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RESUMEN

Obijetivo: Determinar la actividad gastroprotectora del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Juglans neotropica Diels “Nogal Peruano”.

Metodologia. El estudio se realiz6 mediante un enfoque aplicado, experimental, en el que se
estudio la especie vegetal Juglans neotropica Diels, que fue recolectada en el anexo de Santa
Rosa de Acora distrito de Sangayaico, Provincia de Huancavelica, departamento de Huancavelica
en el mes de enero 2023, luego del proceso esta fue seleccionada para separar las hojas que pu-
sieran presentar insectos o indicios de enfermedades. Se procedi6 a lavarlas con agua destilada y
luego se dejo secar bajo la sombra, tras lo cual se realizd el proceso de secado y molienda. La
investigacion se realizo en mediante un estudio en animales de experimentacion, en el cual se
indujo ulceras gastricas por etanol, el cual se tratd con el extracto hidroalcoholico de Juglans

neotropica Diels, comparando su eficacia con el medicamento sucralfato.

Resultados. Se identificd varios metabolitos secundarios en la especie estudiada. Los resultados
confirmaron la efectividad terapéutica de la especie en cuestion, demostrando su capacidad gas-
troprotectora. Se descubrié que el extracto hidroalcohélico de Juglans neotropica Diels en una
dosis de 30 mg/kg es significativamente eficaz, incluso en comparacion con el sucralfato, un me-

dicamento de referencia en el tratamiento.
Conclusidn. El extracto de Juglans neotropica Diels posee actividad gastroprotectora.

Palabras clave: Gastroprotectora, Juglans neotropica Diels., terapéutica
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ABSTRACT

Objective: Determine the gastroprotective activity of the hydroalcoholic extract of the leaves of
Juglans neotropica Diels “Peruvian Walnut”.

Methodology. The study was carried out through an applied, experimental approach, in which the
plant species Juglans neotropica Diels was studied, which was collected in the annex of Santa
Rosa de Acora district of Sangayaico, Province of Huancavelica, department of Huancavelica in
the month of January 2023, after the process this was selected to separate the leaves that showed
insects or signs of diseases. They were washed with distilled water and then left to dry in the
shade, after which the drying and grinding process was carried out. The research was carried out
through a study in experimental animals, in which gastric ulcers were induced by ethanol, which
was treated with the hydroalcoholic extract of Juglans neotropica Diels, comparing its effective-
ness with the medication sucralfate.

Results. Several secondary metabolites were identified in the studied species. The results con-
firmed the therapeutic effectiveness of the species in question, demonstrating its gastroprotective
capacity. The hydroalcoholic extract of Juglans neo-tropica Diels at a dose of 30 mg/kg was found
to be significantly effective, even in comparison with sucralfate, a reference drug in the treatment.
Conclusion. Juglans neotropica Diels extract has gastroprotective activity.

Keywords: Gastroprotective, Juglans neotropica Diels., therapeutic.
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l. INTRODUCCION

En afios recientes, las plantas medicinales han adquirido un rol fundamental en la medicina,
siendo un recurso clave para preservar la salud humana. A lo largo de la historia, las generaciones
en distintas culturas han utilizado las plantas no solo para nutricion, sino también con fines tera-
péuticos. Esto se evidencia en la gran cantidad de medicamentos importantes que se han desarro-
llado a partir de principios activos extraidos de recursos naturales, lo que ha sido el fundamento
para la creacion de farmacos innovadores. Ejemplos notables incluyen la ipecacuana, la digital,

la quinina, la pilocarpina, la atropina, la vincristina y la vinblastina, entre otros.

Las dispepsias, a lo largo de la historia han sido una de las principales causas de descompensa-
ciones en la salud, solo en el afio 2020, a causa de los tratamientos agresivos para tratar la COVID-
19, empez6 a hacerse notar con mayor fuerza, presentando los estragos tipicos, ardor estomacal,
espasmos postprandial, encontrando entre las principales causas de la patologia, el desorden ali-
menticio, malos habitos alimenticios, exceso de estrés, acciones que incrementan la secrecion de

los factores agresores estomacales como el &cido clorhidrico y la pepsina.

La motivacion del desarrollo de este estudio esté ligada a un impacto social post pandemia y una
coyuntura nacional que suprime los ya escasos puestos laborales, extremando asi un correcto ha-
bito alimenticio asociado a una carga de estrés que eleva la sintesis de factores agresivos en el
aparato digestivo. Frente a ello nace la necesidad de evaluar tratamientos alternativos que se en-
cuentren al alcance de la poblacidn, pero que demuestren eficacia terapéutica. Los ensayos pre-
clinicos de laboratorio son una fuente veraz de resultados, que proporciona al investigador, los
datos que constituyen el predmbulo de una nueva forma de tratamiento, conocido como medicina
tradicional, la cual, durante la coyuntura del estado de emergencia sanitaria ha cobrado mucha
fuerza en la comunidad cientifica, y ain continda siendo el punto de partida de muchos estudios

con fines de aplicacion clinica.

Ante el desafio de esta problemética de salud publica y considerando la fragil cultura de la salud
en esta region, se adopta una estrategia que, si bien aborda el tratamiento, no enfatiza adecuada-
mente la educacién en la prevencion, en gran parte debido a las particularidades culturales de la
zona. Los habitantes recurren a la automedicacion con diversos farmacos como antihistaminicos
H2, inhibidores de la bomba de protones (IBP), antiacidos, entre otros, asi como al uso de hierbas
medicinales (1) para aliviar los sintomas de estas dispepsias, cominmente denominadas gastritis.
Por consiguiente, es crucial llevar a cabo investigaciones sobre la eficacia terapéutica de las es-
pecies vegetales autdctonas, en las cuales los peruanos depositan su confianza para recuperar la
salud (2,3).



