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RESUMEN

Objetivo: Determinar la dosis letal media del extracto etanolico de las Inflorescencias
de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) causante de efecto toxico agudo en
ratas de la especie Rattus rattus. Metodologia: la especie vegetal fue recolectada en el
distrito de distrito de Conchucos, provincia de Pallasca, departamento de Ancash a
4500 m.s.n.m. Posteriormente se realizO el proceso de la maceracion de las
inflorescencias del Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) para asi obtener
finalmente el extracto etanolico, a partir de ello se prepar6 las dosis de 300mg/kg,
5000mg/kg y 15000mg/Kg del extracto de pacra- pacra. Se realizé un estudio tipo
experimental, con cuatro grupos en total de 20 ratas de la especie Rattus rattus. Se
aplico el método OECD, el analisis de toxicidad se realiz6 mediante instrumentos de
recoleccion de datos y finalmente se utiliz6 el programa estadistico SPSS version 21.
Resultados: Se determind toxicidad aguda por administracion via oral del extracto
etandlico del laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra), en dosis de 300 mg/kg en
Rattus rattus es moderadamente toxico; en dosis de 5000mg/kg y 15000mg/kg es
relativamente inocuo. Conclusién: En el andlisis fitoquimico del extracto etandlico del
laccopetalum giganteum Ulbrich., identifico abundante cantidad de alcaloides,
glicésidos y carbohidratos; Regular cantidad: compuestos fendlicos, taninos y
flavonoides; Poca cantidad: saponinas y quinonas. El extracto etandlico del
laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) no tiene efecto nocivo en los animales de

experimentacion.

Palabras clave: analisis fitoquimico, extracto etandlico, maceracion, toxicidad.



ABSTRACT

* Objective: To determine the mean lethal dose of the ethanolic extract of the inflorescences
of Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) causing an acute toxic effect in rats of the
species Rattus rattus. Methodology: the plant species was collected in the district of
Conchucos, province of Pallasca, department of Ancash at 4500 m.s.n.m. Subsequently, the
maceration process of the inflorescences of the Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-
pacra) was carried out in order to finally obtain the ethanolic extract, from which the doses
of 300mg / kg, 5000mg / kg and 15000mg / Kg of the extract were prepared of pacra-pacra.
An experimental type study was carried out, with four groups in total of 20 rats of the species
Rattus rattus. The OECD method was applied, the toxicity analysis was carried out using
data collection instruments and finally the statistical program SPSS version 21 was used.
Results: Acute toxicity was determined by oral administration of the ethanolic extract of the
laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra), in doses of 300 mg / kg in Rattus rattus it is
moderately toxic; in doses of 5000mg / kg and 15000mg / kg it is relatively safe. Conclusion:
In the phytochemical analysis of the ethanolic extract of the laccopetalum giganteum
Ulbrich. | identify abundant quantity of alkaloids, glycosides and carbohydrates; Regular
amount: phenolic compounds, tannins and flavonoids; Low quantity: saponins and quinones.
The ethanolic extract of the laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) has no harmful

effect on experimental animals.

Key words: phytochemical analysis, ethanolic extract, maceration, toxicity.
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INTRODUCCION

Durante los ultimos afios el uso de medicina naturista o tradicional complementaria ha
experimentado un crecimiento a nivel mundial, ganando popularidad entre las personas;
no obstante, son muy pocos los estudios realizados sobre las diversas especies de plantas
o0 productos derivados de ellas con aplicacion a la medicina, y menos aun estudios

respecto de su calidad y eficacia en el tratamiento de enfermedades. )

El Pert cuenta con una gran variedad y riqueza natural, con plantas medicinales de
origen nativo que son ampliamente utilizadas en grandes sectores de la poblacion y
especificamente en las zonas rurales, se viene utilizando como tradicién heredable a
través de generaciones a las plantas medicinales; debido a que sus hojas, flores, semillas,
cortezas, raices, frutos poseen propiedad terapéuticas sustentadas empiricamente y que
son aprovechadas por los pobladores haciendo uso en forma de infusiones, bafios,

emplastos y otros. ?

En la zona Altoandino (distrito de Conchucos, provincia de Pallasca, departamento de
Ancash), la inflorescencia de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) son
consumidas (te afrodisiaco) y usadas (emplastos para la artritis) por los pobladores y
falsos chamanes la cual constituye una valiosa terapéutica y a su vez produciendo
ampollas y quemaduras al tener contacto con la piel por lo que tiene numerosos

metabolitos capaces de producir efectos toxicos @

Por este motivo la presente investigacion tiene como objetivo determinar la actividad
toxica aguda por via oral del extracto seco etanélico de las Inflorescencias de
Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) en animales de experimentacion y sobre

todo para que los conocimientos ancestrales permanezcan en la actualidad.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1. Planteamiento del problema

La poblacion mundial da mayor énfasis al consumo de producto naturales, la
poblacién peruana no es ajeno a ello ya que goza de una reconocida
biodiversidad por sus climas y pisos ecoldgicos; a ello se agrega la flora, donde
se encuentra gran variedad de plantas con uso medicinal, por la variedad de
plantas que posee, el Per( se convierte en una fuente de investigacion de interés
permanente. A pesar de contar con elevada biodiversidad de plantas medicinales
y complementadas con muchos saberes ancestrales relacionados con
propiedades farmacoldgicas, con el tiempo se ha ido atribuyendo virtudes
magicas, cuyo origen debemos buscar en el campo de la brujeria, el
curanderismo o las creencias populares, donde emplean estas dichas especies
toxicas 0 venenosas como sedantes nerviosos, abortivas, purgantes fuertes, etc.
Desde el empleo de sustancias toxicas para distintos fines ha sido general en
todas las comunidades humanas. Y dentro de los venenos, aquellos de origen
vegetal ocupan un lugar destacado, tanto por su elevado nidmero como por su
facilidad de adquisicion, de un modo empirico donde se desconoce la accion
perjudicial de muchas de estas plantas.

Si bien es cierto en la actualidad cientos de plantas son utilizadas en la medicina
tradicional, pero la ciencia va analizando y estudiando los efectos terapéuticos
de las plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las diversas propiedades, no
con el fin de disminuir esta confianza en la naturaleza, sino para agrupar a las
plantas de efectos similares, para conocer los principios activos responsables de
aliviar, o curar enfermedades, separarlos de la plantas que los contienen,
determinar sus estructuras quimicas procurar su sintesis proponer
modificaciones estructurales en busca de una mayor actividad, y finalmente dar

a conocer a la humanidad los resultados de estos estudios.®

Frente a esta situacion y aprovechando que nuestro pais tiene una biodiversidad
de flora, surge la necesidad de enfocar en nuestros recursos naturales, no
descartando la posibilidad que pueden ser téxicas o presentar reacciones
adversas; tal como es el caso de la planta conocida vulgarmente como pacra-
pacra, al cual no se le han realizado ningun tipo de investigacion en toxicidad,

por ello la realizacion de esta investigacion. @

11



1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general

¢Cual es la dosis letal media del extracto etandlico de las Inflorescencias
de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) causante del efecto

toxico agudo en ratas de la espacie Rattus rattus?

1.2.2. Problemas especificos

¢ Qué metabolitos activos se encuentran presentes en el extracto etanolico

de las Inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra)?

¢ Cudl seré el porcentaje de mortalidad en ratas de la especie Rattus rattus
dosificados con 300mg/kg, 5000mg/kg y 15000mg/Kg de extracto
etandlico de las Inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich

(pacra-pacra), basada en la dosis letal media?

1.3. Objetivos
1.3.1 Objetivo Principal

e Determinar la dosis letal media del extracto etandlico de las
Inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra)
causante de efecto toxico agudo en ratas de la especie Rattus rattus.

1.3.2 Objetivo Especificos

e Identificar los metabolitos activos que se encuentran presentes en el
extracto etanodlico de las inflorescencias de laccopetalum giganteum
ulbrich (pacra_pacra)

e Determinar el porcentaje de mortalidad en ratas de la especie Rattus rattus.
dosificados con 300mg/kg, 5000mg/kg y 15000mg/Kg de extracto
etanolico de las Inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich

(pacra-pacra) basada en la dosis letal media.

12



1.4. Justificacion
En nuestro pais hay una biodiversidad de flora, surge la necesidad de enfocar
en nuestros recursos naturales, utilizando como agentes terapéuticos, no
descartando la posibilidad que pueden ser toxicas 0 presentar reacciones

adversas. ©

En la zona Altoandino (distrito de Conchucos, provincia de Pallasca,
departamento de Ancash), las flores de Laccopetalum giganteum Ulbrich
(pacra-pacra), son consumidas (te afrodisiaco) y usadas (emplastos para la
artritis) por los pobladores y falsos chamanes conllevando asi a un reporte de

toxicidad produciendo ampollas y quemaduras al tener contacto con la piel.

