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RESUMEN

Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit es utilizada por los pobladores del distrito
de Santa Cruz, provincia de Palpa, departamento de Ica, para la cicatrizacion de
heridas en forma externa.

Obijetivos: Determinar el efecto cicatrizante del extracto etandlico de las hojas, e
identificar los metabolitos secundarios presentes mediante un tamizaje fitoquimico
preliminar.

Materiales y métodos: El extracto etanolico fue obtenido por extraccion mediante
reflujo, en el que se evalud la actividad cicatrizante a diferentes concentraciones
por el método tensiométrico de Vaisberg y col. Para el analisis fitoquimico se utilizo
la marcha fitoquimica propuesta por Olga Lock.

Resultados.

Se identificaron los siguientes grupos de metabolitos secundarios: grupos fenolicos,
libres flavonoides, triterpenoides y/o esteroides, antraguinonas, catequinas,
saponinas y grupos aminos libres. El extracto etandlico al 110% mostré mayor
actividad. La actividad cicatrizante fue mayor a la concentracion de 110% con un
porcentaje de eficacia de 214.1% (p < 0.05, con respecto al control negativo).
Ademas, se realiz6 un posterior estudio histologico, tomando muestras de la piel
regenerada, donde la muestra tratada con la concentracion de 110% presenta mejor
cicatrizacion con respecto a las concentraciones de 140% y 170%.

Palabras Clave: Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit, método tensiométrico

Actividad cicatrizante, Flavonoides.
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ABSTRACT

Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit is used by the inhabitants of the Santa Cruz

district, Palpa province, Ica department, for external wound healing.

Objectives: To determine the healing effect of the ethanolic extract of the leaves,
and to identify the secondary metabolites present by means of a preliminary

phytochemical screening.

Materials and methods: The ethanolic extract was obtained by extraction by
reflux, in which the healing activity was evaluated at different concentrations by
the tensiometric method of Vaisberg et al. For the phytochemical analysis, the

phytochemical march proposed by Olga Lock was used.

Results.

The following groups of secondary metabolites were identified: free phenolic
groups, flavonoids, Triterpenoids and / or Steroids, anthraquinones, catechins,
saponins and free amino groups. The healing activity of the 110% ethanolic extract
had the highest activity with a 214.1% efficiency of healing activity (p <0.05, with
respect to the negative control). In addition, a subsequent histological study was
carried out, taking samples of regenerated skin, where the sample treated with the
110% concentration has better healing compared to the 140% and 170%

concentrations.

Key Words: Leucaena leucocephala (Lam.) De Wit, tensiometric method Healing

activity, Flavonoids.
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INTRODUCCION

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una préctica que se ha
realizado desde tiempos inmemoriales. Durante mucho tiempo los remedios
naturales, y sobre todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Gnico

recurso de que disponian los antiguos médicos (Luna Flores y col, 2010).

En nuestro pais el uso de plantas medicinales estd muy arraigado, tanto en la
poblacion rural como en la urbana, llegando incluso a integrar este conocimiento

ancestral a la terapéutica de muchas enfermedades prevalentes.

En los ultimos afios se ha observado un nuevo interés hacia el empleo de las plantas
medicinales, especialmente en la investigacion de la flora medicinal de pueblos
como el nuestro, pues a través de muchos estudios se ha demostrado que el uso de
dichas plantas tiene un fundamento cientifico basado en el contenido de principios
activos susceptibles de ser aislados, purificados y posteriormente modificados con

fines de aplicacion terapéutica (Flores Montes, 2006)2,

Hoy en dia la curacion de heridas, especialmente las heridas cronicas, es un tema
de especial interés de salud pablica. Por un lado, el nimero de personas afectadas,
ademas de las repercusiones que ocasiona en la calidad de vida, el aumento del

riesgo de mortalidad, asi como los elevados costos de tratamiento.

En la actualidad se dispone de tratamientos farmacolégicos para la curacion de
heridas. Pese a ello recientemente se ha experimentado un creciente interés en el

uso de plantas medicinales, como terapia alternativa.
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Existe diversa informacidn sobre plantas que presentan un buen efecto cicatrizante,
por este motivo y teniendo en cuenta la informacion sobre el uso de Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit Yaravisco, nos planteamos evaluar la actividad
cicatrizante de esta especie, como una alternativa para tratar heridas de dificil

cicatrizacion y validar el efecto farmacoldgico de la planta en mencién.



1.1.

1.2.

1.3.

CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Descripcion de la realidad problemética.

La cicatrizacion de las heridas es un proceso natural que normalmente no
requiere de tratamientos especiales, sin embargo, existen heridas cronicas o
complicadas que no cicatrizan debido a la existencia de factores subyacentes,
en estos casos es necesario intervenir; ejemplo de estos casos son: las Ulceras
por presion, las Ulceras vasculares y las heridas quirurgicas que cicatrizan por
segunda intencion (Flores Montes, 2006)>2.

A lo largo de la historia las heridas han estado siempre inherentes a nosotros.
Actualmente las infecciones de la herida y las heridas crénicas constituyen una
carga econdmica substancial para los sistemas sanitarios de salud.

Se habla de una estimacion a nivel mundial de 400 millones de personas con
heridas de diferente naturaleza, de las cuales 20 millones son cronicas, las
cuales son cifras abrumadoras (Carrera Castro, 2013)3.

Formulacion del problema.

¢Tendrd actividad cicatrizante el extracto etandlico de hojas de Leucaena

leucocephala (Lam) de Wit? “Yaravisco™?
Justificacion e importancia.

En la actualidad, el 80 % de la poblacion mundial utiliza plantas para el
tratamiento de las enfermedades, y en los paises industrializados el 35 % de los

medicamentos prescritos contienen principios activos de origen natural.



Las plantas presentan diversos usos en la medicina moderna y son utilizadas en
la atencion primaria de salud; son fuentes de agentes terapéuticos para la
fabricacion de compuestos semisintéticos, y sus estructuras quimicas sirven
como modelos para nuevos productos sintéticos; por otra parte, han llegado al
campo de la biotecnologia, pues se han ensayado implantes de células vegetales
en animales (Prieto-Gonzélez y col, 2004)*.

La flora peruana presenta varias especies vegetales con actividad cicatrizante,
las cuales han sido estudiadas mediante diversos modelos experimentales.

La presencia de taninos, cumarinas, flavonoides y esteroides, son responsables
de la accion cicatrizante, astringente, antimicrobiana, antimicética y
antiinflamatoria de las plantas que la poseen.