San Lucas (4) refiere que la dosis efectiva de citoproteccion géstrica de extractos acuosos de
malva en ulceras inducidas por alcohol en animales de experimentacion” luego de realizar el es-
tudio de evaluacion de citoproteccion gastrica frente al medicamento sucralfato como control po-
sitivo se llegd a la siguiente conclusion, el grupo control presento una eficacia de 97% de eficacia,
mientras que el grupo tratado con Malva sylvestris y Pseudolavatera a dosis de 500mg/kg alcanz6
una eficacia del 68%.

Rodriguez T. (5) sostiene en su investigacion que la actividad gastroprotectora de la fraccion
butandlica obtenida de hojas de Capraria biflora L. es rica en compuestos fendlicos, poseedores
de propiedades antiinflamatorias demostro actividad gastroprotectora, en el proceso inducido por
indometacina, y comparado frente al farmaco Ranitidina logrando a una dosis de 200mg/kg, re-

sultados positivos en comparacion a la dosis empleada con los controles positivos.

Pizarro A. et al (6), refiere en su estudio referente a la evaluacion de la actividad gastroprotectora
de Matricaria recutita en ratas sprague Dawley, donde se evalud la actividad gastroprotectora
inducido por indometacina, del extracto de la especie Matricaria recutita, presenta una eficacia
gastroprotectora a una concentracion de 500 mg/kg concluyendo que la especie e estudio posee

actividad gastroprotectora similar al farmaco control, ranitidina.

Hurtado P. (7), en el trabajo cuyo objetivo fue evaluar la accion gastroprotectora del extracto
hidroalcohdlico de hojas de nogal, realizado con especie vegetal recolectada en la region de An-

cash, llegé a la conclusidn que la especie estudiada posee esta actividad.

Huachaca R. (8) en su estudio realizado en Ayacucho, cuyo objetivo fue verificar la eficacia gas-
troprotectora y antisecretora de los compuestos de los compuestos fendlicos del nogal, presento

actividad gastroprotectora igual al 96.8% (8).

Alfaro A. (9) en la investigacidn cuyo proposito fue evaluar el efecto gastroprotector del extracto
hidroalcohélico de hojas de Nogal, lleg6 a la conclusion que el extracto empleado en dosis de 750

mg/kg logro un efecto de gastro protector del 85% superando al de la ranitidina (83.33%).

La justificacion tedrica de este estudio desde el punto de vista tedrico, radica en que contribuye a
nuevos conocimientos relacionados con la actividad gastroprotectora del Nogal Peruano, dado

gue existe escasa informacion tedrica al respecto; desde el punto de vista practico.

La motivacion del desarrollo de este estudio esta ligada a un impacto social post pandemia y una
coyuntura nacional que suprime los ya escasos puestos laborales, extremando asi un correcto ha-
bito alimenticio asociado a una carga de estrés que eleva la sintesis de factores agresivos en el
aparato digestivo. Frente a ello nace la necesidad de evaluar tratamientos alternativos que se en-
cuentren al alcance de la poblacion, pero que demuestren eficacia mediado por estudios que lo

demuestren.



Los ensayos preclinicos de laboratorio son una fuente veraz de resultados, que proporciona al
investigador, los datos que constituyen el preambulo de una nueva forma de tratamiento, conocido
como medicina tradicional, la cual en el presente siglo y durante la coyuntura del estado de emer-
gencia sanitaria ha cobrado mucha fuerza en la comunidad cientifica, y atn continda siendo el

punto de partida de muchos estudios con fines de aplicacion clinica.

En este trabajo de investigacion se plantearon las siguientes preguntas:

Problema General

¢Tendra actividad gastroprotectora el extracto hidroalcohdlico de las hojas de la especie de Jun-
glans neotropica Diels “Nogal Peruano” realizado mediante ensayo PRE CLINICO?

Problema especifico 1

¢Es factible realizar la marcha fitoquimica del extracto hidroalcohélico de las hojas de la especie
de Junglans neotropica Diels?

Problema especifico 2

¢Presentara actividad gastroprotectora el extracto hidroalcohoélico de la especie en estudio?
Problema especifico 3

¢Es posible determinar el grado de efectividad gastroprotectora del extracto hidroalcohélico de

las hojas de la especie de Junglans neotropica Diels frente a un medicamento comercial?

Asimismo, se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General

Determinar la actividad gastroprotectora del extracto hidroalcohélico de las hojas de Junglans
neotropica Diels “Nogal Peruano”

Obijetivo especifico 1

Realizar la marcha fitoquimica del extracto hidroalcohélico.

Obijetivo especifico 2

Evaluar el grado de eficacia de la actividad gastroprotectora

Obijetivo especifico 3

Realizar la comparacion de la eficacia del extracto hidroalcohélico frente al medicamento

sucralfato.

Se sometieron a prueba las siguientes hipétesis de investigacion:
Hipotesis general
El extracto hidroalcoholico de las hojas de la especie Junglans neotropica Diels “Nogal Peruano”

poseerd actividad gastroprotectora.
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Hipotesis especifica 1

El extracto hidroalcohdlico no poseera de metabolitos que pudiesen generar irritacion gastrica.
Hipotesis especifica 2

La actividad gastroprotectora seré aceptable luego de ser evaluada en un ensayo preclinico.