Al indagar las referencias bibliograficas, estas consideran el efecto de
fertilizacion para el ganado y toxicas para el ser humano. Por ello, se plantea
determinar la actividad toxica a diferentes dosis determinadas e identificar
metabolitos activos en animales de experimentacién. Debido a que no se ha
realizado ningun tipo de investigacion sobre su toxicidad, se justifica
plenamente la realizacién de esta investigacion para demostrar toxicidad en el
extracto etandlico de las inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich

(pacra-pacra). ©

El presente trabajo se justifica ademas porque los resultados obtenidos en esta
investigacién pueden ser usados como punto de partida para la implementacién
de diversas medidas de intervencion y estrategias promocionales preventivas
orientadas a promover la importancia de la medicina complementaria y

alternativa en el tratamiento preventivo y curativo de las enfermedades.
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2. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Bussmann 'y col, realizaron investigaciones 'y entrevistas
semiestructuradas de curanderos, colectores y vendedores de plantas
medicinales. Ejecutaron bioensayos para evaluar la eficaz y toxicidad de
las plantas encontradas. La mayoria (83%) de las 510 especies usadas
nativas del norte del Per( entre ellas Laccopetalum giganteum Ulbrich. El
24% de extracto acuoso y 76% de extracto etandlico mostraron toxicidad.
Los métodos usados tradicionales de preparacion toman en cuenta al elegir
el disolvente apropiado para la preparacion de un remedio. La mayoria
representa plantas recolectadas en la naturaleza, causando dudas sobre la
sostenibilidad del comercio. ©

Erst y col, describieron una nueva especie endémica de la
familia Ranunculaceae sp. nov., en la Republica de Buriatiay la provincia
de Irkutsk, Rusia. Perteneciente a la seccion Shibateranthis de Eranthisy
es morfolégicamente similar a E. sibirica y E. stellata .Delimitaron esta
nueva especie que utilizé un enfoque taxondémico integrador, basado en
analisis citogenéticos, moleculares y bioquimicos, junto con datos

morfoldgicos. ©

Paez y col, realizaron reencuentros cromosomicos de la familia
Ranunculaceae (Halerpestes) un género pequefio el cual contiene 13
especies. Tres de ellas son tipicas de la region del Noroeste Argentino: H.
cymbalaria, H. exilis y H. uniflora. Recientemente se separ6 a H. exilis
como una especie diferente de H. cymbalaria, ya que era considerada una
forma de esta Gltima.Los resultados fueron concluyentes en que ambos
taxones son diploides y presentan 2n = 16 cromosomas, cariotipos
asimétricos y unimodales; sin embargo, existen diferencias en el tamafio
cromosomico y la organizacion de la cromatina, teniendo H. exilis un par

cromosomico con satélite no observado en el otro taxén. 19
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Da-cheng y col, realizaron investigaciones de la familia Ranunculaceae,
que comprenden mas de 2.200 especies en al menos 62 géneros, en su
mayoria hierbas. Encontraron varios fitometabolitos medicinales en
plantas de Ranunculaceae, como alcaloides, terpenoides, saponinas y
polisacéridos, demostrando actividades anticancerigenas in vitro e in vivo.
Al menos 17 géneros se han enriquecido con fitometabolitos
anticancerigenos. Algunos fitometabolitos de Ranunculaceae inducen la
detencion del ciclo celular y la apoptosis de las células cancerosas o
mejoran las actividades inmunes, mientras que otros inhiben la
proliferacion, invasion, angiogénesis y metéstasis. Revelando las
propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion /
toxicidad y las relaciones estructura / actividad de algunos fitometabolitos

que ayudan en el descubrimiento y desarrollo de farmacos tempranos.

Almerekova y col, describieron a nivel mundial, el género Ranunculus
(Ranunculaceae) 600 especies. Informes taxono6micos recientes sugieren
que el género tiene un origen monofilético, se divide en dos subgéneros y
consta de 17 secciones. El pais de Asia central de Kazajstan tiene 62
especies del género Ranunculaceae. Evaluaron las posiciones taxonémicas
moleculares de R. talassicus y otras dos especies endémicas de la regién
de Asia Central R. karkaralensis Schegol. y R. pskemensis V.N. Pavlov en
relacion con otras especies del género, utilizando marcadores genéticos
moleculares del espaciador transcrito interno (ITS). Indicando que las
evaluaciones del arbol filogenético basado en ITS y la red Neighbour-Net
proporcionaron nuevos conocimientos sobre las posiciones taxonémicas

de tres especies endémicas de Asia Central. 2

Malik J y col., estudiaron un potencial antiinflamatorio y antioxidante in
vitro de extracto de raices de especies de Ranunculaceae, donde el extracto
de T.minus mostré  un  efecto  antioxidante  significativo
(DPPH = 0.074 g TE/gy ORAC = 0.518 g TE/Q), relativamente rico
en compuestos fenolicos (TPC = 0.352 g GAE / g).Dandose que los

15



2.1.2.

compuestos fendlicos podrian ser responsables del potencial antioxidante
por esta planta. 3

Antecedentes Nacionales

Arroyo y col, determinaron la administracion por via oral del extracto
etandlico de flores de Laccopetalum giganteum (Pacra-pacra) en ratas
normales aumenta la fertilidad. Los animales fueron divididos
aleatoriamente en 2 grandes grupos, de 24 cada uno. El primero fue
control, con solucion salina fisioldgica (SSF) 5mL/kg y el segundo con
extracto via oral, 300 mg/kg, durante 15 dias. Cada grupo consider6 6
hembras y 6 machos juntos, y 6 hembras y 6 machos separados. Los
flavonoides, compuestos fenolicos y taninos estuvieron en mayor cantidad
en el extracto etanolico. El 100% de ratas que recibi6 el extracto etandlico
de la planta y estuvo junto a los machos resultaron gravida; y, las separadas
que recibieron el mismo extracto presentaron incremento de FSH en las
hembras y testosterona en los machos, comparativamente a los controles
respectivos. Los niveles de GOT, GPT, urea y creatinina se encontraron
dentro de los limites aceptados. El extracto etandlico de las flores de
Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) incremento la fertilidad en

ratas normales.

Ruiz y col, realizaron una revision con resultados encontrados en literatura
especializada de plantas medicinales de uso terapéutico para la prevencion
y tratamiento de afecciones respiratorias virales como uno de ellos es
Laccopetalum giganteum Ulbrich (Ranunculaceae) .Obteniendo una lista
de 122 plantas medicinales con nombre cientifico, nombre comdn, hébito,
uso tradicional, parte de la planta utilizada; 96 de las cuales presentan
informacidn sobre metabolitos secundarios y 26 especies que se utilizan
sin verificacion de su contenido fitoquimico. En 59 especies encontraron
flavonoides, terpenos en 29, taninos en 30, fenoles en 32 y alcaloides en
26. 14
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Castilloy col, realizaron un estudio de conocimiento y el uso de las plantas
comercializadas en el mercado de Cajabamba, asi como el ambiente donde
se desarrollan y el estado de conservacion que presentan. Entrevistaron 60
herbolarios, registrando 123 especies que en su mayoria son extraidas de
su hébitat natural. Las familias méas representativas fueron Lamiaceae y
Asteraceae con 18 y 17 especies respectivamente. La mayoria de especies
fueron medicinales, indicadas principalmente contra afecciones digestivas.
Nueve especies como Laccopetalum giganteum Ulbr., Myrcianthes
discolor (Kunth) McVaugh estdn incluidas en alguna categoria de
conservacion de la legislacion peruana y ocho especies entre ellos Iresine
weberbaueri Suess, Clinopodium pulchellum (Kunth) Govaerts son
endémicas. Concluyendo que el conocimiento tradicional se conservay es

transmitido especialmente por la mujer. %

Huarcaya y col, determinaron las caracteristicas de comercializacion de
las principales plantas medicinales, los datos etnobotanicos fueron
recolectados por medio de entrevistas a comerciantes del mercado
mayorista “La Parada (Lima). Identificaron 53 especies utilizadas para
diversos fines medicinales. Las familias mejor representadas fueron
Asteraceae (18%), Geraniaceae (14%), seguida de Ranulaceae (6%),
Mirtaceae y Verbenaceae (4%), ranunculaceay urticaceae (1%), el uso
de las plantas medicinales sirven para aliviar, prevenir y curar mas 18
afecciones por tener la propiedad de ser; analgésicos, antialérgico,
adelgazante, anticancerigeno, antidiabético, antihelmético,
antihemorragico, antiinflamatorio, antirreumatico, cicatrizante, digestivo,
diurético, estimulante, malaria, nervios, regulador, respiratorio y