Leucaena leucocephala (Lam) de Wit. “Yaravisco”, es una planta que crece
tanto en la costa, sierra 'y selva de nuestro pais, entre los 0 y 1500 msnm. Se ha
reportado su presencia en las regiones de Cuzco, Huanuco, Junin, Lambayeque,
Lima, Loreto, Pasco, San Martin, Tacna (Brako lois y Zarucchi James, 1993)°.
Estudios previos han demostrado la actividad antioxidante de Yaravisco
(Olaechea Gonzales y col, 1998)°. Asimismo, presenta flavonoides, los cuales
son reconocidos agentes antioxidantes. Por otro lado, la cicatrizacion de las
heridas puede ser afectada adversamente por muchos factores, tales como la
presencia de agentes oxidantes, la inflamacion y las infecciones
microbianas. Por ello de acuerdo a los antecedentes de Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit. “Yaravisco”, seria importante verificar en un modelo
farmacologico sus posibles propiedades cicatrizantes referidas en su uso

popular (Olaechea Gonzales y col, 1998)°.
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1.4.

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. “Yaravisco, presenta diversos estudios
de actividad farmacoldgica y bioldgica, pero no presenta hasta el momento
ningln reporte de estudio de actividad cicatrizante, por lo que el presente
estudio pretende también cubrir este vacio en sus estudios a fin de poder validar
su uso tradicional. Asimismo, es utilizada por los pobladores del valle de Santa
Cruz, provincia de Palpa, region Ica, para la cicatrizacién de heridas en forma
externa.

Objetivos de la investigacion.

1.4.1. Objetivo General.

Determinar la actividad cicatrizante del extracto etanélico de hojas de

Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. “Yaravisco”.

1.4.2. Objetivos Especificos.

e Obtencion del extracto etandlico de hojas de Leucaena leucocephala

(Lam.) de Wit. “Yaravisco.

o Determinar la actividad cicatrizante del extracto etandlico de hojas de
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. “Yaravisco” por el modelo del

tensidémetro.

e Determinar los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etanolico de las hojas de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit.

“Yaravisco”, mediante un tamizaje fitoquimico.
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1.5. Hipotesis y variables.

1.5.1. Hipdtesis.

El extracto etanolico de hojas de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit.

“Yaravisco” tiene actividad cicatrizante.

1.5.2. Variables.

Tabla 1. Operacionalizacién de variables

Tipo de
Variables . Definicion Conceptual Dimensiones Indicadores
Variable
Extracto etandlico
de Hojas de ) ) Cantidad en
Extracto obtenido a partir o
Leucaena Rendimiento gramos de

leucocephala

Independiente

del material vegetal con

del extracto

extracto obtenido

etanol.
(Lam.) de Wit. con etanol.
“Yaravisco”
o Proceso de reparacion o Fuerza para abrir
Actividad Eficacia

Cicatrizante

Dependiente

celular que permite el

cierre de una herida.

cicatrizante

la herida en

mililitros.
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CAPITULO II
BASES TEORICAS
2.1. Antecedentes.

Tailandia, en un estudio donde utilizaron diferentes extractos de semillas de
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit.; los extractos con solventes de diferente
polaridad, determinaron la actividad antioxidante utilizando diferentes test. El
extracto con mayor actividad fue el extracto acuoso secado por liofilizacion
(Soottawat Benjakul y col, 2014)’.

Brasil, en un estudio destinado a evaluar la actividad antihelmintica de
extractos proteicos de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. en huevos de
Haemonchus contortus, determinaron que el extracto total de semillas exhibio
efectos ovicidas mas significativos que los obtenidos por el extracto de
cotileddn. (Dos Santos Soares y col, 2015)8.

Egipto, en un estudio destinado a evaluar la actividad antioxidante y citotoxica
de extractos y compuestos aislados de partes aéreas de Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit.; concluyeron que la fraccion acetato de etilo y los flavonoides
aislados mostraron alta actividad antioxidante mas no exhibieron actividad
citotoxica (Hassan y col, 2017)°.

Taiwén, en un estudio destinado a evaluar los efectos anti-cancer de
compuestos aislados de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit.; encontraron
que la Feoforbida un metilester, pirofeoforbida y feofitina mostraron una alta
actividad anti-migracion y anti-invasiva en lineas celulares de cancer gastrico

(Chien She y col, 2017)%.
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Malasia, en un estudio disefiado para evaluar las actividades in vitro del
extracto acuoso de frutos de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. El extracto
acuoso de frutos de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. puede ser
potencialmente usado como un adyuvante en el tratamiento de diabetes
mellitus y manejo de peso debido a su captacién mejorada de glucosa y
propiedades equilibradas de adipogénesis y lipélisis (Rani Kuppusamy vy col,

2014),

2.2. Marco teorico.

2.2.1. Piel.

La piel cubre casi la totalidad de la superficie corporal. Se
caracteriza porque es elastica, se regenera por si misma y es casi
totalmente permeable. Presenta las funciones de: proteccidn externa,
percepcion sensorial, termorregulacion y secrecion. Las capas de la piel

son la epidermis, la dermis y la hipodermis.

e Epidermis Es la capa mas externa y esta constituida por varias capas
de células llamadas queratinocitos, dispuestas unas encima de otras
constituyendo una barrera impermeable para casi todas las sustancias.
Es la capa que primero se ve perjudicada cuando hay una exposicion
excesiva al sol o cuando se producen lesiones leves con pérdida de la

continuidad de la piel.

o Dermis Representa la mayor proporcion de la piel y es el verdadero

soporte de este drgano. Esta constituida por un complicado sistema de
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fibras entrelazadas, embebidas de una sustancia denominada sustancia
fundamental, y en ella se encuentran los principales anejos cutaneos
(pelos, ufas, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas). Resulta
afectada cuando hay heridas de mayor profundidad. Ademas, por
contener en su estructura vasos sanguineos y linfaticos, se presentan
hemorragias y ampollas, asi como una mayor sensibilidad debido a la
presencia de terminaciones nerviosas. Por ello, cuando se lesiona la

dermis aparece el dolor.

e Hipodermis Es la capa mas profunda de la piel. También se llama
tejido subcutaneo y esta formada por gran cantidad de células que

contienen grasa, llamadas adipocitos (Esteva Estelita, 2006)*2.

2.2.2. Heridas.
Una herida es el efecto producido por un agente externo que actla de
manera brusca sobre una parte de nuestro organismo, superando la
resistencia de los tejidos sobre los que incide, produciendo una rotura de

la superficie cutanea o0 mucosa.

