (10 mg/kg - Contral (3 P i

59% (10 mg/kg - Control (4 S i

10% (10 mg/k - Control (-) e i
5% (10 mg/kg - 2% (10 mg/kg |—0§—|
10% (10 mg/k - 2% (10 mg/kg %
10% (10 mg/k - 5% (10 mg/kg |—0—E—|

50 -25 {; 25 50

=

Figura 12. Prueba de Tukey para‘ comparaf las medias de la suspension

Las tres formulaciones de 2% , 5% y 10% no mostraron diferencia entre si. La

concentracion 10% presenta un efecto parcial similar a loperamida.
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3.7 Control de calidad

Tabla 15.Caracteristicas organolépticas y fisicoquimica de la suspension oral

Caracteristicas

;7 0
organolépticas /fisicas Suspension al 5 %

Suspension al 10 %

Color Marrén

Aspecto Uniforme
Madera y ligeramente
Olor .
resinoso

Sabor Menta

Densidad 1,257 g/mL
pH 5.65

Marron

Uniforme

Madera y ligeramente

resinoso

Menta

1,220 g/mL

5.32

e Segun la USP(46), las suspensiones orales generalmente tienen una densidad que

varia entre 1.0 y 1.3 g/mL. Nuestras suspensiones, se encuentran entre los rangos

aceptables. Sin embargo, este valor puede modificarse segun la formulacion

especifica y los componentes de la forma farmacéutica liquida.

e El pH de una solucion oral varia segun el farmaco y excipientes, sin un valor tnico

estandarizado. Se encuentra entre 4 y 7, compatible con la estabilidad y tolerancia.

Tabla 16.Analisis microbioldgico de las suspensiones orales.

.« . . . y . 14 0,
Analisis microbioldgico Suspension al 5%

Suspension al 10%

Escherichia Coli

: Ausente
(enterobacteria)
Heterotrofas Ausente
Levaduras y hongos
Ausente

filamentosos

Ausente

Ausente

Ausente

Este control se realizo6 por triplicado. Los resultados microbiologicos, confirman

la ausencia de crecimiento microbiano en las suspensiones al 5% y 10%, lo que

indica un buen control en la produccion del medicamento segtin la USP(46).
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IV. DISCUSION.

El estudio tuvo como objetivo principal evaluar el efecto antidiarreico de la forma farmacéutica
liquida obtenida del extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav. proveniente del
distrito de Querobamba, provincia de Sucre, departamento de Ayacucho.

No existen investigaciones farmacologico realizadas sobre esta especie hasta la actualidad; sin
embargo, si se han desarrollado estudios en otras especies del mismo género (10). Esta
investigacion contribuye con el desarrollo de un producto farmacéutico, amplia la informacion
existente para futuras investigaciones y resalta la importancia de los metabolitos presente en
las siguientes fracciones (A, B, C, D, E y F) obtenidas del extracto etanélico de las ramas. En la
totalidad de las fracciones se confirm¢ taninos, flavonoides, compuesto fendlicos libres,
aminoacidos, antraquinonas, tripernoides y esteroides y catequinas tabla 5.

Sin embargo, investigaciones en otras especies del mismo género, como Polylepis rugulosa,
Cesar et al. reportaron ausencia de antraquinonas y presencia de saponinas, lo cual difiere de
los resultados obtenidos en el presente estudio.Esta diferencia puede ser a causa por factores
ambientales con altitud, condiciones territoriales y radiacion solar que influyen en la biosintesis
de metabolitos secundarios.