traumatismo.6)
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Rodriguez E, realizaron aportes cientificos al conocimiento de la flora de
la region La Libertad, presentando elevados niveles de diversidad
floristica, el 47% del total de registros de especies con flores para el pais
se encuentra en esta parte (Sagastegui et al., 1999), se debe a varios
factores, entre ellos, la multiple tipificacion de climas, corrientes marinas
y vientos alisios; constituyendo en un mosaico de micro- habitats, cuyo
resultado es una elevada riqueza endémica (Sagéastegui et al., 1994,1999).
Presentan alrededor de 3000 especies de flora, de ellas unas 600 son
endémicas. Se destaca el género Chucoa Cabrera (Asteraceae) como
endémico y monoespecifico para la region. lgualmente registra algunos
géneros endémicos compartidos con otras regiones peruanas tales como:
Ferreyrella S.F. Blake (Asteraceae), Laccopetalum Ulbr. (Ranunculaceae)
y Tetrasida Ulbr. (Malvaceae) ,durante los Gltimos 25 afios, especialmente
al norte del Per(, se han encontrado taxones nuevos para la ciencia, los
mismos que han sido descritos segun los codigos internacionales .Dandose
aconocer aportes cientificos a la Scientia Amabilis referido a diez especies
nuevas y cuatro subespecies nuevas, procedentes de la regién La
Libertad."

Rodriguez y col, realizaron un estudio en una de las especies mas vistosas,
raras y endémicas de la flora Altoandina del norte del Perd como lo es
Laccopetalum giganteum Ulbrich (Ranunculaceae). En el presente trabajo
se considera que la conservacion de Laccopetalum giganteum Ulbrich
debe ser integral e involucrar diferentes niveles de decision,
contribuyéndose aqui a difundir aspectos de su taxonomia, afinidades
sistematicas, al mismo tiempo informar de su toxicidad y el dafio que

ocasiona al usar y abusar en el ser humano. 8
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2.2. Base tedrica

2.2.1. Aspectos generales de la especie Laccopetalum giganteum Ulbrich

2.2.1.1. Descripcion Botanica

Hierba perenne, suculenta, hasta 0,80 m de altura, raices
multiples y largas, fasciculadas, 10-15 por planta.

Hojas: arrestadas, basales y sub-basales (caulinares),
suculentas (coriaceas en estado seco), angostamente ovado-
acuminadas, bordes dentado-mucronulados, las basales tan
largas como la planta, las sub-basales de tamafio variable,
ambas 1-3 ¢cm en su porcidn angosta y 6-8 en su porcion

ancha, verdeazuladas.

Flores: hemisféricas | (-2), 10-15 cm didmetro, verdosas,
sobre un escapo grueso, erguido, con pocas hojas caulinares
rodeando la flor, sesiles, sublineares, bordes ciliados, 12 x 2
cm, sépalos imbricados, usualmente 5, suborbiculares,
céncavos, bordes ciliados, 5(-6) 8-10 cm de largo, 6-8 de
ancho; pétalos 5 0 6, imbricado-fimbriados, suborbiculares,
clncavos, 7-8 cm de largo, 6-7 cm de ancho, carnosos, con
nectarios notorios a modo de grandes cavidades o poros
dispersos en la ldmina, 2-4 ancho; estambres y pistilos sobre
un eje floral carnoso, 3 cm de largo, 2 cm de ancho;
estambres numerosos, filamentos hasta 2 largo, anteras con
insercion basal, 0,5 cm largo, amarillos, carpelos glabros,
numerosos, uno de cada uno, capitados cuando reunidos en

el apice del eje floral, 2,5-3,5(-4) cm didmetro, verdosos.

Fruto: aquenio, sin venas ni caras, pericarpio con tejido

escleroso, apices definidos. 9

2.2.1.2 Clasificacién Taxondmica

La muestra vegetal (planta completa) fue estudiada y clasificada

como Laccopetalum giganteum Ulbrich y tiene la siguiente
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posicién taxondmica, segun el sistema de Clasificacién de

Cronquist @)

Division: magnoliophyta
Clase: magnoliopsida
Orden: ranunculales
Familia: ranunculacea
Género: laccopetalum

Especie: Laccopetalum giganteum

Nombre vulgar: Pacra-pacra

Laccopetalum Ulbrich  (Ranunculaceae), es un género
monoespecifico y endémico de la flora peruana. La Unica especie,
laccopetalum giganteum Ulbrich., se encuentra restringida a unas
pocas localidades en el norte andino del pais, por lo general arriba
de los 4.000 m de altitud. Presenta hojas espinosas, suculentas,
grandes, glaucas, ademéas tiene unas flores muy grandes y
verdosas. Por consiguiente, es una de las plantas mas
espectaculares de la flora Andina, mas aun en las alturas donde
crece comparada con la mayoria de las plantas que son pequefias
y poco vistosas. Ha sido conocida desde los antiguos peruanos y

empleada aun en la medicina folclérica humana y veterinaria.

e Nombres vulgares: pacra, pacra-pacra, huamanripa, rima-

rima, pagra

e Distribucion y ecologia: Es una planta endémica que crece en
las regiones ecologicas del paramo, de la puna himeda y seca
y de la Altoandina, entre los 3900 y 5300 m.
Hasta mediados del siglo XX la mayoria de los especimenes
conocidos provenian de localidades en el norte del Dpto.
Ancash, Prov. Pallasca y del Dpto. Cajamarca, Prov.
Hualgayoc. Sin embargo, excursiones botanicas modernas
demuestran que algunas de estas poblaciones persisten en

algunas de estas localidades, como Pelagatos y Conchucos en
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la zona de Pallasca, como también otras poblaciones estan
presentes en localidades nuevas en el Dpto. La Libertad (Prov.
Huamachuco y Bolivar) y una zona contigua en el Dpto. San
Martin con proteccion estatal. EI Laccopetalum giganteum
Ulbrich habita en zonas pedregosas y rocosas. Por su habitat
en alturas muy elevadas se supone un crecimiento y una
regeneracion muy lentos. Sin embargo, aun se desconoce el
tamafno de las poblaciones naturales a través de su rango,
informacion sobre su historia natural que incluya por ejemplo
desarrollo foliar, biologia floral y tasa de germinacion, asi
como su dindmica poblacional (establecimiento y crecimiento

de las plantas individuales en el tiempo). 8

Usos: Varias partes de la flor de Laccopetalum giganteum
Ulbrich son empleadas en medicina folclorica para usos tanto
en seres humanos como para empleo veterinario.

El uso de las flores en medicina folclérica humana tiene mucha
fama, especialmente como remedio contra la tos
(antitusigeno), para combatir afecciones de la garganta y
pulmones. Inclusive fue empleada de esta forma por los
antiguos peruanos del incanato. 8

Las flores mezcladas con sal se dan al ganado un remedio
eficaz para aumentar la fecundidad En la Jalca de
Cajamarquilla, Prov. Bolivar, Dpto. la Libertad, segun los
criadores de ganado.

También le dan uso como purgante (diarreico) en el ganado
ovino y caprino.

También es utilizada en el pueblo de Bambamarca (Prov.
Bolivar, Dpto. La Libertad) para dar bafios de florecimiento,

mezclandola con Alchonilla nivalis Kunth. (8)

Abusos: Reportaron toxicidad por uso de las flores entre
usuarios en la zona de Conchucos, al probar el néctar con el

cual presentan fuertes dolores de cabeza y alucinaciones.
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Tiene wuna accién vesicante, produciendo ampollas y
gquemaduras al poner en contacto con la piel humana.

Asi mismo los «chamanes» o «falsos curanderos» o
«charlatanes» maceran la flor en depdsitos mezclandola con
cafiazo «algarrobina», «chuchuhuasi» como una bebida

afrodisiaca. 18

* P.A.y AF.: Saponinas, etc. Al exterior, vesicante y revulsivo.
Ingeridos, provocan alteraciones renales, digestivas, cardiacas
y convulsiones, En resumen, son plantas peligrosas que

pueden llegar a matar. Y

2.2.2. Principios Generales de la Toxicidad

La toxicologia es el estudio de los venenos o, en una definicion mas
precisa, la identificacion y cuantificacion de los efectos adversos
asociados a la exposicién a agentes fisicos, sustancias quimicas y otras
situaciones. En ese sentido, la toxicologia es tributaria, en materia de
informacion, disefios de la investigacion y métodos, de la mayoria de las
ciencias biologicas bésicas y disciplinas medicas, de la epidemiologia y
de determinadas esferas de la quimica y la fisica. La toxicologia abarca
desde estudios de investigacion basica sobre el mecanismo de accion de
los agentes toxicos hasta la elaboracion e interpretacion de pruebas
normalizadas para determinar las propiedades toxicas de los agentes.
Aporta una importante informacion tanto a la medicina como a la
epidemiologia de cara a comprender la etiologia de las enfermedades, asi
como sobre la plausibilidad de las asociaciones que se observan entre
éstas y las exposiciones, incluidas las exposiciones profesionales. ¢?