Desde un punto de vista mas practico, una herida es una lesién
caracterizada por una discontinuidad en el epitelio de revestimiento

(Martin-Aragon y Marcos Elena, 2008)*2.

e Clasificacion de las heridas Las heridas se pueden clasificar en
funcién del tiempo de evolucidon en heridas agudas, de corto tiempo
de evolucién, y en heridas crénicas, cuando persisten durante un

periodo prolongado.
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o Heridas agudas Se caracterizan por la curacion completa en el
tiempo previsto y por no presentar complicaciones. Hay diferentes
tipos de heridas agudas: cortantes, contusas, punzantes, raspaduras,

avulsivas, magulladuras, por aplastamientos y quemaduras.

o Heridas cronicas Se caracterizan por mantener retraso en el tiempo
de curacién y la ausencia de crecimiento de los tejidos. Se asocian a
una excesiva inflamacion y/o pobre perfusion de oxigeno. A veces,
pueden aparecer enfermedades concomitantes. Las heridas cronicas
mas frecuentes son las Ulceras por presion, las ulceras vasculares
(arteriales y venosas), las Ulceras neuropaticas (pie diabético) y las

tlceras neoplasicas (Esteva Estelita, 2006)2.
2.2.3. Cicatrizacion de las heridas.

La cicatrizacion de las heridas es un fenémeno fisiolégico que comienza
con la coagulacion sanguinea para después continuar con la activacion
de los procesos catabolicos de limpieza y seguir con la regeneracién de
nuevo tejido de relleno (fase anabdlica) y finalizar con la estructuracion

de un nuevo tejido cicatricial.
2.2.4. Fases de la cicatrizacion.

Por regla general, la cicatrizacion de una herida consta de tres fases:
inflamatoria/exudativa, proliferativa y de diferenciacion, maduracion o

remodelacion.

e Fase inflamatoria/exudativa Se detiene la hemorragia por medio de

las plaquetas y de la formacion de fibrina. Aparecen los primeros
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signos de defensa del organismo (neutréfilos, macrofagos y linfocitos)

con el objetivo de evitar la contaminacion de microorganismos.

o Fase proliferativa Predomina la proliferacion celular (fibroblastos y
colageno) con el objetivo de que se vuelvan a formar los vasos
destruidos y se rellene la zona defectuosa mediante tejidos de

granulacion.

o Fase de diferenciacion, maduracién o remodelacion Se produce
una contraccion de la herida mediante la transformacién del tejido
granular en tejido cicatricial. La epitelizacion cierra el proceso de
cicatrizacion. El proceso de curacion de heridas es un proceso activo,
dindmico e involuntario en el que las distintas fases que lo componen
se superponen en el tiempo, sin poder separar claramente unas de otras
(Castrillon y col, 2011; Sociedad Argentina De Dermatologia,

2008)14:15,

2.2.5. Tratamiento de las heridas.
e Tratamiento Farmacologico.
Los farmacos empleados para reepitelizacion o aumento de la fuerza
tensil de las heridas, pueden clasificarse bajo el criterio de su

aplicacion, en:
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+ Topica, para aquellos que se utilizan en unglientos o cremas.
En aplicaciones topicas se emplean farmacos como sulfadiazina
de plata, peroxido de benzoilo al 10%, acido fusidico,
mupirocina, y &cido lisofosfatidico, el cual promueve un
acelerado cierre de la herida, aumenta el grosor neoepitelial y la
migracion de células macrofago-histiocito.

Asimismo, en el proceso de granulacion de heridas, para
estimular la sintesis de colageno y la neovascularizacion. Se
utilizan membranas como hidrocoloides, alginato de Ca*,
hidropolimeros, colageno + alginato, alginato con plata, matriz
moduladora de proteasas + plata.

Para la reepitelizacion de heridas para el cierre completo de las
mismas se utilizan films de poliuretano e hidrocoloide extrafino
(Sociedad Argentina De Dermatologia; 2008)™.

+ De uso parenteral, que incluyen intramuscular e inyecciones
directas en los sitios o alrededor de las heridas.

Recientemente se utiliz6 trombina en una aproximacion
parenteral (con inyecciones directas en las heridas) con un
modelo animal (in vivo) y herida incisional. La trombina se
empled unida a nanoparticulas de maghemita (&-Fe203), y se
encontré que mejoraba la fuerza tensil en dichas heridas, en
comparacion con el grupo control. Por otro lado, en estudios en
ratones desnudos con heridas excisionales en la cabeza, se hallo

que se trataron con vesiculas lipidicas unilamelares, con un
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contenido de Magnesio—Adenosintrifosfato (Mg-ATP), a una
concentracion de 25mm. Se hall6 que los ratones tratados,
presentaron diferencias significativas en el tiempo de
cicatrizacién respecto del control (12 dias Vs. 16 dias).
Igualmente, observaron que la expresion de VEGF en el
desarrollo del tejido de granulacion y la reepitelizacion fue mas
alta en el grupo que recibié el tratamiento con las vesiculas
lipidicas con Mg-ATP. Se determina que la furosemida,
aminofilina y acido ascorbico, pueden aumentar o disminuir el
eflujo de iones, que generan corrientes eléctricas en las heridas,
al acelerar o retrasar su cicatrizacion. Uno de los hallazgos mas
extrarios tiene como sustrato activo la estreptolisina O, conocida
exotoxina del estreptococo, que cuando se modifica por
oxidacion (ML-05) acelera el proceso de cicatrizacion e induce
la proliferacion y la migracion de los queratinocitos durante la

reepitelizacion en modelos in vitro (Valencia Basto, 2018).

e Fitoterapia.
Se han aplicado multiples plantas y sus derivados para la cicatrizacion
de heridas, entre ellas: Agrimonia eupatoria (agrimonia), Actiumlappa
(bardana), Capsellabursa-pastoris (bolsa de pastor), Cupressus
sempervivens (ciprés), Equisetum arvense (cola de caballo),
Symphytum  officinale  (consuelda), Echinacea angustifolia

(echinécea), Rammus frangula (frangula), Fucus vesiculosus (fucus),
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Arbustus uva-ursi (gayuba), Genciana lutea (genciana), Hiderahelix
(hiedra), Citrus limonum (limon), Plantago major (llantén), Zea mays
(maiz), Malva sylvestris (malva), Matricaria chamomilla
(manzanilla), Origanum majorana (mejorana), Melilotus officinalis
(meliloto), Melissa officinalis (melisa), Juglans regia (nogal), Carica
papaya (papaya), Glycyrrhiza glabra (regaliz), Rosa gallica (rosa),
Salvia officinalis (salvia) y Salbucus migra (salco). Las mas
utilizadas son: Aloe vera y Aloe barbadensis (sabila), Caléndula
officinalis (caléndula), Uncaria guianensis (ufia de gato) e Hidrocotile
asiatica (centella asiatica).