Variables de investigacion

Variable independiente
Extracto hidroalcohélico de las hojas de las hojas de Junglans neotropica Diels “Nogal Peruano”.

Variable dependiente

Actividad gastroprotectora.

11



1. ESTRATEGIA METODOLOGICA

Tipo y disefio de investigacion
Tipo de investigacion.

La naturaleza de esta investigacion es aplicada y experimental. Esto implica que el enfoque se
centra en la aplicacion practica de los hallazgos y en la experimentacién activa para obtener re-
sultados concretos.

Nivel de investigacion

El nivel adoptado es exploratorio. En este nivel, la investigacion busca indagar y explorar feno-
menos aun no muy estudiados o comprendidos, abriendo camino para futuras investigaciones mas
profundas.

Disefio de estudio.

Se ha empleado un disefio experimental este disefio permite manipular y controlar variables para
observar sus efectos en condiciones controladas, facilitando asi la identificacion de relaciones
causales entre las variables estudiadas.

Poblacion y muestra

Poblacion de estudio

La poblacion de estudio estuvo conformada por individuos de la especie vegetal Juglans neotro-
pica Diels, que fue recolectada en el anexo de Santa Rosa de Acora distrito de Sangayaico, Pro-

vincia de Huancavelica, departamento de Huancavelica.

Muestra de estudio

La muestra estuvo conformada por extractos a partir de las hojas de la especie vegetal Juglans
neotropica Diels, que fue recolectada en el anexo de Santa Rosa de Acora distrito de Sangayaico,

Provincia de Huancavelica, departamento de Huancavelica.

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica de recoleccidn de datos

La especie vegetal fue recolectada en el anexo de Santa Rosa de Acora distrito de Sangayaico,
Provincia de Huancavelica, departamento de Huancavelica en los meses de enero 2023.
Luego del proceso esta fue seleccionada para separar las hojas que pusieran presentar insectos o
indicios de enfermedades. A continuacién, se procedié a lavarlas con agua destilada y dejarla a
secar bajo la sombra, tras lo cual se realizo el proceso de secado y molienda.

- Preparacion y tratamiento de la muestra

Seleccion: Se inici6 seleccionando material vegetal en 6ptimas condiciones. Este fue la-
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vado primero con agua potable y luego con abundante agua destilada, para eliminar cual-
quier resto de tierra y otras impurezas.
Desecacion: Las hojas y tallos seleccionados se extendieron sobre papel Kraft, dispuestas
de manera ordenada para facilitar un secado uniforme. El proceso de secado se llevo a cabo
a temperatura ambiente durante una semana. Una vez secas al aire libre y a la sombra, las
muestras se trasladaron al laboratorio donde se sometieron a un proceso de secado adicional
en una estufa a una temperatura controlada de 35°C, utilizando calor seco.
Pulverizacion: Para obtener una muestra de granulometria uniforme, se emple6 un molino
mecanico. La muestra resultante, finamente triturada, se almacend en frascos de boca ancha
de color &mbar para protegerla de la luz y garantizar su conservacion.
Marcha Fitoguimica:
Durante esta etapa de la investigacion, se desarrolld la marcha fitoquimica preliminar, en
la cual se procedi6 a evaluar la presencia de metabolitos presentes en diferentes solventes.
Se desarroll6 la separacion en 5 fases, tras lo cual se procedio a la identificacion de meta-
bolitos que pudieran estar relacionados con la actividad terapéutica objeto del estudio.
Obtencién de las fracciones
Maceracion con Etanol: Se comenzé con 20 g de muestra seca y molida, la cual fue mace-
rada con etanol durante 2 dias. Luego, se sometié a reflujo durante 8 horas, se filtr6 y se
obtuvo un volumen final de 50 ml de extracto. De este extracto, se separaron 10 ml para
formar la Fraccion A.
Se secaron 40 ml del extracto en un matraz Erlenmeyer que se habia pesado previamente,
bajo presidn reducida. Posteriormente, se peso de nuevo el matraz para calcular el peso del
extracto seco mediante la diferencia de masa.
El extracto seco se tratd luego con 10 ml de HCI 2% (v/v) a una temperatura de 50 °C,
asegurandose de que el volumen total no excediera los 15 ml. Después del tratamiento, se
filtro el extracto resultando en dos fracciones:
a) Fraccidn Insoluble: Esta se lavd con agua destilada y se disolvié en diclorometano ca-
liente. Luego de un filtrado adicional, el volumen se ajust6é a 10 ml.
b) Fraccion Soluble: Esta se neutralizé con NaOH o KOH al 10%, y se ajusté el pH con
papel tornasol. Se realiz6 una extraccién con diclorometano en dos porciones de 15 ml cada
una, obteniendo dos fases:

e Fase Diclorometéanica (Fraccion C): Las fases organicas se unieron, se filtraron

usando sulfato de sodio anhidro y se redujeron a un volumen de 10 ml.
e Fase Acuosa: Se afiadieron 2 g de NaCl y se extrajo con una mezcla de diclorome-
tano y etanol (3:2), lo que resulto en:
e Fase Orgénica (Fraccion D): Las porciones de la mezcla de diclorometano y etanol

se unieron, se filtraron usando sulfato de sodio anhidro y se redujeron a 10 ml.
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Solucién Acuosa (Fraccion E): EI volumen se ajusto finalmente a 10 ml.