La toxicologia estudia las relaciones entre la cantidad de sustancia
introducida en el organismo y el efecto bioldgico obtenido, tanto a nivel
cualitativo como cuantitativo. Esta ocurre toda vez que una sustancia
entra en contacto con una superficie corporal como la piel, los ojos o la
mucosa del sistema digestivo o respiratorio. En la sociedad moderna, la
toxicologia es ya un elemento importante de la salud ambiental y de la

salud en el trabajo. Ello es asi porque muchas organizaciones, tanto
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gubernamentales como no gubernamentales, utilizan la informacion
toxicoldgica para evaluar y regular los peligros -presentes tanto en el

lugar de trabajo como en el medio ambiente general. %)
2.2.2.1 Toxicidad

La toxicidad es la capacidad de una sustancia de causar algun
efecto nocivo sobre organismos vivos. Depende de la cantidad
administrada o absorbida, Via de ingreso al organismo,
Distribucion a lo largo del tiempo después de su administracion.
Naturaleza y severidad del dafio producido. Tiempo necesario

para producir el efecto. 3
2.2.2.2. Categorias y Clasificacion de la toxicidad

Las categorias de toxicidad se refieren a una calificacion
arbitraria de las dosis 0 niveles de exposicion que causan efectos
toxicos. Se habla asi de “sumamente toxico”, “muy toxico” y
“moderadamente toxico”. Lo mas frecuente es que estas
expresiones se apliquen a la toxicidad aguda. La clasificacion
de la toxicidad se refiere a la agrupacion de las sustancias
quimicas en categorias generales conforme a su efecto toxico
principal. Se habla asi de sustancias alergénicas, neurotoxicas y

carcindgenas. %2

2.2.2.3. Toxicidad aguda

Consiste en administrar una sola dosis o varias dosis en un solo
dia. Actualmente, para evitar el sufrimiento innecesario de los
animales, la determinacion exacta de la dosis mediana letal
(DL50) con su intervalo de confianza no se considera precisa.
No obstante, los experimentos de toxicidad aguda junto con los
de farmacologia de seguridad deben permitir la extrapolacién
aproximada de la dosis letal en las especies estudiadas. Los

animales deben ser observados durante dos semanas y los
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drganos se someten a examenes histopatologicos exhaustivos.
(9 |_a toxicidad aguda tiene por objeto determinar los efectos de
una dosis Unica y muy elevada de una sustancia. Usualmente, el
punto final del estudio es la muerte del animal y la toxicidad
aguda se expresa por la dosis letal 50, que viene a representar
mas 0 menos la dosis de la sustancia que produce la muerte en
el 50% de los animales. La observacion de los animales se lleva
a cabo después de la administracion de la sustancia y dura hasta
14 dias, después de los cuales los animales son sacrificados y
autopsiados. @

2.2.2.4. Toxicidad subaguda

Significa un menor grado de aparatosidad de la intoxicacion,
produciendo algunos trastornos a nivel biologico, pero sin
manifestarse de forma aparente y clara. Generalmente como
consecuencia de un tiempo de exposicion no demasiado grande

al agente. ®?
2.2.2.5. Toxicidad cronica

Se produce como consecuencia de la repetida absorciéon de un
toxico, siendo el tiempo de exposicion especialmente alto (>90
dias). A veces esta intoxicacién se produce por la absorcién de
cantidades pequefias de agente téxico, pero, ante las sucesivas
exposiciones, se produce acumulacién en algun érgano o tejido.
No suele manifestarse (estado subclinico) hasta que llega el
momento en que, por un estado fisiol6gico méas bajo o un posible
movimiento del agente tdxico, se manifiesta a largo plazo.
Generalmente, esto suele ocurrir en nuestros dias con el uso de
plaguicidas, ciertos compuestos quimicos y por efecto de la

Contaminacién Ambiental. 2
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2.2.2.6. Toxicidad recidivante

Conducen al individuo a un estado de carencia bioldgica cada
vez mayor que va mermando su capacidad de recuperacion de

manera que su restitucion es cada vez mas deficiente. ?®

2.2.2.7. Bases para la determinacion de la toxicidad

2.2.2.8.

El objetivo de los estudios de toxicidad es evaluar el riesgo o
peligro potencial que un agente quimico o fisico puede ocasionar
sobre la salud humana cuando es objeto de exposiciones agudas
o cronicas. Podria definirse la evaluacion de la toxicidad como el
estudio cualitativo y cuantitativo de los efectos deletéreos
ocasionados por agentes quimicos o fisicos sobre la estructura y
funcién de los sistemas vivos y la aplicacion de estos estudios
para la evaluacion de la seguridad y la prevencién de dafios al
hombre. Uno de los requisitos que se exige en la investigacion de
productos naturales, es comprobar el grado de toxicidad que el

producto pudiera producir. ?®
Pruebas toxicoldgicas via de administracion

Las sustancias quimicas pueden ser introducidas en el complejo
organismo bioldgico por varias vias, las propiedades quimicas y
fisicas de cada compuesto determinan sustancialmente la via por
la que tiene lugar la exposicion intencional o accidental, un agente
solido, en contraste con un agente muy volatil, requerira
especiales procedimientos para ser administrado a un animal por
via distinta a la oral. Particularmente las vias orales y/o
respiratorias, son las vias mas adecuadas y comunes para la
exposicion no intencional a sustancias quimicas, mientras que el
uso de técnicas de inyeccion puede ser la via mas conveniente
para la administracion intencional de compuestos a animales “que

no cooperan”. 3

La via oral es una de las vias mas importantes por las que ingresan

las sustancias quimicas en el organismo. En el tracto
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gastrointestinal de los animales las sustancias quimicas solo
pueden producir un efecto en la superficie de las células mucosas
que revisten dicho tracto a menos que tenga lugar la absorcion

desde el mismo. @

La toxicidad de las sustancias quimicas administradas por via oral
puede variar segun la frecuencia con que lo son y segun en qué
condiciones se hace, es decir, si son mezclas con alimentos a
administradas a un estdbmago vacio. Existen experimentos los
cuales reportan que la toxicidad de un medicamento administrado
por sonda oral puede ser considerablemente diferente del mismo
medicamento administrado mezclado con la racién, asi como que
la toxicidad aguda es mayor en las ratas en ayunas que en las que
no la estaban. La administracion oral de sustancias quimicas que
son rapidamente adsorbidas en el tracto gastrointestinal debera
teGricamente exponer el higado a concentraciones del agente que
no puedan obtenerse por otras vias de administracion. Ademas, si
un compuesto entra en el ciclo entero hepatico, por lo menos una
parte de este debera localizarse en los 6rganos implicados en este

ciclo. @
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2.3. Definicion de términos béasicos

Fitofarmaco: Productos obtenidos por procesos tecnolégicamente,
empleando exclusivamente materias primas vegetales, para fines curativas,
paliativa o para fines de diagnostico.®

Maceracion: es un método de extraccion de los principios activos de una
planta en un liquido consiste en dejar reposar en alcohol, agua fria u otro
solvente, Se deja reposar en un lugar fresco y oscuro, el tiempo requerido.™®
Planta medicinal: Es cualquier planta que en una o mas de sus partes (hojas,
flores, corteza, raiz, etc.) contiene sustancias que la hacen util para mejorar la
salud de las personas o los animales. ?%

Toxicidad: actividad de evaluar los riesgos o el peligro potencial que un
agente quimico o fisico puede causar sobre la salud humana, el evento
empieza con la exposicion, procesos de distribucion y metabolismo y termina
con las interacciones con macromoléculas celulares y con la expresion de un

punto final toxico.®
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2.4. Hipotesis

2.4.1. Hipdtesis Principal
e El extracto etandlico de las Inflorescencias de Laccopetalum giganteum
Ulbrich (pacra-pacra) causa toxicidad aguda en ratas de la especie Rattus

rattus.