Uno de los usos tradicionales de la especie Leucaena leucocephala
(Lam.) de Wit. “Yaravisco”, es que presenta actividad cicatrizante. El
cocimiento de tallos y hojas es utilizado por los pobladores del valle
de Santa Cruz, provincia de Palpa, region Ica, para la cicatrizacion de

heridas en forma externa.

2.2.6. Posicion taxonomica.
Divisién : Magnoliliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae
Orden : Fabales
Familia : Mimosaceae
Género  : Leucaena

Especie  : Leucaena leucocephala (Lam) de Wit.
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2.3. Marco conceptual.
2.3.1. Cicatrizacion de las heridas.
La cicatrizacién de las heridas es un fendmeno fisioldgico que
comienza con la coagulacion sanguinea para después continuar con la
activacion de los procesos catabdlicos de limpieza y seguir con la
regeneracion de nuevo tejido de relleno (fase anabdlica) y finalizar con

la estructuracién de un nuevo tejido cicatricial.

2.3.2. Heridas.
Una herida es el efecto producido por un agente externo que actla de
manera brusca sobre una parte de nuestro organismo, superando la
resistencia de los tejidos sobre los que incide, produciendo una rotura

de la superficie cutanea 0 mucosa.

2.3.3. Heridas agudas.
Se caracterizan por la curacion completa en el tiempo previsto y por no
presentar complicaciones. Hay diferentes tipos de heridas agudas:
cortantes, contusas, punzantes, raspaduras, avulsivas, magulladuras,

por aplastamientos y quemaduras.

2.3.4. Heridas cronicas.

Se caracterizan por mantener retraso en el tiempo de curacion y la
ausencia de crecimiento de los tejidos. Se asocian a una excesiva

inflamacion y/o pobre perfusion de oxigeno. (Valencia Basto, 2018)%°.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

3.1. Materiales.

3.1.1. Material Vegetal.

Hojas de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. “Yaravisco”

3.1.2. Reactivos.

Etanol Q.P.

Diclorometano Q.P

Acido Clorhidrico Q.P.
Reactivo de Shinoda
Reactivo de Gelatina
Reactivo de Cloruro Férrico
Reactivo de Rosenheim
Reactivo de Ninhidrina
Reactivo de Borntrager
Reactivo de Lieberman-Burchard
Reactivo de Mayer
Reactivo de Dragendorf
Reactivo de Wagner

Tween 80

Tween 20

Cloruro de Sodio 9%
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Agua Destilada

3.1.3. Material Bioldgico.

Ratones albinos Balb/C3.

3.1.4. Equipos de Laboratorio.

Balanza Analitica
Estufa

Equipo de Reflujo
Rotavapor

Dinamdmetro

3.1.5. Materiales de Laboratorio.

Crema depilatoria (opilca)
inKaNat Sangre de Grado
Pentobarbital sodico

Sutura seda negra 5/0 con aguja
Hojas de bisturi

Algodoén x 500 g.

Papel de filtro

Papel de aluminio
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3.2. Localizacion geogréfica.
Las hojas de Leucaena leucocephala (Lam) de Wit. “Yaravisco” se recolecto
en el distrito de Santa Cruz, Provincia de Palpa, Region Ica. Se eligi6 este lugar
por ser el mas préximo a las regiones donde crecen, como son la costa, sierra
y selva de nuestro pais.
Haciendo uso de la herramienta Google Earth® se realiz6 un mapa donde se

muestra el lugar donde se recolecto la muestra.

Figura 1. Localizacion geogréfica de la recoleccion de muestra.

Santa Cruz-Palpa-lca-Peru

Escribe una descripcion para tu mapa.

Google Earth

Santa Cruz-Palpa-lca-Peru
Escribe una descripcion para tu mapa.

UBICACION: 14 ° 29°16.45” S 75 ° 14°47.48” O

Elev. 535 m. Alt. Ojo 847 m.

25



3.3.

3.4.

Recoleccion de la muestra.

Las hojas de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit. “Yaravisco” fueron
recolectadas en el distrito de Santa Cruz, Provincia de Palpa, Regién Ica por la
autora, en la ubicacion: 14 ©29°16.45” S 75 ° 14°47.48” O, Elev. 535 m. Alt.
0Ojo 847 m. durante los meses de junio del afio 2018 y trasladada al laboratorio
de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la

Universidad Nacional San Luis Gonzaga.

Procesamiento de la muestra.

El material vegetal fue seleccionado, limpiado con un trapo himedo para
eliminar los restos de polvo y secado a temperatura ambiente bajo sombra en
papel Kraft durante 15 dias; fue estabilizado en una estufa a 40°C hasta peso
constante, una vez seca se redujo a un tamafio apropiado con ayuda de un

molino manual.

e Obtencidn del extracto etandlico.
500 gramos del material seco y molido se maceraron por 20 horas en etanol
de 96° en frasco de vidrio. A cabo de este tiempo se filtro y al marco, se
sometio a extraccion por reflujo con etanol de 96° por espacio de 4 horas. El
liquido obtenido se filtr6, se reunieron los filtrados para concentrar a
sequedad en un evaporador rotatorio marca BUCHI, a una temperatura de
45°C.

Se obtuvo 77g de un extracto seco de color verde oscuro.
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Figura 2. Extracto seco

o

3.5. Tamizaje fitoquimico.

Se efectud un tamizaje fitoquimico preliminar de acuerdo al esquema

propuesto (Lock de Ugaz, 1994)Y. Con el fin de detectar los tipos de

metabolitos secundarios presentes. La identificacion se realizO mediante

reacciones de coloracion y precipitacion.

100g del material seco y molido fue macerado por 20 horas a temperatura

ambiente con 500mL de etanol 96° y sometido a reflujo por espacio de 4 horas.

Se filtro en caliente y a este filtrado se llamo Fraccion A, se separ6 2mL para

efectuar reacciones de identificacion. El resto se concentré a sequedad y

presion reducida en un evaporador rotatorio a una temperatura de 40°C.