Se realizaron controles fisicoquimicos de solidos totales, solidos solubles, cenizas, pH y
caracteristicas organolépticas, cuyos resultados se presentan en la tabla 6. Al no existir
investigaciones previas relacionadas con las caracteristicas fisicoquimicas de esta especie, no
fue posible realizar comparaciones directas. Por otra parte, los valores obtenidos muestra que
tienen alta concetracion de materia seca, baja presencia de impureza y adecuada estabilidad para
administracion oral. Siendo aceptables para la elaboracion de una forma farmacéutica liquida.
El extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefual” fue sometido a una
evaluacion de toxicidad aguda utilizando el método de la OCDE 423 (57). Se inici6 con una
dosis de 2000 mg/kg administrado a ratones albinos. Segun los resultados mostrados en la tabla
7 ,no se observo mortalidad en ninguna de las dosis probadas. Aunque la informacion disponible
es limitada para establecer comparaciones, los datos obtenidos, muestra que la dosis letal media
(LDso) a una dosis de 2000 mg/kg o mas, podria estar relacionado con la ausencia de alcaloides
en el extracto etandlico de las ramas de Polylepis Racemosa. Quimicamente, los alcaloides son
metabolitos secundarios que cumplen funciones de defender contra herbiveros y patogenos; a
pesar de ello la especie de Polylepis racemos, crecen en altas altitudes, no requiere desarrollar
defensas quimicas toxicas y prioriza la sintesis de compuestos protectores frente a radiacion
UV. Este perfil proporciona una base util para futuras formulaciones farmacéuticas a partir de
esta especie (71).

Para evaluar el efecto antidiarreico se utilizd6 el método de Arbos et al.con ligeras
modificaciones (60). Segun los resultados presentados en la tabla 8, se observo actividad
antidiarreica en la dosis 10 mg/kg, con un 30.5 %, valor cercano a loperamida con 17,5% como
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se muestra en la Figura 9. Posiblemente debido a la presencia de metabolitos como los taninos
aportan astringencia y flavonoides destacan por su capacidad antioxidante encontrados en el
extracto etanolico(4). Los metabolitos secundarios responsables posiblemente inhiben la
secrecion y favorecen la absorcion ; tambien, podrian ejercer un efecto antiinflamatorio
reducciendo del estrés oxidativo y salvaguarde la funcion de la mucosa instestinal. La
identificacion de flavonoides podria inhibir la biosintesis de la ciclooxigenasa 1 y 2 , causando
la disminucion en la produccion de prostaglandinas . Por otra parte, los taninos podrian afectar
la secrecion intestinal mediante la formacion de tanatos proteicos en la pared intestina,
reduciendo el peristaltismo intestinal (72).

Se formularon tres suspensiones orales al 2%, 5% y 10%, previo a ello se realizo la prueba de
compatibilidad que tenian los excipientes con el extracto mostrado en la tabla 11 para tener una
mayor precision de los excipientes a usar.

Los resultados de tabla 12. muestran que las tres concentraciones de 2%,5% y 10% de las
suspensiones orales presentan actividad antidiarreica, con porcentaje de 35.9%,33,9% y 23,60%
respectivamente. Estos valores son inferiores a loperamida 17.5.% ,lo que demuestra la eficacia
de las suspensiones orales a base del ingrediente activo (extracto etandlico), evidenciando la
presencia de actividad antidiarreica en las concentraciones evaluadas. La suspension al 10%
mostro el efecto antidiarreico mas singnificativo, como se observa en la Figura 11, todos fueron
administradas a la misma dosis de 10 mg/kg. Es posible que la mayor concentracion del extracto
, junto con la influencia de los excipientes, potencia el efecto antidiarreico. Es decir, a mayores
concentraciones, podria aumentar su efecto terapéutico.

La tabla 17. presenta las caracteristicas organolépticas de las suspensiones al 5% y 10%
mostrando parametros aceptables de la suspension oral en cuanto a color, sabores, aspecto y olor
USP (46).

En la tabla 15 se observa que las dos concentraciones cumplen con los parametros establecidos
de densidad por la USP (46). Las caracteristicas organolépticas de las suspensiones al 5% y 10%
muestran parametros aceptables cuanto a color, sabores, aspecto y olor. El pH de las
formulaciones estd dentro del rango permitido para soluciones orales, compatible con la
estabilidad y tolerancia para una solucion oral (51). Ademas, los analisis microbioldgicos
mostrado en la tabla 16, demuestran la ausencia de microorganismos especificos, cumpliendo
con las normas establecidas por la UPS (46).