2.4.2 Hipotesis Especificos

e Los metabolitos activos se encuentran presentes en el extracto etandlico de
las Inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra).

e EIl porcentaje de mortalidad en ratas de la especie Rattus rattus.
dosificados con 300mg/kg, 5000mg/kg y 15000mg/Kg de extracto
etanolico de las Inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich

(pacra-pacra) tienen toxicidad basada en la dosis letal media.
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3. METODOLOGIA

3.1. Tipo de investigacién

Es una investigacion experimental, ya que se va manipular una de las variables

para observar y evaluar el efecto sobre la otra. ?°

3.2. Nivel de investigacion

Explicativo, debido a que se evaluara la influencia de la variable independiente

sobre la variable dependiente.

3.3. Disefio de investigacion

La investigacion es de disefio experimental, por la manipulacion de las variables

para obtener resultados especificos. ¢®

3.4. Area de estudio

3.5.

El estudio se realizara en ambiente controlado, es decir en el laboratorio de la
Universidad Maria Auxiliadora en condiciones 6ptimas para su desarrollo.

Poblacion y muestra

Poblacion

Vegetal: conformada por la especie vegetal de familia Ranunculaceae, especie
Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra).

Animal: Rattus rattus.

Muestra
Vegetal: se utilizara inflorescencia de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-
pacra), en la zona Altoandino (distrito de Conchucos, provincia de Pallasca,

departamento de Ancash).
Animal: 20 ratas Rattus rattus, variedad Albina de 2 meses de edad, de peso

entre 200gr.

29



3.6. Variables y operacionalizacion de variable

Variables Definicion Definicion Dimensiones Indicadores Escala de
Conceptual operacional medicién
Extracto Es la cantidad de extracto | La dosis del extracto
en mg/kg de peso | etandlico. Concentracion 300 mg/kg,
etandlico del | obtenido que posee una del extracto 5000 mg/kg y Numérica
L al composicion  quimica 15000 mg/kg.
accopetafum que le proporciona una
giganteum | accion farmacologica.
Ulbrich
(pacra-pacra)
Es la capacidad de una | La toxicidad se midio,
sustancia de ser | mediante la| Dosis Letal
directamente mortal | observacion y conteo | Media
cuando se administra una | de animales vivos y El 50% de Rattus | Numérica

Toxicidad

sola vez en 24 horas a

seres Vivos
produciéndoles la
muerte.

La toxicidad aguda se
manifiesta con la
concentracion letal
media (DL50).

muertos luego de la
administracion del
extracto etandlico del
Laccopetalum

giganteum (pacra-
pacra) en dosis de 300
mg/kg, 5000 mg/kg y
15000 mg/kg.

rattus

probabilidad.

muertos
segun estudios de
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3.7. Instrumentos de recoleccién de datos Encuesta

Se elabor6 una ficha de registro de datos donde se anotara la reaccion por tiempo

y las observaciones que se registre en la muestra en estudio, estas fueron

elaboradas de acuerdo con los ensayos y los datos que se requiere para los

objetivos de las investigaciones, el instrumento es viable porque es sencillo,

econémico y simple.

3.8. Validacién de los instrumentos de recoleccion de datos

Los instrumentos han sido evaluados por docentes especializados en el area

respectiva quienes bajo su criterio han evaluado la idoneidad de los mismos.

3.9. Procedimientos de recoleccion de datos

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

Identificacion de la zona

Para identificar el lugar en el cual se encuentra la planta a experimentar, se
tuvo que viajar al distrito de Conchucos, provincia de Pallasca,
departamento de Ancash a fin de recabar informacion; todo ello con el fin

de establecer mejores datos.

Seleccidon de la muestra

Se procedera a seleccionar las inflorescencias de Laccopetalum giganteum
Ulbrich (pacra-pacra), separandolas cuidadosamente de raices, tallos y
hojas; las flores deben estar en buen estado, intactas y sin hongos, se limpié
utilizando un pincel para eliminar los residuos de tierra, insectos u otras
particulas que puedan contaminar la muestra, se obtuvo 2 kilogramos de

muestra.

Secado de la muestra

A temperatura ambiente, por un periodo de 5 dias y bajo sombra en un lugar
limpio y ventilado se procedio a secar las flores seleccionadas, utilizando
como base papel kraft, cambiando a diario para evitar que la humedad

afecte a la muestra vegetal.
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3.9.4. Molienda de la muestra

Utilizando un mortero se procedio a moler las inflorescencias secas hasta
su pulverizacion moderada y uniforme, con la finalidad de incrementar la

extraccion de los metabolitos durante su contacto con los solventes.

3.9.5. Maceracion de la muestra
Para el proceso de maceracion de las inflorescencias secas molidas, se

obtuvo 250 g de peso de la muestra seca, luego se introdujo en una botella
color ambar de boca ancha de capacidad para 4 litros, seguidamente se le
agreg0 2 litros de alcohol etilico de 96° hasta que quedo por encima 5 cm
de la muestra, se macero6 durante 15 dias a permanente agitacion y se aislo

de la luz diaria para una mejor extraccion de los principios activos.

3.9.6. Filtracion del extracto
Luego de cumplir el tiempo de maceracion, utilizando un embudo de vidrio
y papel filtro se procedié a filtrar la muestra, obteniendo el extracto

etanolico, el volumen obtenido de la filtracion se depositd en un envase

color &mbar.
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Flujograma del estudio de la obtencidon del extracto etanolico de las inflorescias del
laccopentalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra).

[ Recoleccidn y desinfeccion de la planta ]

[ Seleccién y secado ]—>
[ Molienda y Tamizaje ]

e ) D

l

[ Evaporizacion del extracto (rota vapor) ]

i

[ Obtencidn del extracto etandlico J—» Estudio fitoquimico

Prueba de
solubilidad

cualitativo
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3.9.7. Prueba de solubilidad
La prueba de solubilidad del extracto seco de la muestra se hizo con la
finalidad de determinar la polaridad, para lo cual en un tubo de ensayo se
colocd una pequefia porcion del extracto seco y se le adiciond la cantidad

suficiente de los siguientes solventes y se observo los resultados. ¢®

Tabla 1. Solventes utilizados para la solubilidad

SOLVENTES
Agua destilada
Metanol
Etanol 70 %
Etanol 96 %
Acetona
Cloroformo
Hexano
Eter etilico
Fuente: Bruneton 9

3.9.8. Marcha fitoquimica
El extracto obtenido se sometid a pruebas fitoquimicas cualitativas para la
identificacion de los grupos de metabolitos secundarios. Para ello se
utilizaron pruebas de coloracién y precipitacion, para la identificacion de
dichos metabolitos en el extracto etandlico de las inflorescencias de
Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) como se muestra a

continuacién @7
Flavonoides

Reaccion de Shinoda: En tubo de ensayo se agrega 3 gotas del extracto,
luego se adiciona 2 granallas de magnesio, se afiade 3 gotas de &cido
clorhidrico concentrado. La coloracion rojo ladrillo, nos indica la presencia
de flavonoides. Reaccion de Rosenheim: En tubo de ensayo se agrega 3
gotas del extracto, luego se adiciona 3 gotas del reactivo de Rosenheim y
se agita. Precipitado rojo parduzco nos indica presencia de antocianinas y

flavonoides catéquicos @7,
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Carbohidratos

Reaccion de Molisch: En un tubo de ensayo se agrega 1ml del extracto,
luego 4 gotas del reactivo de Molisch, agitar y agregar por la pared del tubo
10 gotas de acido sulfurico concentrado. La formacion de un anillo color

violeta y coloracion rojo nos indica presencia de carbohidratos (azucares).
@

Glicosidos

Reaccion de Benedict: En un tubo de ensayo se agrega 200mg de extracto
agregar 2ml de &cido clorhidrico 1%, luego tratar con carbén activado si es
necesario y filtrar, agregar 0.2 ml del reactivo Benedict, someter a
ebullicion por 5 minutos y dejar enfriar. Es positiva la formacion de un

precipitado rojo ladrillo.