Extraccion con Agua Destilada (Fraccion F): Se extrajo 1 g de muestra seca y molida con
agua destilada en ebullicion durante 10 minutos, se filtrd y el volumen se ajust6 a 10 ml.
Reacciones de Identificacion de metabolitos secundarios 11

Fraccion A

Para la identificacion de los metabolitos secundarios en la Fraccion A, se realiz6 un con-
junto de reacciones especificas. Inicialmente, se tom6 una muestra de 2 ml de esta fraccion,
la cual fue llevada a sequedad. El residuo obtenido se disolvié en 2 ml de agua destilada y
tras filtrar la solucion resultante, se procedio a realizar los ensayos correspondientes para
detectar taninos y grupos fendlicos libres.

Para la deteccion de taninos, se implementé la reaccidn con gelatina. Se extrajo un volumen
de 0.5 ml de la Fraccion Ay se le afiadi6 una cantidad igual, 0.5 ml, de una solucién acuosa
de gelatina al 0.5%. La presencia de taninos se confirmaria si, al realizar esta mezcla, se
observa la aparicion de turbidez o un precipitado, indicando una reaccién positiva.

En cuanto a la identificacién de grupos fendlicos libres, se utiliz6 cloruro férrico como
reactivo. Este proceso consiste en la interaccion de la

solucion con el reactivo, donde la aparicion de cambios visibles en la solucién puede indicar
la presencia de estos compuestos fendlicos en la muestra analizada.

Para detectar la presencia de compuestos fendlicos en la fraccion A de la muestra, se llevd
a cabo un procedimiento delicado y revelador. Se inici6 con una pequefia cantidad, apenas
0.5 ml, de la fraccion A. a esta muestra cuidadosamente medida, se le afadié una minima
cantidad, entre 1 y 2 gotas, de una solucion acuosa de cloruro férrico al 0.5%. Este paso era
crucial, pues el cloruro férrico actia como un agente revelador en presencia de compuestos
fendlicos.

Fraccion B:

Para la Fraccién B, se realizaron dos ensayos especificos con el objetivo de detectar la
presencia de triterpenos, esteroides y antraguinonas.

Deteccidn de Triterpenos y Esteroides:

Reaccion de Liebermann-Burchard: Se tom6 una muestra de 0.5 ml de la Fraccion B. a
esta se le afiadieron 0.5 ml de anhidrido acético y una gota de acido sulfurico concentrado.
La observacidn clave en este ensayo es el cambio de color, la aparicién de tonalidades azu-
les, verdes o naranjas indica una reaccion positiva, sugiriendo la presencia de triterpenos y
esteroides en la muestra.

Deteccidn de Antraquinonas:

Reaccion de Borntrager: Este ensayo comenzo con la extraccion de 0.5 ml de la Fraccion
B. La muestra se mezcld suavemente con 5 ml de NaOH al 5%. Un resultado positivo se

manifiesta por el desarrollo de un color rojo en la solucién, lo cual sefiala la presencia de
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antraquinonas.

Fraccion C

Para la Fraccion C. se realizaron pruebas especificas para detectar la presencia de triterpe-
nos, esteroides y alcaloides.

Deteccion de Triterpenos y Esteroides:

Reaccion de Liebermann-Burchard: Al igual que con la Fraccién B, se aplico la reaccion
de Liebermann-Burchard para la deteccion de triterpenos y esteroides. Se procedid de la
misma manera que en los casos anteriores, observando cambios de color como indicadores
de una reaccidn positiva.

Deteccion de Alcaloides:

Reacciones de Mayer, Hager y Dragendorff:

“Se inici6 el procedimiento tomando 2 ml de la Fraccion C, la cual fue llevada a sequedad.
Posteriormente, el residuo obtenido se reconstituyé en 5 ml de acido clorhidrico al 1%,
calentando la mezcla ligeramente hasta alcanzar 50 °C. Esta solucion fue utilizada para
realizar las pruebas de Mayer, Hager y Dragendorff destinadas a detectar la presencia de
alcaloides”.

“En cada uno de los ensayos (Mayer, Hager y Dragendorff), se tomaron 0.5 ml de la solu-
cidn y se afiadieron gotas del reactivo correspondiente. La deteccion de alcaloides se con-
sidera positiva si, tras 10 minutos, se presenta turbidez o precipitacién en cualquiera de los
tres tubos de ensayo”.

“En cuanto a la Fraccion D, se realizaron ensayos especificos para identificar compuestos
como triterpenos, esteroides, alcaloides y flavonoides.

Deteccidn de Triterpenos y Esteroides:

Reaccion de Liebermann-Burchard:

Se utiliz6 una muestra de 0.5 ml de la Fraccién D, que se llevé a sequedad. El residuo se
disolvié en 1 ml de diclorometano.

El procedimiento siguid los mismos pasos que se aplicaron en las fracciones anteriores,
observando cambios de color como indicador de una reaccidn positiva. Deteccion de Alca-
loides:

Reacciones de Mayer, Hager y Dragendorff:

Se procedié de manera similar a lo realizado en la Fraccién C.

Se tomo una muestra de 2 ml de la Fraccién D, se llevo a sequedad y luego se disolvié en
5 ml de etanol, calentando la mezcla a 50 °C.

Sobre estas soluciones se realizaron los ensayos para detectar alcaloides, utilizando 0.5 ml
de la solucion y afiadiendo los reactivos correspondientes.

La presencia de alcaloides se confirma si se observa turbidez o precipitado en los ensayos.

Deteccién de Flavonoides Reaccién de Shinoda:
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Se extrajo 0.5 ml de la solucion preparada y se le afiadio 0.2 ml de &cido clorhidrico con-
centrado, junto con limaduras de magnesio.

Tras dejar reposar la mezcla durante 5 minutos, la aparicion de un color rojo o rosado indica
una reaccion positiva, sugiriendo la presencia de flavonoides en la muestra.