De lo anterior, se concluye que las concentraciones evaluadas presentaron resultados favorables,
siendo la suspension al 10% la més recomendable para su eficacia y facilidad de dosificacion.
Estos resultados servirdn como base cientifica, aportando conocimientos valiosos sobre la
composicion quimica, bioctividad y desarrollo farmaceutico para futuras investigaciones y el

desarrollo de nuevas aplicaciones terapéuticas a partir de esta planta.
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V. CONCLUSIONES

Los metabolitos identificados en el screening fitoquimico del extracto etandlico de
Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quenual” evidenciaron, en la mayoria de fracciones, la
presencia de taninos, flavonoides, compuestos fendlicos libres, aminoacidos,
antraquinonas, tripernoides, esteroides y catequinas.

El extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual” cumplen con los
parametros fisicoquimicos claves para la elaboracion de la forma farmacéutica oral.

El extracto etanolico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav “Quefiual” no presentd toxicidad
aguda a la dosis de 2000 mg/kg. Asimismo, en la necropsia realizada no se observaron
dafios macroscopicos.

El extracto etandlico de Polylepis racemosa Ruiz & Pav, mostr6 con dosis 10 mg/kg una
inhibicion de la motilidad intestinal del 30,5%, indicando presencia de la actividad
antidiarreica.

El control de calidad de las dos suspensiones, evaluado mediante las distintas pruebas
establecidas, se mantuvo dentro de los parametros por las normas vigentes consideradas.
Las suspensiones orales al 2%, 5% y 10% conservaron actividad antidiarreica en todas
las concentraciones evaluadas. La suspension al 10% presentd un mayor efecto,
alcanzando una inhibicion intestinal del 23,6%. El uso de excipientes adecuados

contribuy6 a potenciar dicho efecto.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar una evaluacion complementaria utilizando otros métodos de corroboracion de
la actividad antidiarreica.

Continuar la investigacion de la actividad antidiarreica mediante el desarrollo de nuevas
formulaciones farmacéuticas, en especial granulados.

Realizar estudios de estabilidad a largo plazo, con el fin de garantizar la calidad,
seguridad y eficacia de la formulacion farmacéutica.

Efectuar investigaciones microbioldgicas para evaluar la posible inhibicion de bacterias
patdgenas, considerando su relacion directa con cuadros diarreicos.

Emplear otros tipos solventes en la obtencion del extracto etandlico como alcohol de 70°
y solventes acuosos, utilizando diferentes partes de la planta, a fin comprobar su
efectividad

Realizar la identificacion y aislamiento de los metabolitos, con el objetivo de llevar a
cabo estudios estructurales que permitan determinar cudles son los compuestos
responsables de la actividad antidiarreica, mejorando asi la precision y eficacia de los

resultados.
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VIII. ANEXOS.

ANEXO N° 1
” SEI:I :IL FAORs: Soy 8 utor dl docurmento
Fecha: 03.10.2024 19:17:56 -05:00

RESOLUCION DIRECTORAL

Magdalena Del Mar, 03 de Octubre del 2024
RD N° D000148-2024-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF

VISTOS:

La carta s/n, registrada con numero de expediente 2024-0034888 (2024-
0043332), de fecha 24 de julio de 2024, conteniendo la solicitud de autorizacién con
fines de investigacion cientifica de flora silvestre, fuera de areas naturales protegidas
(ANP), presentada por el sefior ALEJANDRO IVAN HUARCAYA CAVERO' (en
adelante, el administrado), identificado con DNI N° 71347983, asi como, el Informe
Técnico N° D000041-2024-MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS-DGSPF-ICV de fecha 03
de octubre de 2024, y;

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66° de la Constitucion Politica del Pert de 1993 establece que los
recursos naturales, renovables y no renovables, son patrimonio de la Nacién; y el Estado
es soberano en su aprovechamiento;

Que, el articulo 9° de la Ley N° 26821, Ley Organica para el aprovechamiento
sostenible de los Recursos Naturales, establece que el Estado promueve la
investigaciéon cientifica y tecnolégica sobre la diversidad, calidad, composicion,
potencialidad y gestion de los recursos naturales. Promueve, asimismo, la informacion
y el conocimiento de los recursos naturales. Para estos efectos, podran otorgarse
permisos para investigacion;