Saponina
Prueba de Espuma: En tubo de ensayo se agrega 3 gotas del extracto, luego

se agrega 2 ml. de agua destilada y se agita por mas de 1 minuto. Aparicion
de espuma de 1 cmy por mas de 15 minutos indica presencia de saponinas.
Reaccion Lieberman — Burchard: En tubo de ensayo se agrega 3 gotas del
extracto, luego se adiciona 5 gotas de cloroformo y 5 gotas del reactivo de
Lieberman burchard, por las paredes del tubo de ensayo se agrega 10 gotas
de &cido y se agita. La aparicion de una fase color azul verdoso, indica

presencia de esteroides ?7),

Alcaloides

Reaccion de Mayer: En un tubo de ensayo se agrega 3 gotas del extracto,
luego se adiciona 2 gotas de acido sulfarico concentrado y 3 gotas del
reactivo de Mayer y se agita. Precipitado blanco lechoso revela presencia
de alcaloides. Reaccidn de Dragendorff: En un tubo de ensayo se agrega 3
gotas del extracto, luego se adiciona 2 gotas de acido sulfarico concentrado
y 3 gotas del reactivo de dragendorff y se agita. Precipitado anaranjado
revela la presencia de alcaloides. Reaccion de Bertrand: En un tubo de

ensayo se agrega 3 gotas del extracto, luego se adiciona 2 gotas de acido
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sulfarico concentrado y 3 gotas del reactivo de Bertrand y se agita.
Precipitado blanco revela presencia de alcaloides. Reaccion de
Sonnenschein: En un tubo de ensayo se agrega 3 gotas del extracto, luego
se adiciona 2 gotas de acido sulfurico concentrado y 3 gotas del reactivo de
Sonnenschein y se agita. Precipitado azul verdoso revela presencia de
alcaloides @"

Taninos
Reaccion de gelatina: En un tubo de ensayo se agrega 3 gotas del extracto,
luego se afiade 3 gotas del reactivo de gelatina y se agito. Precipitado

blanco lechoso revela presencia de taninos ®

Compuestos fenélicos

Reaccion de tricloruro férrico: En un tubo de ensayo se agrega 3 gotas del
extracto, luego se afiade 1 gota del reactivo de tricloruro férrico, se agita.

La coloracion verde azulado revela presencia de compuestos fendlicos @7,

Quinonas

Reaccion de Bortranger: En un tubo de ensayo se agrega 3 gotas del
extracto, luego se afiade 3 gotas del reactivo de Bortranger, se agita.

Presencia de una fase rojo cereza revela presencia de quinonas ¢7.
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3.9.10. Estudio de toxicidad
Para el ensayo preclinico de toxicidad se empled el modelo descrito en la
OECD Guideline for the Testing of Chimicals, Acute Oral Toxicity —
Acute Toxic Class Method @3 @9),

Tabla 2: Clasificacion del grado de toxicidad

Clasificacion de la sustancia DL 50 (en ratones via oral) mg/kg
Extremadamente toxico <1

Altamente toxico <50
Moderadamente toxico <500
Ligeramente toxico <5000
Practicamente no toxico < 15000
Relativamente inocuo > 15000

Fuente: criterio de Williams (29)

Preparacion de los animales

Se prepard6 los animales para realizar el ensayo preclinico de toxicidad, para
administrar por via oral diferentes dosis de extracto etanélico, disponiendo
de 20 ratas macho Holtzman, especie Rattus rattus, variedad Albina de 2
meses de edad, de peso entre 200 g.

Las ratas se separaran en 5 grupos acuerdo a la dosis a administrar, para su
identificacion se procedié a pintar en la cola de diferentes colores para
diferenciarlos y observar sus reacciones, previo al ensayo 24 horas antes

fueron sometidos en ayuno.

Preparacion de VVolumen para administrar

Se preparo la concentracion del extracto seco etandlico de 150 mg/kg, las
dosis que se emplearon para el presente ensayo preclinico fueron de 300
mg/kg, 5000 mg/kg y 15000 mg/kg de peso corporal, para calcular el

volumen a administrar a los animales se procedié a pesar, obteniendo un
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promedio de peso de 200 g; de acuerdo con el peso de cada rata se calculd

el volumen que se le va a administrar por vial oral. ¢

Disefio experimental

Para determinar la toxicidad y Dosis Letal Media (DL50) en ratas machos
Holtzman, especie Rattus rattus, variedad Albina del extracto etandlico de
las inflorescencias de Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) para
cual se utilizaron 20 ratas, los cuales fueron distribuidos en 4 grupos, cada
grupo estd conformado por 5 ratas, 1 grupo de control y 3 grupos de
experimentacion, a los cuales se les administro dosis de 300mg/kg,
5000mg/kg y 15000mg/kg administrandoles el volumen calculado de
acuerdo con el modelo experimental disefiado, fue administrado con un
ayuno previo de 24 horas, por via oral, a dosis de 300mg/kg, 5000mg/kg y
15000mg/kg de peso corporal, se dosificaron de acuerdo al peso de cada
rata.

Los animales de experimentacion fueron observados individualmente
durante los primeros 30 minutos con especial atencion durante las primeras
4 horas, teniendo en cuenta la presencia de signos o sintomas de toxicidad
que se presente e incluye cambios en la piel y pelaje, ojos y membrana
mucosa, sistema respiratorio, sistema nervioso autdnomo y sistema
nervioso central. Se tuvo mayor atencion si presenta temblores,

convulsiones, salivaciones, diarrea, suefio, coma, muerte ©9,

Tabla 3: Disefio experimental de toxicidad Rattus rattus

Grupo Sustancia Dosis N° de animales
Blanco S.F. 0.9% - 5
Control 1 Extracto 300 mg/kg 5
Control 2 Extracto 5000 mg/kg 5
Control 3 Extracto 15000 mg/kg 5

Fuente: Elaboracion propia
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3.10. Componente ético de la investigacion

3.11.

No hay conflicto de intereses por parte de las autoras y en todo momento se
han considerado aspectos de autenticidad y respeto hacia la autoria de las

fuentes de informacion.

Procesamiento y analisis de datos

Los datos recolectados posibilitaran la elaboracién de una matriz a partir de la
cual se analizara la informacién por medio del programa de software
estadistico SPSS version 21 de la compafiia IBM con el cual se determinara la
concentracion letal en el 50% de la muestra de estudio (DL50) con los

respectivos intervalos de confianza al 95%.
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4. RESULTADOS
4.1. Del extracto etandlico del Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra)

4.1.1. Obtencidn de la humedad del extracto etandlico del Laccopetalum
giganteum Ulbrich (pacra-pacra).

Se observa un 90% a un 95% de humedad de las inflorescencias del
extracto etandlico del Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra).

Tabla 4. Rango del porcentaje de humedad

PFSIN

PT PF P FINAL TARA %H
1 32,7592 5,0000 33,2437 0,4845 90,31
2 44,9995 5,0000 45,4799 0,4804 90,39
3 34,8992 5,0000 35,3992 0,5000 90,00

Fuente: Elaboracion propia

4.1.2. Prueba de solubilidad
Se muestra en el rango de solubilidad del extracto etanélico, observandose
muy soluble en etanol 96%; soluble etanol 70%; poco soluble en metanol,

hexano y son insolubles en agua destilada, acetona, cloroformo y benceno.

Tabla 5. Rango de la solubilidad

SOLVENTES RESULTADOS
Agua destilada -
Metanol +
Etanol 70 % ++
Etanol 96 % +++
Acetona -
Benceno -
Cloroformo
Hexano +

Fuente: Elaboracion propia

( +++)Muy soluble ; ( ++) soluble; ( +)poco soluble; (-)insoluble
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4.1.2. Marcha fitoquimico

Se observa en el analisis fitoquimica cualitativa

metabolitos siendo en

carbohidratos, Regular

la identificacién de

Abundante cantidad: alcaloides, glicosidos y

compuestos fenodlicos, taninos 'y

flavonoides; Poca cantidad: quinonas y saponinas.

Tabla 6. Rango de la marcha fitoquimica

METABOLITOS

SECUNDARIOS REACTIVO RESULTADO
Shinoda ++
Flavonoides
Rosenheim +
Carbohidratos Molisch 4+
Glicosidos Benedict +++
Espuma +
Saponina
Lieberman -
Mayer -
Alcaloides Dragendorff +++
Sonnenschein +++
Taninos gelatina +
Compuestos fenélicos tricloruro férrico ++
Quinonas Bortranger +

Fuente: Elaboracion propia

( +++)Abundante calidad; ( ++) regular cantidad; ( +)poca cantidad; (-)escaso




4.2. Toxicidad del extracto etandlico del Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-
pacra)

4.2.1. Dosificacion por grupo

Se dosificd por grupo de control de acuerdo al mg/kg y se registré para

grupol (0.4ml), grupo 2 (7ml) y grupo3 (20ml).

Tabla 7. Rango de dosificacion

N°de  Concentracion

Grupo Sustancia Dosis animales de dosis
Blanco S.F.0.9% - 5
Grupol  Extracto 300 mg/kg 5 0.4 mi
Grupo 2 Extracto 5000 mg/kg 5 7ml
Grupo3  Extracto 15000 mg/kg 5 20 ml

Fuente: Elaboracion propia

Se muestra en la prevalencia por grupo de concentracion del extracto,

observandose que un 90% son vivos y el 10% son muertos.