Fraccion E

Deteccion de Flavonoides:

Reaccion de Shinoda:

Se extrajo una muestra de 0.5 ml de la Fraccion E.

A esta muestra, se le afiadié 0.2 ml de &cido clorhidrico concentrado, seguido de la adicion
de limaduras de magnesio.

La mezcla se dejo reposar durante 5 minutos.

La aparicion de un color rojo o rosado en la solucién indica una

reaccion positiva, lo cual sugiere la presencia de flavonoides en la muestra.

Fraccion F:

Deteccion: saponinas

Reaccion: prueba de espuma

Se tomo 1 ml de la Fraccién F y se colocé en un tubo de ensayo.

Se tapd el tubo y se agit6 fuertemente durante 15 segundos.

Posteriormente, se midié la altura de la espuma formada en el tubo.

La reaccion se considera negativa si la altura de la espuma es menor de 5 ml.

Obtencion del extracto hidroalcoholico por el método de percolacionl0

Se selecciono la técnica de la percolacion, ya que es una técnica de extraccion continua,
hasta agotamiento, la misma que no concibe el uso de temperatura, evitando asi la degrada-
cién de sustancias termolabiles que pudieran estar presentes es la especie vegetal.

Para ello se procedid a tomar la droga seca y molida almacenada, posteriormente se humecto
la droga con etanol de 70° para elevar el tamafio celular, debido a la hidratacion.

Luego de 2 horas se colocd la muestra en el percolador ya implementado, acto seguido se
dej6 macerar por 24 horas, verificando que no exista fuga de liquidos.

Se procedi6 a abrir la llave del percolador, y se regulo el flujo a una velocidad de 20 gotas
por minuto, se procedi6 de la misma forma con el recipiente administrador de solvente,
iniciando asi la extraccion continGa.

El proceso tomo 5 dias obteniéndose 4.750 litros, los mismos que fueron colectados en
frascos debidamente aislados de la luz. El siguiente paso consistio en la concentracion del
extracto para determinar su rendimiento, y posterior administracion en las pruebas corres-
pondientes en los biomodelos experimentales escogidos para este estudio. Estas fases fue-
ron desarrolladas siguiendo el protocolo de trabajo y desarrollo de la presente investigacion,

la cual se ejecutara segln el cronograma de trabajo.
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Ensayo Preclinico

Determinacion de la actividad gastroprotectora 12

En el &mbito de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNICA, se llevé a cabo la
determinacion de la actividad gastroprotectora como parte del ensayo preclinico. Este pro-
ceso comenzd con la preparacion minuciosa de los animales de experimentacion. Una se-
mana antes

del inicio del experimento, se instalé a los animales en jaulas metélicas disefiadas para su
aclimatacion. Durante este periodo, se les proporciond acceso constante a agua y alimento,
garantizando asi su bienestar. Ademas, se mantuvieron en un ambiente controlado con ci-
clos regulares de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, replicando el ciclo natural dia/no-
che. Este enfoque buscaba preservar el ritmo biol6gico normal de los animales y asegurar
la validez y consistencia de los resultados experimentales. La preparacion y aclimatacion
de los animales en estas condiciones 6ptimas fue un paso fundamental para la realizacion
de experimentos precisos y éticos en la investigacion biomédica.

Modelo de induccién de Ulceras gastricas por etanol de 96°

En el estudio, se empled un modelo de induccion de Ulceras gastricas utilizando etanol al
96%, aplicado a un grupo de 42 ratas albinas. Estas ratas, que pesaban entre 150 y 290
gramos, fueron cuidadosamente seleccionadas del bioterio del Instituto Nacional de Salud.
Antes de comenzar el experimento, se alojaron en jaulas metélicas y se le sometié a un
periodo de ayuno de 24 horas, aunque se les permitid acceso constante al agua.

El procedimiento para inducir las Ulceras gastricas consistié en administrar a cada rata una
dosis especifica de etanol al 96%, calculada en base a su peso, siendo la dosis de 1 mL de
etanol por cada 250 gramos de peso corporal. Esta administracion se realizé en una sola
ocasion.

Ademas, se preparo un tratamiento con sucralfato, un medicamento conocido por su eficacia
en el tratamiento de Ulceras gastricas, para ser utilizado como referencia. La dosis de su-
cralfato fue de 3 mL por kg de peso del animal, equivalente a 600 mg en 3 mL, y se admi-
nistré en una Unica dosis.

La administracion de los tratamientos se realizé por via oral, utilizando una canula orogas-
trica de metal o una sonda intragastrica nimero 10. Esta administracion se llevé a cabo una

hora antes de exponer a los animales al agente ulcerogénico, el etanol al 96%.
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La metodologia se detalla a continuacion:

Distribucion de grupos para | Animales Tratamientos Agente
evaluacion de la actividad gas-

troprotectora Grupo Ulcerogénico

A 14 Suero fisiol6gico Etanol 96°
1 mL/250 g 1mL/250 g
B 14 Sucralfato 3 Etanol 96°
mL/kg 1mL/250 g
E 14 Juglans neotro- Etanol 96°
pica 1mL/250 g

Diels 30 mg/kg

En la fase final del estudio sobre la induccion de Ulceras gastricas con etanol al 96%, se
procedio a la eutanasia de los animales de experimentaciéon. Cuatro horas después de la
administracion del etanol, las ratas fueron sacrificadas utilizando una sobredosis de pento-
barbital sodico (Halatal), un anestésico de uso veterinario, administrado por via intraperi-
toneal. Este método se eligié para asegurar una terminacién humanitaria y eficiente del
experimento.