Que, mediante el articulo 13° de la Ley N° 29763, Ley Forestal y de Fauna
Silvestre, se creé el Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR, como
un organismo publico técnico especializado con personeria juridica de derecho publico
interno, como pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura, actualmente el
Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego; articulo en el que ademas se sefala que el
SERFOR es la autoridad nacional forestal y de fauna silvestre, ente rector del Sistema
Nacional de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre, constituyendo su autoridad técnico
normativa a nivel nacional, encargada de dictar las normas y establecer los
procedimientos relacionados a su ambito;

Que, el articulo 137° de la precitada Ley N° 29763, Ley Forestal y de Fauna
Silvestre, declara de interés nacional realizar la investigacion, el desarrollo tecnolégico,
la mejora del conocimiento y el monitoreo del estado de conservacion del patrimonio
forestal y de fauna silvestre de la Nacion;

Que, segun lo dispuesto por el articulo 140° de la Ley en mencién, sefiala que el
SERFOR evalla y otorga la autorizacién para extracciéon de recursos forestales y de
fauna silvestre con fines de investigacién cientifica cuando: (i) se incluye especies

' Tesista de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga".

electrénico archivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silves aplicando lo dispuesto por

D.S. 070-2013-PCM vy | on Complementaria Final del D.S. 026-2016-PCM. Su autent

Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: BSS6Q3F
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investigacion autorizada o que origine que no se pueda confinuar con el
desarrollo de la misma, corresponde al administrado solicitar por escrito ante
la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal del SERFOR, la
renuncia a la autorizacién otorgada; renuncia que debera ser solicitada dentro
del plazo de vigencia de la autorizacion, precisandose el hecho o evento que
origina la imposibilidad de ejecutar o de continuar ejecutando la investigacion
aprobada, debiendo ademas el administrado adjuntar la documentacion de
sustento que estime necesaria, de ser el caso.

Que, por otro lado, el articulo 100° del Reglamento para la Gestién Forestal y de
Fauna Silvestre en Comunidades Nativas y Comunidades Campesinas, sefiala lo
siguiente:

‘Investigaciones cientificas realizadas dentro de las tierras de comunidades
campesinas y comunidades nativas

Toda investigacion cientifica en materia forestal y de fauna silvestre a realizarse
dentro de tierras de comunidades campesinas o comunidades nativas, requiere
de la autorizacion expresa de la comunidad y autorizacién otorgada por la
autoridad correspondiente. (...)".

Que, en adicion a ello, debemos precisar que, la presente autorizacion no habilita
el ingreso a predios privados, areas de conservacion privada (ACP), areas de
conservacion regional (ACR) y titulos habilitantes en cuyos casos, deberan gestionar la
autorizacion de ingreso correspondiente ante la autoridad o titular del area, segun
corresponda;

Que, en ese sentido, en caso la ejecucion de la investigacion comprenda el ingreso
a territorios de Comunidades Campesinas o Comunidades Nativas, previamente debera
solicitarse la autorizacion correspondiente;

Que, en conformidad con la Ley Forestal y de Fauna Silvestre, aprobada por
Ley N° 29763; el Reglamento para la Gestién Forestal, aprobado mediante Decreto
Supremo N° 018-2015-MINAGRI; el Decreto Supremo N° 004-2019-JUS que aprueba
el Texto Unico Ordenado de la Ley N° 27444 Ley del Procedimiento Administrativo
General; el literal g) del Articulo 53° del Reglamento de Organizacion y Funciones
aprobado por Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI, y su modificatoria mediante
Decreto Supremo N° 014-2016-MINAGRI; la Resolucion de Direccion Ejecutiva N° 060-
2016-SERFOR/DE; asi como, en egjercicio de la funcion delegada a través del articulo
1° de la Resolucion de Direccién General N° D000627-2021-MIDAGRI-SERFOR-
DGGSPFFS;

SE RESUELVE:

Articulo 1.- OTORGAR la autorizacién con fines de investigacion cientifica de
flora silvestre, fuera de areas naturales protegidas (ANP), a favor del sefior Alejandro
Ivan Huarcaya Cavero, identificado con DNI N° 71347983, correspondiéndole el Cédigo
de Autorizacion N° AUT-IFL-2024-071; a efectos de desarrollar el proyecto titulado
Actividad antidiarreica de una forma farmacéutica liquida a partir del extracto
etandlico obtenido de la especie Polylepis racemosa Ruiz & Pav.; a realizarse la
colecta del material biologico de flora silvestre en el distrito de Querobamba, provincia

morimible de o archivado en el Servici estaly de ivestre. aplicando lo dispuesto ne
070-2013-PCM vy la Tercera Dispc jel D.S

C N mplen ana J L 0-2010 M. Su auten '] ntegrigdad puecer
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de Sucre, departamento de Ayacucho (coordenadas referenciales UTM: Zona 18 L,
625611.83 m E - 8450518.00 m S) y los andlisis y ensayos se realizaran en los
laboratorios de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga” (departamento de Ica); cuya
vigencia se contabilizara desde la fecha de emision de la presente resolucion®.

Articulo 2.- Autorizar la participacion de las investigadoras sefialadas por el
administrado, conforme se detalla en la Tabla N° 1 del Anexo 1 de la presente
resolucion.

Articulo 3.- El administrado se encuentra sujeto al cumplimiento de lo
presentado en el plan de investigacién y al plazo correspondiente a cuatro (4) meses,
asi como la colecta de material biolégico de la especie Polylepis racemosa de acuerdo
con lo sefialado en la Tabla N° 2 del Anexo 2. Los analisis y pruebas de comprobacion
del extracto etandlico de la sefialada especie se realizara en los laboratorios de la
Universidad Nacional “San Luis Gonzaga®. Asimismo, deberan cumplir con las
obligaciones establecidas en la legislacion forestal y de fauna silvestre, segun lo
sefialado en la parte considerativa de la presente resolucion.

Articulo 4.- La presentacion del Informe Final, en version digital como resultado
de la autorizacion otorgada, se realizara de acuerdo con los términos sefialados en el
Anexo 3 de la presente resolucion, y debera ser presentado dentro de los noventa (90)
dias calendarios posteriores a la culminacion de la investigacion.

Articulo 5.- La presente autorizacién no limita el ejercicio de las funciones y/o
requisitos de las entidades, en los ambitos en los que se realice la investigacion (ARFFS,
ACR, ACP y otros).

Articulo 6.- Toda modificacion en el desarrollo de la investigacion sera
comunicada al SERFOR dentro del plazo de vigencia de la presente resolucion.

Articulo 7.- La presente autorizacién no habilita la exportacion de muestras
bioldgicas, en caso se requiera realizar esta actividad, el administrado y las
investigadoras identificadas en la presente resolucién, podréan gestionar el
correspondiente Permiso de Exportacion ante la Direccién General de Gestion
Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre del SERFOR.

Articulo 8.- La contravencion a las obligaciones y/o condiciones establecidas
en la presente resolucion conllevara a la comision de las infracciones tipificadas en el
numeral 5) del Anexo 1 del Cuadro de Infracciones y Sanciones en materia forestal,
aprobado mediante Decreto Supremo N° 007-2021-MIDAGRI.

Articulo 9.- Notificar la presente resolucion directoral al sefior Alejandro Ivan
Huarcaya Cavero; a efectos de que tome conocimiento de su contenido. Contra la
presente Resoluciéon es posible la interposicion de los recursos impugnativos
contemplados en el Texto Unico Ordenado de la Ley N° 27444, Ley del Procedimiento
Administrativo General, aprobado mediante Decreto Supremo N° 004-2019-JUS, dentro

% Decreto Supremo N° 004-2019-JUS. Texto Unico Ordenado de la Ley 27444 "Ley del Procedimiento Administrativo
General"
Articulo 16. El acto administrativo que otorga beneficio al administrado se entiende eficaz desde la fecha de su emision,
salvo disposicion diferente del mismo acto.

mprimible de un documento electrér rchivado en el Servicio Forestal y de Fauna Silvestre, ar 4 fispuesto po
e la siguiente direccion web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: BSS6Q3F

13-PCM v la Tercera D plementaria D.S. 026-2016-P(
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RESOLUCION DIRECTORAL

del plazo de quince (15) dias habiles mas el término de la distancia en caso corresponda,
contados a partir del dia siguiente de notificada la misma.