El extracto seco se disolvio en HCL al 1% (2x100mL), se filtré y se obtuvo dos

partes:

a. Insoluble: Se lavd hasta pH neutro con agua destilada, seguidamente se
disolvié en 5mL de diclorometano, se secd con sulfato de sodio anhidro y

se filtrd. Este filtrado constituye la Fraccion B.

b. Solucion Acida: Se filtr6 y alcalinizo con hidroxido de amonio,

extrayéndose con diclorometano (2x100mL) obteniéndose dos fases:
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= Fase Diclorometanica: Se lavé con 10mL de agua destilada, luego la fase
diclorometanica se secd con sulfato de sodio anhidro y se filtr6

obteniéndose la Fraccion C.

= Fase Acuosa: Se saturd con 5g de sulfato de sodio anhidro y se extrajo
con diclorometano: etanol (3:2) (2x100mL).

Se obtuvo dos fases:

v’ Fase Organica (Diclorometanica — etanélica). Se lavo con solucién de
sulfato de sodio anhidro (10mL) reuniendo las fases acuosas.
Seguidamente la fase organica se deshidrato con 1g de sulfato de sodio
anhidro, se filtro y esto constituye la Fraccion D.

v' Fase Acuosa: A esta se adiciond los residuos acuosos obtenidos del

lavado de la fase organica y esto constituira la Fraccion E.

Obtencion de la fraccion F
En un vaso de precipitado se coloco 1g de droga seca y molida con 20mL
de agua, se agitd con una bagueta e hirvio durante 15 minutos. Luego se
procedié a filtrar en caliente y se complet6 a volumen (20mL) a través
del filtro y se dejo enfriar a temperatura ambiente constituyendo la

Fraccion F.
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Figura 3. Tamizaje fitoquimico de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit

[ Muestra seca 100 g ]

Macerar en 500 mL de etanol de 96°, por 20 horas a
temperatura ambiente, filtrar, renovar solvente y reflujar por
Taninos 4 horas. Filtrar en caliente.

Rx. Gelatina

Rx.FeCls o | Fraccion A Extracto etanélico ]

Separar 2 mL

Aminoécidos

Se extrae con HCI 1% (2x100 mL), filtrar y
se obtiene dos partes:

|

[ Solucién acida ]

[ Insoluble ]

Se filtra, se alcaliniza con NH4OH, y se
extrae con CH2Cl> (2x100 mL, filtrar y se
obtiene dos partes:

Se lava con H20, se deja secar,
se agrega CH2Cly, se filtra, se
seca (NazS0q)

[ Fraccion B ] :]
[ Fase diclorometanica ] Fase acuosa

Se satura con

Se secacon Na2S0s4, se extrae
NazS0s, y se filtra con CHClz: EtOH
Esteroides (3:2), (2x100mL)

Rx. Liebermann
Buchard
Quinonas l Fraccion C l

Se evapora a
sequedad + 2 mL
HCI 1% y se filtra

. _ _ Fase _ Fase acuosa

Filtrado de alcaloides diclorometanica- remanente

etanolica
Cardendlidos
R Kedd Evaporacion
.Kedde
4 mL
. —
Esteroides
Rx. Liebermann +2mL CHCLs | Fraccion E
[ Fraccion D ]
Se disuelve en 2 mL de EtOH
Flavonoides
) Rx. Shinoda
Esteroides, Alcaloides L tocianidi
; eucoantocianidinas
Leucoantocianidinas ~ Cardendlidos Triterpenos Rx. Mayer
. : Rx. Liebermann
Flavonoides Anillos lactona Buchard
Rx. Shinoda Rx. Rosenheim Rx. Wagner
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3.6. Reacciones sobre las Fracciones.
3.6.1. Deteccion de Metabolitos Secundarios sobre la Fraccion A.
» Deteccion de Taninos:

» Reaccion de Gelatina-Sal: Se tomé tres tubos de ensayo y se
vertio en cada uno de ellos 0.5mL de la fraccion A (disuelta en
agua).

Tubo N° 1. Se agreg6é 1mL de solucion de NaCl 5%.

Tubo N° 2. Se agregd 1mL de solucion de gelatina al 1%.

Tubo N° 3. Se agregd 1mL de solucion de NaCl 5% y 1mL de
solucion de la gelatina al 1 % (solucion gelatina-sal).

La precipitacion con este Gltimo reactivo o con ambos el 1°y 2°

es indicativo de la presencia de taninos, si solamente ocurre con

el 1°, podria ser un falso positivo.

= Reaccion de Cloruro Férrico: En un tubo de ensayo se coloco
0.5mL de la Fraccion A disuelta en etanol y se le agreg6 una gota
de solucion acuosa de FeClz 1%.
La reaccion serd positiva cuando aparecen colores azul-negro

y verde o azul verdoso.

» Deteccion de Aminoécidos:
= Reaccidn de Ninhidrina: Sobre tiras de papel de filtro se coloco
con una pipeta capilar una gota de Fraccion A mas una gota del

reactivo Ninhidrina al 2%.

Blanco: solucién etandélica de ninhidrina al 2%
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Luego del secado a temperatura ambiente, las tiras de papel se
colocan en la estufa a 110-120°C hasta la aparicion de un color en
el blanco. Se comparé con la mancha azul violaceo de la solucién
testigo.

La reaccion es positiva si el papel de la muestra presenta un

color azul violaceo.

» Deteccion de Flavonoides:

Reaccion de Shinoda: En una placa se vertieron 3 gotas de la
fraccion A, 5 limaduras de Magnesio y 2 gotas de Acido
Clorhidrico concentrado.

La reaccion es positiva cuando aparecen tonos de color rojo,

anaranjado y violeta.

3.6.2. Deteccion de Metabolitos Secundarios sobre la Fraccion B.

» Deteccidn de Triterpenoides y/o Esteroides:

Reaccion de Lieberman Burchard: Sobre 1mL de la Fraccion
B se vertieron 5 gotas de acido acético y 3mL de anhidrido
acético/acido sulfarico (50:1).

La reaccion es positiva si aparecen colores verdes, azul

verdoso (vias rojo o azul).

» Deteccion de Antraquinonas:

= Reaccion de Borntrager: Sobre el resto de la Fraccion B se

agreg6 5mL de NaOH 5% vy se agitd suavemente.