Tras el sacrificio, se llevd a cabo una laparotomia abdominal en cada animal para extraer
cuidadosamente los estomagos. El objetivo principal de esta extraccién fue evaluar el grado
de dafio sufrido por la mucosa gastrica debido a la exposicidn al etanol. Las principales
variables consideradas para esta evaluacion fueron la presencia de edema y hemorragia en
la mucosa. La magnitud de las lesiones observadas se calificd utilizando una escala de
puntaje observacional: O para lesiones ausentes, 1 para lesiones leves, 2 para lesiones mo-
deradas y 3 para lesiones severas. Para una comprensién mas detallada y cuantitativa del
dafio, se calcul6 el indice promedio de lesiones, asi como el porcentaje de inhibicién de las
lesiones gastricas. Estos céalculos se basaron en las Escalas de Alada et al. (2008), modifi-

cadas para este estudio en particular, tal como se muestra a continuacion:

Escala de Alada et al. Caracteristicas
(2008) modificada

0 Normal

1 ‘Leve (tlceras puntiformes < 1 mm o microhemorragias)”
2 “Moderada (2 o mas tlceras hemorragicas pequefas)”

3 “Severa (ulceras grandes > 2 mm de diametro)”
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1. RESULTADOS

3.1. Marcha fitoquimica preliminar

Tabla 1. Resultados de la Fraccion A

Metabolito Reaccion Resultado | Observacion
Taninos Sol. de Gelatina + Turbidez
Grupos fendlicos libres | Sol. De FeCI3 + Coloracion verde
0SCuro
Leyenda:
(+) Reaccion Positiva (-) Reaccion Negativa
Tabla 2. Resultados de la Fraccion B
Triterpenos y Esteroides | Lierbermanny Burchard + Coloracion Azul
Antraquinonas Borntrager + C olor rojo
Leyenda:
(+) Reaccion Positiva (-) Reaccion Negativa
Tabla 3. Resultados de la Fraccion C
Alcaloides Dragendorff + Precipitado Rojo
Mayer + Precipitado blanco
Wagner + Precipitado marron
Hager + Precipitado amari-
llo
Triterpenos y Lierbermann y Burchard + Coloracion Azul
Esteroides
Leyenda:

(+) Reaccion Positiva (-) Reaccion Negativa
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Tabla 4. Resultados de la Fraccion D

Flavonoides Shinoda Coloracion rojiza

Alcaloides Dragendorff Precipitado Rojo
Mayer Precipitado blanco
Wagner Precipitado marron
Hager Precipitado amarillo

Triterpenos y

Esteroides

Lierbermann y Burchard

Coloracién Azul

Leyenda:

(+) Reaccion Positiva (-) Reaccion Negativa

Tabla 5. Resultados de la Fraccion E

Flavonoides Shinoda Coloracion rojiza

FRACCION F

Saponinas Prueba de Espuma | - | smmeeeeee-
Leyenda:

(+) Reaccion Positiva (-) Reaccion Negativa
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Tabla 6. Actividad gastroprotectora de la especie Juglans neotropica Diels

Etanol puro Juglans neotropica Diels | Sucralfato
Animal 1 3 1 1
Animal 2 3 2 1
Animal 3 3 1 1
Animal 4 3 2 1
Animal 5 3 2 1
Animal 6 3 1 2
Animal 7 3 1 1
Animal 8 3 1 2
Animal 9 3 2 1
Animal 10 3 2 1
Animal 11 3 1 2
Animal 12 3 2 2
Animal 13 3 1 1
Animal 14 3 2 2
Valor obtenido 3 15 1.36

Fuente: EI Autor

Resultado

El grupo tratado solo con el agente irritante presento un nivel de agresividad severa. El grupo
tratado solo con el extracto de Juglans neotropica Diels presento un nivel intermedio entre leve

y moderada. El grupo tratado solo con el farmaco sucralfato presento un nivel de agresividad

ligeramente més elevada que el nivel leve.
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Figura 01. Actividad gastroprotectora de la especie Juglans neotropica Diels
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(\V2 DISCUSION

Después de completar el proceso experimental y llevar a cabo el analisis fitoquimico de la especie
Juglans neotropica Diels, se logré identificar una gama de metabolitos secundarios presentes en
la planta. Los resultados del screening fitoquimico revelaron la presencia de diversos compuestos
bioactivos, incluyendo triterpenos y esteroides, alcaloides, flavonoides, grupos fendlicos libres y
taninos. Ademas, se confirmo positivamente la presencia de compuestos tipo terpenos y saponi-
nas. Esta identificacion de principios activos no solo corrobora la riqueza fitoquimica de Juglans
neotropica Diels, sino que también se alinea con los hallazgos de investigaciones anteriores. Los
compuestos detectados en este estudio son consistentes con los identificados en trabajos previos,
lo que refuerza la relevancia de esta especie en estudios farmacolégicos y su potencial para el
desarrollo de tratamientos basados en principios activos naturales. Estos descubrimientos abren
nuevas vias para explorar las aplicaciones terapéuticas de Juglans neotropica Diels en el campo
de la medicina natural y complementaria.