Articulo 10.- Remitir la presente resolucién a la Direccién de Control de la
Gestion del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre y a la Direccion Forestal y de Fauna
Silvestre del Gobierno Regional de Ayacucho, para su conocimiento y fines pertinentes;
asimismo, la Direccién de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal debera cargar la
presente resolucion en el Directorio de la Direccién de Informacién y Registro.

Articulo 11.- Disponer la publicaciéon de la presente resolucion en el portal web
del SERFOR: www.gob.pe/serfor

Registrese y comuniquese,

Documento Firmado Digitalmente

WILLIAMS ARELLANO OLANO
Director
Direccién de Gestion Sostenible del

Patrimonio Forestal
Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre - SERFOR

mprimible de un documento electror rchivado en el Servicio Forestal y de F 3 Silvestre, aplicand fispuesto por
A T 2016-PCM. Su autenticidad e

trastadas a través de la siguiente direccion web: Url: https://sgd.serfor.gob.pe/validadorDocumental/ Clave: BSS6Q3F
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ANEXO N°2

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 77
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA) £

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Ao del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, y de la conmemoracion de las heroicas

batallas de Junin y Ayacucho™

CONSTANCIA N° 079-USM-MHN-2024

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA

CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (estéril) recibida de Alejandro Ivin Huarcaya Cavero, Universidad
Nacional San Luis Gonzaga Ica ha sido estudiada y clasificada como: Polylepis racemosa
Ruiz & Pav. y tiene la siguiente posicidn taxondmica, segin el Sistema de Clasificacién APG

IV (2016).

ORDEN : Rosales Bercht. & J. Presl

FAMILIA : Rosaceae Juss.

GENERO : Polylepis Ruiz & Pav.

ESPECIE : Polylepis racemosa Ruiz & Pav.

Nombre vulgar: “Quefiual”

Procedencia: Querobamba - Ayacucho

Determinado por: MSc. Wilfredo Mendoza.

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

conveniente.

Lima, 10 de abril de 2024

uina Alban Castillo

JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

Av. Arenales 1256, Jesis Maria, Lima, Peri
Codigo postal Lima 15072

Celular: +51 947 245 652 e-mail: herbariousm@unmsm.edu.pe
Lunes a Viernes 8:00 - 15:45 bitps://museohn. unmsm edu. pe'herbanio. html
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ANEXO N°3

Polylepis racemosa Ruiz & Pav Recoleccion
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ANEXO N°4
Proceso de maceracion

72



ANEXO N°5

FRACCION A Rx. Shinoda Rx.‘Gellatina-Sal Rx-FeCl3 Rx. de ninhidrina

FRACCION B

Rx.Bortraguer

Rx. Mayer
Rx. Wagner
Rx. Dragendordd

FRACCION C

FRACCION D R.Shinoda Rx.Rosenheim Rx.Liebermann Rx. Mayer
Burchard Rx. Wagner
y Rx. Dragendorff

AR L L

>4

FRACCION E Rx. Shinoda

FRACCION F Prueba de
saponinas
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ANEXO N°6
Sé6lidos totales

Peso del extracto Después de la Resultados
mufla

Soélidos solubles

Extracto diluido Muestra

Cenizas

20
°

O

Mufla Crisoles en Pes'ado de Desecador Resultados
la mufla crisoles
pH

Muestra de

lextracto 74 Resultados




ANEXO N°7

Registro para los ratones y parametros evaluados durantel4 dias.
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Peso de ratones en Ayunas