La reaccidn es positiva si la fase acuosa toma un color rojo.
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3.6.3. Deteccion de Metabolitos Secundarios sobre la Fraccion C.
» Deteccion de Triterpenoides y/o Esteroides:
= Reaccion de Lieberman Burchard: Sobre 1mL de la Fraccion
B se vertieron 5 gotas de acido acético y 3mL de anhidrido
acético/acido sulfarico (50:1).
La reaccion es positiva si aparecen colores verdes, azul

verdoso (vias rojo o azul).

> Deteccion de Alcaloides: La Fraccion C se evaporé a sequedad y
luego se agregaron 2mL de HCI 1%, filtrar. Se realizaron las
reacciones de precipitacion, de Dragendorf, Mayer en un tubo de
ensayo.

Las reacciones seran positiva si aparece un precipitado.

3.6.4. Deteccion de Metabolitos Secundarios sobre la Fraccion D.
Se evapordé a sequedad y luego se agregd 2.5mL de etanol, efectuandose
las reacciones siguientes:
» Deteccion de Flavonoides:
= Reaccion de Shinoda: En una placa se agregd 3 gotas de la
fraccion D, 5 limaduras de Magnesio y 2 gotas de Acido
Clorhidrico concentrado.
La reaccion es positiva cuando aparecen tonos de color rojo,

anaranjado y violeta.

32



> Deteccion de Leucoantocianidinas y Catequinas:
= Reaccion de Rosenheim: A 0.2mL de la Fraccién D se agrego
0.1mL de HCI concentrado, se calentd durante 10 minutos a
100°C. Se enfrig, luego se adiciond 2mL de agua y 0.4mL de
alcohol amilico, se agit6 y observé el color en la fase amilica.
La reaccion se considerara positiva si aparece un color que va

desde el rosado débil hasta carmesi oscuro.

Si es rojo indicard la presencia de leucoantocianidinas. Si es

marron indicara presencia de catequinas.

3.6.5. Deteccion de Metabolitos Secundarios sobre la Fraccion E.
» Deteccion de Flavonoides:
= Reaccion de Shinoda: En una placa se vertieron 3 gotas de la
fraccion E, 5 limaduras de Magnesio y 2 gotas de Acido
Clorhidrico concentrado.
La reaccion es positiva cuando aparecen tonos de color rojo,

anaranjado y violeta.

> Deteccion de Leucoantocianidinas y Catequinas:
* Reaccién de Rosenheim: A 0.2mL de la Fraccién E se agreg6
0.1mL de HCI concentrado, se calentd durante 10 minutos a
100°C. Se enfrid, luego se adiciond 2mL de agua y 0.4mL de

alcohol amilico, se agit0 y observé el color en la fase amilica.
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La reaccion se considerara positiva si aparece un color que va

desde el rosado débil hasta carmesi oscuro.

Si es rojo indicard la presencia de antocianidinas. Si es

marrén indicara presencia de catequinas.

3.6.6. Deteccion de Metabolitos Secundarios sobre la Fraccion F.
» Deteccion de Saponinas:
= Prueba de la Espuma: En un tubo de ensayo se agité 2.5mL de
extracto por un minuto. Se dejé reposar por 15 minutos y se
observo la formacion de espuma.
Se considera negativa la reaccion si la altura de la espuma es

menor de 5mm.

3.7. Evaluacién de la Actividad Cicatrizante.
Fue realizada en el Laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Farmacia 'y

Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga.

Se utilizaron ratones albinos machos cepa Balb C3 obtenidos del Bioterio del

Instituto Nacional de Salud.
3.7.1. Procedimientos previos a la evaluacion de la actividad.

Se emplearon ratones albinos machos cepa Balb C de 25- 30g.
procedentes del bioterio del Instituto Nacional de Salud, los que fueron
mantenidos bajo condiciones estandares de humedad, temperatura y

ciclos de 12 horas luz/oscuridad, con agua y comida a voluntad.
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Dieciocho horas antes de las pruebas se les privé de alimento dejandoles

libre acceso al agua.

3.7.2. Actividad Cicatrizante.

Los animales se reunieron en V grupos de 5 animales cada uno,
considerando un grupo control negativo (etanol 70°), grupo control
positivo (sangre de grado) y Il grupos experimentales (concentracion

del extracto al 110%, 140%, 170%)

« Inicialmente los animales fueron depilados en la region dorsal, luego
anestesiados con Pentobarbital Sddico, realizandose un corte
transversal de 1 cm a nivel de la cintura escapular. A continuacion,
se juntaron los pliegues (labios) de la herida, mediante un punto de
sutura con seda negra 5/0 en la parte central, y se procedio a la
aplicacion de la primera dosis del extracto, del farmaco de referencia
(sangre de grado) y el control negativo (etanol 70°), mediante
pincelaciones las que se repitieron cada 8 horas. Los ratones fueron
colocados individualmente en jaulas para evitar que se lastimen entre
ellos. Después de 63 horas los animales fueron sacrificados, se les
retird el punto de sutura y fueron colocados en el Equipo de Medida
de Tensidn, cuya técnica se traduce en la medida del gasto de agua
que se produce al sujetar por ambos lados la herida, en forma vertical
de tal manera que la fuerza ejercida por el peso de agua en el vaso

produzca la abertura de esta.
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La actividad es expresada en porcentaje y se determind de la

siguiente manera:

% Actividad Cicatrizante = (Ft - Fc) x 100

Fc

Ft = Fuerza ejercida para abrir la herida del animal tratado

Fc = Fuerza para abrir la herida del animal control

Asimismo, se realiz6 un posterior estudio histoldgico con cortes
longitudinales de la piel regenerada. Las muestras de tejido con
cicatrices experimentales fueron obtenidas inmediatamente a la
muerte de los animales, seccionando un area de 1cm? que incluyo
ademas parte de la piel sana tomada como referencia para las
observaciones histoldgicas. Dichos fragmentos fueron fijados en
formol neutro al 10% y procesadas para su inclusion en parafina. Las
coloraciones se realizaron con hematoxilina - eosina para su
observacion y evaluacion histoldgica (Maldonado y Zapata, 1997;

Segura 'y Vergel, 2004; Villegas y col, 1997; Cortez y Jayo, 2008)¢-

21
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3.8. Técnicas de Procesamiento de la Informacion.

Los resultados de los diferentes grupos experimentales de la actividad
farmacoldgica, se expresaron en promedios con su respectiva desviacion
estandar. Para la contratacion de hipotesis se ha utilizado la prueba de Kruskal
Wallisy el test de Dunn como post-test. Para el analisis de datos se ha empleado
el programa SPSS v. 20.0 for Windows. Se consider6 como nivel de

significacion un valor de p < 0,05 (Bejarano y col, 2006)%.