Tabla 8. Rango de prevalencia

Prevalencia Frecuencia Porcentaje
Vivos 18 90%
muertos 2 10%

Fuente: Elaboracion propia
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4.2.2. Prevalencia por grupo
En este grafico se observa la prevalencia por grupo de concentracion de dosis
para determinar la toxicidad aguda del extracto etandlico de las
inflorescencias del Laccopetalum giganteum Ulbrich donde se registré un
100% en grupo de control, 100% en grupo2, 100% en grupo3 y 60% en el
grupo 2 estan vivos y en menor porcentaje un 40% en grupo 3.

S.F (BLANCO) 300MG/KG 500MG/KG 15000MG/KG

100%
100%
100%

60%

RANGO EN PORCENTAIJE
40%

PREVALENCIA POR GRUPO
M vivos M muertos

Fuente: Elaboracion propia
Fig.1. Rango de prevalencia por grupo
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4.2.3. Reacciones por dosis en tiempo

Se muestra las formas de reacciones determinadas dentro de los parametros
de toxicidad del extracto etanolico de las inflorescencias del Laccopetalum
giganteum Ulbrich en el grupol (300 mg/kg), siendo taquicardia en un
100%, siguiendo con midriasis 100%, en un 80% diarrea, con un 60% en
cola Straub, desequilibrio, miccion y poca movilizacion; en un menor
porcentaje es para salivacion con 40% cada. Se registro con un 40% en

muerte. Ver en la figura 2.
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REACCIONES DEL EXTRACTO ETANOLICO EN DOSIS 300MG/KG

Fuente:
Elaboracion propia
Fig.2. Rango de reacciones en dosis 300 mg/kg del extracto etanolico de
laccopetalum giganteum Ulbrich.

44



Se muestra las formas de reacciones determinadas dentro de los pardmetros
para la toxicidad aguda del extracto etandlico de las inflorescencias del
Laccopetalum giganteum Ulbrich en el grupo2 (5000 mg/kg), siendo
taquicardia en un 100%, siguiendo con miccion 100%, con un 80% poca
movilizacion, con un 60% en desequilibrio y el menor porcentaje es para

cola Straub, diarrea, midriasis y salivacion con 40% cada una.
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REACCIONES DEL EXTRACTO ETANOLICO EN DOSIS 5000MG/KG

Fuente: Elaboracidn propia.

Fig.3. Rango de reacciones en dosis 5000 mg/kg del extracto etandlico de
laccopetalum giganteum Ulbrich
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Se muestra las reacciones determinadas de parametros para la toxicidad
aguda del extracto etandlico de las inflorescencias del laccopetalum
giganteum Ulbrich en el grupo3 (15000 mg/kg), observandose miccion en
un 100%, un 60% en desequilibrio y taquicardia, siguiendo con cola Straub
y salivacion en un 40% y en menor porcentaje es para diarrea y midriasis

con 20% cada una.
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REACCION DEL EXTRACTO ETANOLICO EN DOSIS 1500MG/KG

Fuente: Elaboracion propia

Fig.4. Rango de reacciones en dosis 15000 mg/kg del extracto etandlico de
laccopetalum giganteum Ulbrich.
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5. DISCUSION

Las inflorescencias del Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) de la regién
de Ancash su uso en la medicina tradicional es a traves de las infusiones de las flores
contribuyendo a las inflamaciones de garganta, emplastos para artrosis aunque esta
propiedad a un no esta reportada en las fuentes bibliograficas, razones para seguir
complementando este estudio ),

Las reacciones de la marcha fitoquimica realizadas en el extracto etanolico del
Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) fueron de precipitacion y coloracién
posibles indicadores para poder elegir una actividad atribuyente para un efecto
deseado.

Los resultados de la toxicidad aguda letal media de del extracto etandlico de las
inflorescencias del Laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra) donde de acuerdo
a los datos obtenidos en las figuras 2, 3 y 4, nos indica el rango de reaccion en el
extracto natural de la dosis de 300 mg/kg de pacra-pacra, en la que se observo
taquicardia en un 100%, siguiendo con midriasis 100%, en un 80% diarrea, con un
60% en cola Straub, desequilibrio, miccion y poca movilizaciéon; en un menor
porcentaje es para salivacion con 40% cada. Se registrd con un 40% en muerte. Con
5000 mg/kg siendo taquicardia en un 100%, siguiendo con miccion 100%, con un
80% poca movilizacion, con un 60% en desequilibrio y el menor porcentaje es para
cola Straub, diarrea, midriasis y salivacién con 40% cada una. Y en dosis de 15000
mg/kg observamos miccion en un 100%, un 60% en desequilibrio y taquicardia,
siguiendo con cola Straub y salivacion en un 40% y en menor porcentaje es para

diarrea y midriasis con 20% cada una.

El presente estudio se realiza mediante el método CTA de la OECD ?®y se comprob6

bajo las condiciones experimentales es moderadamente toxico en dosis 300mg/kg.
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6. CONCLUSIONES

e En el andlisis fitoquimica del extracto etanolico del laccopetalum giganteum
Ulbrich., se obtuvo la presencia en abundante cantidad de alcaloides, glicésidos y
carbohidratos; Regular cantidad: compuestos fenodlicos, taninos y flavonoides;
Poca cantidad: saponinas y quinonas.

e Se determind el porcentaje de humedad del extracto etanolico del laccopetalum
giganteum Ulbrich (pacra-pacra) en un 90% respectivamente.

e Se determind el grado de toxicidad aguda por administracion via oral del extracto
etanolico del laccopetalum giganteum Ulbrich (pacra-pacra), en dosis de 300
mg/kg en Rattus rattus es moderadamente toxico.

e En dosis de 5000mg/kg y 15000mg/kg es inocuo de toxicidad aguda en Rattus

rattus.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar pruebas corroborativas de los analisis histopatoldgicos de los tejidos en
afeccion.

Realizar concentraciones de ungientos o cremas para determinar una mejor
toxicidad del extracto etandlico de las inflorescencias del laccopetalum giganteum
Ulbrich (pacra-pacra).

Realizar estudios mas profundos sobre el del laccopetalum giganteum Ulbrich
(pacra-pacra) con el fin de obtener datos novedosos los cuales nos permitird nuevas
y profundas investigaciones que contribuyan con el conocimiento cientifico en

favor de la salud y la poblacion.
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9. ANEXOS

9.1. Matriz de consistencia

Definicion del problema Objetivo Hipdtesis Indicadores Metodologia
e Objetivo General e Hipotesis Principal
e Problema General Determinar la dosis letal media| E| extracto etanélico de las
¢Cual es la dosis letal media del del extracto etanolico de las| |nflorescencias de
extracto  etandlico de las [Inflorescencias de| Laccopetalum  giganteum
Inflorescencias de Laccopetalum ||_accopetalum giganteum | Ulbrich (pacra-pacra) causa e Tipode 3
giganteum Ulbrich (pacra-pacra) Ulbrich (pacra-pacra) causante| toxicidad aguda en ratas de Investigacion
causante del efecto toxico agudo de efecto toxico agudo en ratas| |a especie Rattus rattus. Experimental
en ratas de la espacie Rattus de la especie Rattus rattus. « Disefio de
) . e
raftus: o Objetivo Especificos * Hipotesis Especificos * 300mg/kg, investigacion
« Problemas Especificos Identificar algunos metabolitos || igggg\g/k?l(y Experimental
/Qué metabolitos en el extracto [aCUIVOS (QUE Se ENCUENLrEN | oo ionian  presentes en el Mgy :
etandlico de las Inflorescencias de | Presentes en el extracto Seco |eyiracto  etandlico de  las ® Laboratorio d¢ la
T : universidad Maria
Laccopetalum giganteum Ulbrich etanolico de las Inflor(_ascenmas Inflorescencias de , Auxiliadora
(pacra-pacra)? de Laccopetalum giganteum || accopetalum giganteum | *El' 50% de
Ulbrich (pacra-pacra). Ulbrich (pacra-pacra). Rattus  rattus .
- |e Poblaciony
¢Cual sera el porcentaje de|peterminar el i i - muertos - segun t
_ . porcentaje de |EI porcentaje de mortalidad en | oot dios de| Muesta
mortalidad en ratas de la especie | mortalidad en ratas de la|ratas de la especie Rattus rattus probabilidad Rattus rattus
Rattus  rattus dosificados COn|especie  Rattus  rattus |dosificados con  300mglkg, '
300mg/kg, 5000mg/kg y 15000 dosificados con  300mg/kg, |5000mg/kg y 15000mg/Kg de especie
mg/Kg de extracto etanolico de|5000mg/kg y 15000 mg/Kg de |extracto  etandlico  de  las Laccopetalum
las Inflorescencias de|extracto  etandlico de las ! Inflorescencias de giganteum Ulbri
Laccopetalum giganteum Ulbrich | |nflorescencias de | Laccopetalum giganteum ch (pacra-pacra).
(pacra-pacra), basada en la dosis Laccopetalum giganteum | Ulbrich  (pacra-pacra) tienen

letal media?