La actividad gastroprotectora de la especie Juglans neotropica Diels, presenta una eficacia tera-
péutica demostrada en ensayos con animales de experimentacion, paralelamente comparados con
un farmaco de uso comercial prescrito por médicos (Sucralfato) para el tratamiento de ulceras y
gastritis. Un efecto con un alto grado de semejanza al encontrado en la investigacion de Dawley
Pizarro A. et al (2012) Evaluacion de la actividad gastroprotectora de Matricaria recutita en ratas
sprague donde concluy6 que la especie y estudio posee actividad gastroprotectora similar al far-
maco control, ranitidina. (Tabla N° 3)

El estudio presento un porcentaje de eficacia similar al farmaco empleado como control, frente al
que se evaluaria la eficacia del extracto hidroalcohélico de la Juglans neotropica Diels. Resulta-
dos que se asemejan a los encontrados en la investigacion de San Lucas D. (2019) denominada,
Dosis efectiva de cito proteccién gastrica de extractos acuosos de malva en ulceras inducidas por
alcohol en animales de experimentacién. donde concluyd, el grupo control presento una eficacia
de 97% (Figura 1) de eficacia, mientras que el grupo tratado con Malva sylvestris y Pseudolava-

tera a dosis de 500mg/kg alcanz6 una eficacia del 68%.
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V. CONCLUSIONES

Se determind que el extracto hidroalcohdlico de la especie Juglans neotropica Diels “Nogal

Peruano” posee actividad gastroprotectora.

En la fase de analisis del extracto hidroalcohdlico, se llevé a cabo la determinacion de los
metabolitos secundarios presentes en la muestra. Mediante técnicas de analisis fitoquimico,
se logro identificar una variedad de compuestos bioactivos en el extracto. Los metabolitos
secundarios identificados incluyeron taninos, flavonoides, alcaloides, triterpenos y esteroi-

des.

Se determind que el grado de eficacia gastroprotectora extracto hidroalcohélico de la espe-
cie Juglans neotropica Diels es similar al producido por el farmaco sucralfato, habiendo

presentado niveles de irritacion intermedio, entre leve y moderado.
Se determind que el grado de eficacia de proteccion gastrica del extracto hidroalcoholico

de la especie Juglans neotropica Diels frente al farmaco Sucralfato es inferior, presentando

una eficacia cercana al medicamento.
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VI. RECOMENDACIONES

Es fundamental continuar con investigaciones en medicina natural, enfocandose en estu-
dios de control de calidad que incluyan aspectos fisicoquimicos, microbioldgicos y evalua-

cion de la estabilidad de los productos derivados de las plantas.

Se recomienda realizar estudios en distintas partes de la planta, tales como inflorescencias
y raices, para evaluar la actividad farmacoldgica de cada uno de estos componentes y am-

pliar el conocimiento sobre sus posibles aplicaciones terapéuticas.

Seria beneficioso llevar a cabo investigaciones fitoquimicas y bioldgicas con diferentes
variantes de Juglans neotropica Diels recolectadas en distintas ubicaciones, climas y en
diferentes épocas del afio, para fortalecer el respaldo cientifico y entender mejor la diver-

sidad de compuestos presentes.

Se sugiere motivar a los estudiantes a continuar con investigaciones fitoquimicas en el am-
bito de la medicina alternativa, especialmente considerando que los resultados obtenidos
en este estudio han sido prometedores. Se destaca la importancia de explorar la riqueza de
flora en el territorio peruano, aprovechando la biodiversidad para el desarrollo de nuevos

productos farmacéuticos y el avance cientifico en el sector de la salud.
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VIII.  ANEXOS

ANEXO 1
Flujograma de percolacién

DROGA
w DESECADQ Y ESTABILIZADO

HOJAS AGOTADAS

Agotamiento del
Disolvente

PERCOLACION

ENVASE
Ambar

EXTRACTO
- HIDROALCOHOLICO
ENVASADO |
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ANEXO 02

Identificacion de metabolitos

Muestra seca y molida 20 gr

® Macerar en etanol por48 horas
® Relujar por 8 horas
® Filtrar en caliente, llevar a 50 ml

<~

® Neutralizar con NaOH
® Extraer con diclorometano (2 porciones)
® Filtrar y llevar 2 10 ml

Fase Diclorometanica

|

Fase Acuosa

i
\j

® Lavar, secar con sulfato

de sodio anhidro
® Llevar a 10 ml

i0ml
Fraccion A l Extracto Etandlico
I (
C:', ® Secar a presion y T. reducida
Taninos FenolesLibres ‘ Extracto seco
R. Gelatina R. FeCl,
Solucion Acida

Insoluble

{J ® Lavar con agua

® Filtrar y llevar a 10 ml

\q ® Agregar diclorometano

Fraccion B

|
[

Triterpenosy esteroides
R. liebermanBurchard

Antraquinonas
Borntrager

l

Fraccion C [ Fase Diclorometanica - Etanol ] [ Fase Acuosa Remanente
| | /[J ® Filtrar sobre sulfato Fraccion E
Triterpenos y Alcaloides fe oo a:hudro
esteroides » Dragendorff Lievags 10.ml |
R. 2. Mayer Flavonoides
liebermanBurchard * Wagner Fraccion D R. Shinod
* Hager el
Alcaloides Triterpenos y Flavonoides
¢ Dragendorff esteroides R. Shinoda
* Mayer R.
* Wagner liebermanBurchard
* Hager
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ANEXO 03

Imégenes del proceso investigativo

Imagen 2. Proceso de recoleccion de hojas.
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Imagen 3. Seleccion de hojas de la especie Juglans neotropica Diels.