Observacion y registro

76

Control

Pruebas sensoriales




ANEXO N°8

ORGANO

LESION MACROSCOPICA

control

extracto (2)

piel

organos

pelos

orejas

cola

ufas

0jos

molares

lenguaje

paladar

CAVIDAD ABDOMI

NAL

bazo

higado

estdmago

Intestino

Rinén

Vejiga

GENITALES

Utero

Vulva

Vagina

Ovario

CUELLO Y CAVIDAD TORACICA

Timo

Pulmén

Corazén

Esofago
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ANEXO N°9

Seleccion de raton

Observacion de extremidades de cada raton

Resultado de primera evaluacion

Comparacion del control y grupo
administado con el extracto

durante 14 dias

Observacion macroscopica

e

L Cadd

Resultado de segunda evaluacion durante 14 dias y
pesada de organos
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ANEXO N°10

CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

| CERTIFICADO SANITARIO N* | 126-2024

Producte  © Raton albina Lote W' @ M- 35 2024

Espacia o Mus museuius Canlidad : 45

Cepa . Balb/e/CNPB Edad 2 mesas

Paso ¢ Mayor a 25 gr. Sexo ¢ Macha (35)
Hambra (10}

Desino  : Huarcaya Cavera, Alejandr
Boletade @ BOD2-0004400
Venla

Facha ¢ 26-08-2024

El Médico Veterinario, que suscribe, Jorge Ruiz Alarcén Coordinador de Bioterio Centifi
que los animales arrba descritos se  encuentran en  buenas condiciones
sanitarias *.

*Referencia:  PRT-CNPB-D02-BIQ, Procedimiento: “Contral Sanitario de Animales del Bioteri

Charrillas, 26 de agosto del 2024

(Facha de emision del certificada)

A
s

o

M.V. Jorge Ruiz Alarcdn.
MOTA: El Biotario no & hace C.M.V.P. 5052
responsable por el estado de
lo% animales, una vez que
asios egrasan del mismo.

f)
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ANEXO N°11

Administracién Carbon activado Hora de Intestino cm
Ratones dosis Peso Volumen muerte Marcado Tamaiio
{ml) Tiempo |volumen(ml}| Tiempo CA total
1
2
3
4
5

Cuadro de control de la prueba de actividad antidiarreica

Peso de cada raton

Medicion del recorrido
intestinal

Administracion via oral Extracto

Resultado




ANEXO N°12

Rotulado en los tubos

1 g de extracto de ensayo

cada solvente se realiza
3 veces

! :
L4
%
3
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]
£
=
mm

<
-
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A
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b”=
| B
y

Resultados en diferentes solventes




ANEXO N°13

e pmGSRCS i

e~

Preparacion de suspension oral Preparacion de 6 sabores distinto

Rotulado en cédigo Prueba de gusto sensorial
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https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpQLSfaYeeyN2eEeFVbTu-jdlymMbseiGAJ-
tMEaqyfOmrJaB46vA/viewform?usp=pp_url

CATACION DE SABORES

Responda las siguientes preguntas:

1-MUY DESAGRADABLE
2-POCO DESAGRADABLE
3-ACEPTABLE
4-AGRADABLE

5-MUY AGRADABLE

xxalejandro50xx@gmail.com Cambiar de cuenta ety

E@ Mo compartido

¢TE GUSTO EL SABOR A ?

1 2z 3 4 5

W YA ¢ YA X ¢ YA ¢

¢ TE GUSTO EL SABOR B?

1 2 3 4 5

¥ v A ¥ ¥

¢TE GUSTO EL SABOR C?

1 2 3 4 5

RAg RAg > W 3

¢TE GUSTO EL SABOR D?

1 2 3 4 5

v Y A ¢ ¥ ¥

¢TE GUSTO EL SABOR E?

1 2 3 4 5

W pA ¢ hA ¢ W 37

¢TE GUSTO EL SABOR F?
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ANEXO N°14

: INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
O CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS

COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | 161-2024

Producto  : Ratdn albino Lote N° : M-48-2024
Especie : Mus masculus Cantidad : 25

Cepa : Balb/c/CNPB Edad . 1mes’%
Peso : Mayora25gr. Sexo . macho

Destino : Huarcaya Cavero, Alejandro
Boletade : B002-0004520
Venta

Fecha . 26-11-2024

El Médico Veterinario, que suscribe, Jorge Ruiz Alarcon Coordinador de Bioterio Certifica,
que los animales arriba descritos se encuentran en buenas condiciones
sanitarias °. '

*Referencia: PRT-CNPB-002-BIO, Procedimiento: “Control Sanitario de Animales del Bioterio”

Chorrillos, 26 de noviembre del 2024

‘//‘-""‘ .
(Fecha de emisi6n del certificado) i / >
~— ’4 o ',’ .