3.9. Aspectos Eticos.

Se tuvieron en cuenta los principios éticos internacionales que guian la
investigacion biomédica con animales. (Facultad de Medicina Universidad de

Buenos Aires, 2018)%.
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4.1. Resultados.

CAPITULO IV

4.1.1. Identificacion de los Metabolitos Secundarios.

Tabla 2. Metabolitos Secundarios identificados en Leucaena Leucocephala

Fraccién | Fraccién | Fraccién | Fraccién | Fraccién | Fraccion
Metabolitos Secundarios
A B C D E F
Deteccion De Taninos Reaccion de
o OH Gelatina-Sal
Reaccion de Cloruro
HO OH Férrico. +
OH (Grupos fenolicos
libres)
Deteccion de Aminoacidos
H -
| Reaccion de +
NH> - C - COOH Ninhidrina
R
Deteccion de Flavonoides
HO
Reaccion de Shinoda + + +
Deteccion de Triterpenoides y/o
Esteroides
CH3 Reaccion de + +
(|: CH LiebermanBurchard
F NN
H
Deteccion de Antraquinonas
o Reaccion de
0.0 Borntrager +
o
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Deteccion de Alcaloides

O cHy
HBC\N N
A A
o N N
CHy

Deteccion de Catequinas

OH

OH
OH
H «\@
0 O OH
OH

OH

Reaccion de

Rosenheim

Deteccion de Saponinas

Prueba de la Espuma
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4.1.2. Resultados de la Actividad Farmacoldgica.

Tabla 3. Actividad Cicatrizante de Leucaena leucocephala en ratones.

Método tensiométrico modelo de Vaisberg y col.

mL necesarios

%o de eficacia

Ex (j:il#l):ntal N para abrir herida actividad
P Media + DE cicatrizante
Control Negativo 5 1404 + 2,07 -
Extracto 110%* 5 441* + 3,56 214,1
Extracto 140% 5 33,16 + 3,97 136,18
Extracto 170% 5 3148 + 1,17 1241
Control Positivo* 5 37,88* + 6,36 169,8

* Posee diferencia significativa con respecto al control p < 0,05 test de Dunn.
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Figura 4. Actividad Cicatrizante de Leucaena Leucacephala en ratones.

Meétodo del tensiometro modelo de Vaisberg y Col.

Gafiico01 Actividad Cicatrizante de Leucaena leucocephala en ratones
método de tensiémetro modelo de Vaisherg y col.

il

Control Negativo Extracto 110% Extracto 140% Extracto 170% Control Positivo

Ul
o
)

w B &
ol O U
1

NN W
o U1 O
1

_ =
Ul O »;
1 1 1

ml necesarios para abrir la herida

o

Grupo experimental

El extracto etandlico a la concentracion de 110% present6 la mayor

actividad cicatrizante, siendo mayor al control positivo.
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4.1.3. Estudio histologico del efecto cicatrizante extracto etanolico de

Leucaena leucocephala en ratones método del tensiometro.

Tabla 4. Muestra de la Biopsia de piel

INTERPRETACION

] HISTOLOGICA
TEJIDO PROCESO FISIOLOGICO INDICADOR CONTROL | Extracto | Extracto
NEGATIVO Etanolico | etanolico
110% 140%
MIGRACION DE
POLIMORFONUCLEARES A * *
INFLAMACION PRESENCIA DE . ot N
AGUDA LINFOCITOS
REACCION
INFLAMATORIA CAMBIO VASCULARES + ++ +
PRESENCIA DE CELULAS ) N N
INFLAMACION PLASMATICAS
= CRONICA
';_LJ CAMBIOS VASCULARES - + +
PROLIFERACION DE ) ot N
TEJIDO DE SINTESIS DE FIBROBLASTOS
GRANULACION COLAGENO PRESENCIA DE FIBRAS ot N
DE COLAGENO )
PROLIFERACION DE N N
. | PROLIEERACION | CELULAS EPITELIALES )
EPITELIZACION A -
CELULAR MIGRACION DE i + +
CELULAS EPITELIALES.
LEVE + MODERADO ++ SEVERO ++++ AUSENTE -

e RATON1-CONTROL NEGATIVO

Al examen microscopico se observa epitelio con solucion de

continuidad rodeada de reaccién inflamatoria aguda supurada de

grado severo (constituido por polimorfonucleares y detritus) y

cambios vasculares de grado leve, a nivel de la dermis no se observa

respuesta de los fibroblastos y produccion del colageno.
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RATON 2 - EXTRACTO ETANOLICO DE Leucaena
leucocephala (Lam.) DE WIT. 110 %

Al examen microscopico se observa epitelio con solucion de
continuidad rodeada de reaccién inflamatoria aguda de grado leve
constituido por polimorfonucleares cambios vasculares de grado
leve, a nivel de la dermis se observa respuesta de los fibroblastos,
produccion del colageno de grado moderado y epitelizacion de grado

leve.

RATON 3 - EXTRACTO ETANOLICO DE Leucaena
leucocephala (Lam.) DE WIT. 140 %

Al examen microscépico se observa epitelio con solucion de
continuidad rodeada de reaccion inflamatoria aguda de grado leve
constituido por polimorfonucleares cambios vasculares de grado
leve, a nivel de la dermis se observa respuesta de los fibroblastos,

produccion del colageno de grado leve y epitelizacion de grado leve.
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4.2. Discusion.

La flora medicinal peruana presenta diversas especies de uso medicinal, las
mismas que provienen del uso tradicional. Algunos autores han reportado

especies con actividad cicatrizante (Villegas y col, 1997)%.