Imagen 5. Secado de las hojas a la sombra.
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Imagen 5. Acondicionamiento de la muestra

Imagen 6. Humectacion de la muestra seca y molida.
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Elaboracion del extracto hidroalcohdlico

Imagen 3. Proceso de percolacién
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Imagen 4. Acondicionado del extracto fluido

Imagen 5. Inicio de marcha fotoquimica

Imagen 6. Preparacion para la reaccion de identificacion
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Imagen 7. Reaccion

REACCION DE CLORURO FERRICO
REACCION DE DRAGENDORD
REACCION WAGNER

REACCION DE MAYER

REACCION D

m o O o »

Imagen 8. Concentracién del extracto hidroalcohdlico en el rotavapor.
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Imagen 9. Pesaje de los animales de experimentacion

Imagen 11. Administracion de glicerina
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Imagen 12. Administracion del extracto

Imagen 14. Laparotomia exploratoria
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Imagen 15. Laparotomia exploratoria

Imagen 16. Observacion del tejido gastrico, y los niveles de agresividad resultante

luego del tratamiento en cada grupo del trabajo.

Imagen 17. Observacion del tejido gastrico, y los niveles de agresividad resultante

luego del tratamiento en cada grupo de trabajo
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ANEXO 07

MATRIZ DE CONSISTENCIA

“Estudio de la actividad gastroprotectora del extracto hidroalcohélico de las hojas de Juglans
neotropica Diels “Nogal Peruano”en animales de experimentacion”.

Problemas Objetivos Hipotesis Operacion de variables Medodologia
General General General in(;égglril(;?nte Indicadores Tipo
¢Tendra Determinar la El extracto hi- Extracto hi- |Identificacion de
actividad actividad droalcohélic o de | droalcohdlico metabolitos
gastroprotectora gastroprotectora | las hojas de laes-| de las hojas Secundarios
el extracto del extracto pecie Juglans neo-|  deJuglans Flavonoidestani-| Experimertal
hidroalcohdlico hidroalcohdlico | tropica Diels “No-| neotropica nos alcaloides
de las hojas de la de las hojas de gal Peruano” po- | Diels “Nogal | Triterpenos yes-
especie de Junglans seera actividad Peruano” teroides
Junglans neotropica Diels gastroprotectora G fenoli
neotropica Diels “Nogal Peruano” rupos Tenoficos
“Nogal
Peruano”?
Especificos Especificos Especificos Variable Indicadores Especificos

Dependiente

¢Es factible reali-
zar la marcha fito-
quimica delex-
tracto hidroal-
cohdlic o de las
hojas de la especie
de Junglans neo-
tropica Diels?

Realizar la mar-
cha fitoquimica
delextracto hi-
droalcohdlic o.

El extracto hi-
droalcohélico no
poseera de meta-
bolitosque pudie-
sen generar irrita-

cion gastrica.

¢Presentara activi-

dad gastroprotec-

tora el extracto hi-

droalcoholic o de

la especie en estu-
dio?

Evaluar el grado

de eficacia de la

actividad gastro-
protectora

La actividad gas-
troprotectora sera
aceptable luego de
ser evaluada en un
ensayo preclinico.

Actividad
gastroprotec-
tora

Efectividad gas-
troprotectora
Aparicion de ul
ceraciones

¢(Es posible deter-
minar el grado de
efectividad gastro-
protectora del ex-
tracto hidroal-
coholic o de las
hojas de la especie
de Juglans neotro-
pica Diels frente a
un medicamento
comercial?

Realizar la com-
paracion de la
eficacia del ex-
tracto hidroal-
cohdlico frente
al medicamento

La eficacia gastro-
protectora poseera
actividad similar y
tolerable frenteal

farmaco sucralfato

Efectividad
del trata-
miento
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ANEXO 8

Clasificacion taxonémica

,' ARy \ S— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
\ for e s ‘ (Universidsd del Perit. DECANA DE AMERICA)
Rt ) A MUSEO DE HISTORIANATURAL

“h

“Afo de ls uendad ls par v ol desarrollo”
CONSTANCIA N® D24-USM-MFEIN-2023

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DMJA CONSTANCIA QUE

Lo muestrn vegetal recibada de Mayly Marile Sanchez Gamboa, estudimte de pregrado de la
Universsdad Nocional San Luss Gonanga de lea ha wido estudiads v classficada como: Juglous
mevatropeca Diels y tiene 1a siguiente posiclon @xonomica, segin ¢ | Ststema de Clasificacion APG 1V
(2016)

ORDEN . Fagales
FAMILIA | JUGLANDACEAE
GENERO : Juglans
ESPECIE * Aeglans meotropica Dicls

Nomhee vilgar “nogal™
Procedencia Huavtarn - Husncavelica
Determinado por MSe Hamilton Beltran Sannago

Se extiende la presente constancsa @ sohioud de la parte mteresada, pam los fines que estime
conveniente

Lima, 20 de febecto de 2023
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UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA

AT
( n). FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA @

CONSTANCIA

LA DIRECTORA ACADEMICA DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA.

HACEN CONSTAR QUE EL ESTUDIANTE:

SANCHEZ GAMBOA. MAYLY MARTLU
Codigo N” 20140878

En vias de reguiarizacion, s2 | 3utoriza el uso de 1as Instalaclones oef Iaboratoro g2
Sloguimica, para el gesamoilo ge suU proyecto oe tesls, 21 cual leva como tulo = Estudlo
de la actividag gastroprotectora del extracto hidroaicoholico de las hojas de
Jungians neotropica Dislz *“Nogal Peruano” realizace mediants ensayo
preciinico”, y que aprobado el proyecio debera presentar un documento con su 3sesor,
Indicando los dias y horas que hara uso o2l laboratorio.

Se explge 13 presente constancla para ios Mnes pertinentes.

Ica, 13 do Marzo 2023
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