M.V. Jorge Rui 3
NOTA: El Bioterio no se hace mvp'.zs%?fo "

responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.
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ANEXO N°15

Suspensiones de 2%, 5% y 10%

Distancia recorrida de la suspension

Resultado
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ANEXO N°16

caracteristicas organolépticas

Analisis microbiolégico
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i

Laboratono de anlsis y PRGN bokigr)

ANALISIS MICROBIOLOGICO
Solicitado por : | Rizoagrum S.A.C.
Cultivo D m——————
Tipo de muestra : | Suspension a base de extractos vegetales

Fecha de recepcion

Fecha de proceso

Area : | Laboratorio Agricola

Objetivo de analisis : | Determinacién de microorganismos

DETERMINACION DE MICROORGANISMOS

Presencia del

. . Negativo
microorganismo.
Metodologias v Diluciones seriadas
empleadas v’ Siembra por superficie.

v’ Siembra por incorporacion.
v'Lectura de medios de cultivo

Identificacion Negativo

Procesamiento:
Todos los materiales fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

- Siembra de bacterias heterétrofas
— Siembra de enterobacterias

— Siembra de levaduras

- Siembra de hongos filamentosos

1. Muestra: Se tom6 1 mililitro de la muestra y se transfirié a 9 mililitros de solucién
salina fisiolédgica para obtener la diluciéon 107", repitiendo el proceso hasta alcanzar
la dilucién 1072,

2. Siembra: Se tomaron 200 microlitros de las diluciones y se sembraron por
triplicado mediante el método de incorporacién en medio de cultivo TBX y
MacConkey para el crecimiento de enterobacterias.

Adicionalmente, se sembraron por triplicado 200 microlitros mediante siembra por
superficie en medios PDA, Plate Count y Manitol Salado para el crecimiento de
hongos filamentosos y levaduras, bacterias heterétrofas y Staphylococcus spp.,
respectivamente.

3. Incubacién

- Las placas de TBX, Manitol Salado y MacConkey se incubaron a 37 °C durante
48 horas.

— Las placas de PDA se incubaron a 27 °C durante 6 dias.

- Las placas de Plate Count se incubaron a 30 °C durante 48 horas.

Blgo. Alex Bendezti Ramos
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ANEXO N°17

UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA
COMITE DE ETICA EN INVESTIGA CION

CERTIFICADO

CEI-UNICA N°0017/06-2024

El que suscribe, certifica que:
El Proyecto de Investigacioén titulado

“Actividad Antidiarreica de una forma Farmacéutica liquida
a partir del extracto etanélico obtenido de la especie
: Poly‘lepis racemosa Ruiz & Pav.”

De los autores:

» ESTUDIANTE: BACH. HUARCAYA CAVERO ALEJANDRO IVAN
» ASESOR: DRA. BENDEZU ACEVEDO MARIA DOLORES
e MAG. FERREYRA PAREDES CARMELA BETTY

{

AR IR R
tAR AL § A R TS
e I8N EY :

Cum,ple con los procedzmzentos estableados en el I{eglamento del Comzté de

Etica para la mvestzgaaén con seres humanos, ammales y plantas de la
Universidad Nacional "S;m Luis Gonzaga”, apro

o con RR. N 1305-R-
UNICA-2020. ] 253\

Se expide el presente a los 05 dias mes de Jjunio de 2024

; 3
\

il

! DR IME ARTEMIO BURCO MOS
o ; Presidente y
Comité de Etica para la Investigacién
Universidad Nacional San Luis Gonzaga
[felipe.surco@unica edu. pe

CODIGO: FAC, F
VERSION:0) X Y BIO.

FECHA: 005-06.2024
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