La busqueda de agentes con actividad cicatrizante ha adquirido singular
importancia en los ultimos afos, siendo la especie mas representativa Croton
lechleri “Sangre de grado”. Ultimamente el Instituto de Medicina Tradicional
de lquitos ha desarrollado un producto natural, el mismo que esta en fase de
estudio Dermo Imet a base de Plukenetia volubilis L. “Sacha Inchi

(Organizacion Panamericana de la Salud, 2018).
Remedio contra las amebas y la viruela (Zarate Pedroche, 1987)%

La especie Leucaena leucocephala (Lam) DE WIT. no presenta a la fecha
estudios de actividad cicatrizante, presentando estudios de otras actividades
bioldgicas (Hassan y col, 2014; Benjakul y col, 2013; Naphatsorn kumar y

Chaiyavat Chaiyasut, 2017)?62728,

Asimismo, especies de la familia Fabaceae, a la cual pertenece la especie
Leucaena leucocephala (Lam) DE WIT. como Senna reticulata (willd) H.
Irwin & Barneby (“Retama”), han demostrado presentar actividad cicatrizante
del extracto etandlico de las hojas, donde el mayor efecto cicatrizante es a
mayores concentraciones. Esto podria deberse a la presencia de
dihidroxiisoflavonas, trihidroxiisoflavonas y taninos (Vargas Carbajal,

2007)%.
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En otra especie de la misma familia Senna Versicolor (Meyen ex.J. Vogel) H.S.
Irwin & Barneby. Var: versicolor “mutuy”, se identifico flavonoides, taninos,
carbohidratos, azUcares reductores y/o esteroides, saponinas y cumarinas,
teniendo actividad cicatrizante el extracto hidroalcohdlico de las hojas secas

(Chuctaya Yauri y Rogque Magno, 2018)%°.

Finalmente, otra especie de la misma familia Astragalus garbancillo Cav
(garbancillo), también mostro actividad cicatrizante en ratones, en el extracto
hidroalcohdlico al 20%, y presencia de flavonoides, alcaloides, taninos y

compuestos fenolicos (Robles Perez y Torres Taipe. 2018)3.

El estudio de actividad cicatrizante planteado en el presente trabajo, ha sido
realizado durante la fase inflamatoria de la cicatrizacion, donde se produce un
estrés oxidativo por la presencia de especies reactivas de oxigeno, debido a la
injuria producida por la incision para producir la herida. Esto produce retraso
en el proceso de cicatrizacion de heridas, reduccién en la produccién de
colageno entre otros (Emery Tsala y col, 2013)%. Es importante resaltar que
tanto el extracto etandlico a la concentracion de 110% y 140% presentan
produccion de colageno en grado moderado y leve, el extracto de 110% lo hace
en mayor proporcion de grado moderado. La actividad cicatrizante de
Leucaena leucocephala (Lam) DE WIT, podria deberse a la presencia de
flavonoides presentes en la planta, las cuales son capaces de aumentar la
disponibilidad de antioxidantes endogenos, asi como la actividad de enzimas
antioxidantes (Diaz-Solares y Col, 2017)®. Hay que tener en cuenta que la
especie ha demostrado tener alta actividad antioxidante (Naphatsorn kumar y

Chaiyavat Chaiyasut, 2017)%, lo que permite reforzar esta hipétesis. Por otro
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lado, seria conveniente que en estudios posteriores se evallen la actividad
cicatrizante en diferentes condiciones, evaluandola por ejemplo en otras fases

de la cicatrizacion.
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CONCLUSIONES

La especie vegetal presentd metabolitos como grupos fendlicos libres,
aminoacidos, flavonoides, triterpenoides y/o esteroides, antraquinonas,

catequinas y saponinas.

El extracto a la concentracion de 110% presentd mayor actividad cicatrizante

significante p < 0.05. Siendo mayor al control positivo.

En cuanto al estudio histologico, de la muestra tomada de la piel regenerada de
los ratones con la concentracion de 110% se observo que posee una mayor
produccion de coldgeno y tejido de granulacion al compararlo con el control

negativo.

47



RECOMENDACIONES

Continuar el estudio de la especie, en otros modelos experimentales de

actividad cicatrizante.
Seguir con estudios relacionados a otras actividades.

Determinar la estructura quimica de los metabolitos secundarios identificados

en el extracto etandlico.
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Anexo N°1: Matriz de Consistencia

ANEXOS
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Anexo N°2: Recoleccidn de la especie vegetal
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Anexo N°3: Obtencién del Extracto
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Anexo N°4: Obtencién de Fracciones
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Anexo N°5: Deteccion de Metabolitos Secundarios

Fraccion A

[ Reaccién de Gelatina-Sal ] [ Reaccioén de Cloruro ]

Reaccién de Ninhidrina Reaccion de Shinoda

Fraccion B

h B

Reaccion de Lieberman [ Reaccion de Borntrager ]
Burchard

Reaccion de Lieberman Burchard

Fraccion C

(oesstos o |
5 - “
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Fraccion D

[ Reacci6n de Shinoda ] [ Reaccién de Rosenheim ]

Fraccion E

[ Reaccioén de Shinoda ]

[

Reaccién de Rosenheim ]

Fraccion F

[ Prueba de la Espuma ]
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Anexo N°6: Ensayo Farmacologico
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Anexo N°7: Cortes Histologicos

[ Extracto 110%

\——

[ Extracto 140% ]

[ Control Negativo ] [ Control Positivo ]
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Anexo N°8: Certificado Sanitario

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICCS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N° | | 191-2018 |

__I

Producto : Ratén albino Lote N° : M-27-2018

Especie : Mus masculus Cantidad : 40

Cepa : Balb/c/CNPB Edad  : 1més

Peso : 15a24q. Sexo : machos

Guia de : 036070 Destino  : Quispe Ciprian, Liliana
remision

Chorrillos . 02-07-2018 Palpa - Ica

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias * .

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 02 de julio del 2018 //_\

(Fecha de emisién del certificado)

V. Artufo Rosales Fernéandez.
NOTA.: El Bioterio no se hace V.P. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que

éstos egresan del mismo.
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Anexo N°9: Constancia de Posiciéon Taxondmica

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Pera, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Museo de
I hnloru

“Aifio del Buen Servicio al Ciudadano”
CONSTANCIA N°51-USM-2017

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

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Liliana QUISPE CIPRIAN;
estudiante de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica,ha sido
estudiada y clasificada como: Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit.
y tiene la siguiente posicién taxonomica, segln el Sistema de Clasificaciéon de
Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ROSIDAE
ORDEN: FABALES
FAMILIA: MIMOSACEAE
GENERO: Leucaena
ESPECIE: Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit.

Nombre vulgar: “yarabisco”
Determinado por Blgo. Severo Baldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines
de estudios.

Lima, 25 de abril de 2017

A : \
"’,‘ L e s 7

' 4 : .yz((/'
= W Mag, ASUI ION CANO ECHEVARRIA
_— \ % JEFE DEUHER’BARIO SAN MARCOS (USM)

Av

Arenales 1256, Jestis Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perd 265-6819, 619-7000 anexo 5703 hrp:/ /muscohn.unmsm.edu.pe
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