Ulbrich (pacra-pacra), basada
en la dosis letal media.

toxicidad basada en la dosis letal
media.
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9.2. Instrumentos de recoleccién de datos

Anexo n°1: validacién del instrumento de recoleccion

ANEXO N°.

VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinidn acerca de lo siguiente:

vlenos de 50

1.; En qué porcentaje estima Usted ()
que con esta prueba se lograra el

objetivo propuesto?

2. (En qué porcentaje considera ()
que los items estan referidos a

los conceptos del tema?

3. {Qué porcentaje dz los )
items plantzados son suficientes

para lograr los objetivos?

4. ;En qué porcentaje, los items ()

de la prueba son de facil comprensién?

5. ¢En qué porcentaje los items )

siguen una secuencia légica?

6. (En qué porcentaje valora Usted ()
que con esta prueba se obtendran datos

similares en otras muestras?

SUGERENCIAS
1. E,Qué iterns considera Ustéd que deberian agregarse?
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ANEXO N°.
VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinidn acerca de lo siguiente:

Menos de 50 50-60-70-80—90-100
1.; En qué porcentaje estima Usted () () () O) () (. ()
que con esta prueba se lograré el
objetivo propuesto?
2. (En qué porcentaje considera () ()Y () () () O ()

que los items estdn referidos a

los conceptos del tema?

3. {Qué porcentaje dz los ) () OO0 )
items plantsados son suficientes

para lograr los objetivos?

4. (En qué porcentaje, los items () () () O () & ()
de la prueba son de facil comprensién?
5. ;En qué porcentaje los items () () ()Y )y )y <) ()

siguen una secuencia légica?

6. (En qué porcentaje valora Usted () () OO0 ®0)
que con esta prueba se obtendran datos

similares en otras muestras?

SUGERENCIAS
1. ;;Qué itemns considera Ustéd que deberian agregarse?
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VALIDACION DEL INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

1. (En qué porcentaje estima Usted
que con esta prueba se lograra e}
objetivo propuesta?
2. ;En qué porcentaje considera
que los items estan referidos a
los conceptos del tema?
3. ;Qué porcentaje de los
ftems planteados son suficientes
para lograr los objetivos?
4. ¢En qué porcentaje los items
de la prueba son de facil comprension?
5. (En qué porcentaje fos items
siguen una secuencia logica?
6. ;En qué porcentaje valora Usted
que con esta prueba se obtendran datos
similares con otras muestras?

SUGERENCIAS

1. ;Qué ftems considera Usted que deberian agregarse?

<50 -50-60-70~80-90-100
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Anexo n°2: Ficha de observacién - Recoleccion de datos
UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA
FICHA DE OBSERVACION — RECOLECCION DE DATOS

TOXICIDAD AGUDA BASADA EN LA DOSIS LETAL MEDIA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE LAS INFLORESCENCIAS DE Laccopetalum giganteum Ulbrich
(pacra-pacra) EN RATAS DE LA ESPECIE Rattus rattus

INDICACIONES

comodidad.

- Antes de iniciar con la parte experimental verificar que el laboratorio cuente con
todo el implemento, accesorios, materiales, muestra y otros.

- Las investigadoras deben estar en buen estado emocional y somatico.

- Las investigadoras deben realizar las mediciones bajo las mismas condiciones de

- Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.
- Los espacios que no son llenados, tacharlos con una linea.

1-DATOS GENERALES:

NUMERO DE FICHA: ...............

PROCEDIMIENTO EVALUADO:
CONTROL SF 0.9%

DOSIS 300mg/kg

DOSIS 5000 mg/kg DOSIS 15000 mg/kg

PARAMETROS Basal
ITIEMPO

30 min | 60min 90 min | 120 min 180 min

240min

Muertos

Vivos

Observaciones
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REACCIONES DE CADA GRUPO SEGUN DOSIS:

Tiempo

Parametros 30 min 60min 90 min 120 min 180 min 240min

normalidad

cola Straub

Desequilibrio

Miccion

Diarrea

Midriasis

Salivacion

Convulsiones

poca
movilizacién

taquicardia

muerte

Observaciones
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Anexo n°3:
Resultados de solventes del extracto etandlico

SOLVENTES RESULTADOS
Agua destilada

Metanol

Etanol 70 %
Etanol 96 %
Acetona
Benceno
Cloroformo
Hexano
Eter etilico

Resultados de metabolitos secundarios del extracto etanolico

METABOLITOS
SECUNDARIOS REACTIVO RESULTADO
Flavonoides Shlnod_a
Rosenheim
Carbohidratos Molisch
Glicésidos Benedict
. Espuma
Saponina Lieberman
Mayer
Alcaloides Dragendorff
Sonnenschein
Taninos gelatina
Compuestos fendlicos tricloruro férrico
Quinonas Bortranger
Dosificacion por dosis
Grupo Sustancia Dosis N° de animales | Concentracion de dosis

Blanco S.F. 0.9% -

Control 1 Extracto 300 mg/kg

Control 2 |Extracto 5000 mg/kg

Control 3 Extracto 15000 mg/kg
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Anexo n°4: Formato de Recolecion De Resultados

Resultados por dosis en el tiempo determinado en la obtencion de datos para determinar la
toxicidad aguda del extracto etanolico de las inflorescias del laccopentalum giganteum
Ulbrich.

Grupo 1 Dosis 300mg/kg

Parametros 30 min | 60min | 90 min 120 min 180 min 240min
normalidad 5 0 0 0 0 0
cola Straub 0 2 0 2 3 3
Desiquilibrio 0 0 0 3 3 3
Miccion 0 3 0 0 3 3
Diarrea 0 1 0 3 3 0
Midriasis 0 5 3 3 3 3
Salivacion 0 3 0 0 0 3
Convulsiones 0 0 0 0 0 0
poca movilisacion 0 3 1 3 3 3
taquicardia 5 3 3 3 3 3
TIEMPO /

PARAMETROS 30 min 60min 90 min | 120 min | 180min 240 min
Muertos 0 2 0 0 0 0
Vivos 5 3 3 3 3 3
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Grupo2

Dosis 5000mg/kg

Parametros

30 min 60min

90 min

120 min

180 min

240min

normalidad

cola Straub

desiquilibrio

Miccion

Diarrea

Midriasis

Salivacion

Convulsiones

poca movilisacion

taquicardia

w| O] O] ol ol O o o o] u
w| O] ol ol ol o] U] o o] ©

w| O O k| Ol O] U] o o] ©

Al O O | N N| O w| ©o| O

Ol B~ O N N N O w| N ©

g1l B~ O N N O Ol w| N ©

TIEMPO /
PARAMETROS

30 min | 60min

90 min

120 min

180min

240 min

Muertos

Vivos
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Grupo 3 Dosis 15000mg/kg

Parametros 30 min | 60min | 90 min | 120 min 180 min 240min
normalidad 5

cola Straub 0 0 0 0 2 2
desiquilibrio 0 0 0 3 3 3
Miccion 0 0 5 5 5 5
Diarrea 0 0 1 1 1 1
Midriasis 0 0 0 0 0 1
Salivacion 0 0 0 0 2 2
Convulsiones 0 0 0 0 0 0

poca movilisacion |0 0 0 0 2 2
taquicardia 2 2 2 2 3 3
TIEMPO / 30 min 60min 90 min 120 min | 180min | 240 min
PARAMETROS

Muertos 0 0 0 0 0 0
Vivos 5 5 5 5 5 5
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Anexo n°5: Certificacion de la especie vegetal laccopentalum giganteum Ulbrich.

s UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS y 100,
i Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA 7 Mameoda
ye's'a ¥ VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO | Neisdt
IRESTGACEY T PO MUSEO DE HISTORIA NATURAL N2

é INVESTIGACION Y POSGRADO

“Afio de la Universalizacién de la Salud”

CONSTANCIA N°07-USM-2020

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

CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa) recibida de Angélica Maria Hernandez
Guevara, bachiller de la Universidad Maria Auxiliadora, ha sido estudiada y
clasificada como: Laccopetalum giganteum Ulbrich y tiene la siguiente
posicién taxondémica, segin el Sistema de Clasificaciéon de Cronquist

(1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: RANUNCULALES
FAMILIA: RANUNCULACEAE
GENERO: Laccopetalum

ESPECIE: Laccopetalum giganteum Ulbrich

Nombre Vulgar: Pacra-pacra
Determinado por Dr. Asuncién A. Cano Echevarria

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

Lima, 15 de enero de 2020

N

\ipuwu\. \A\ \k \ ( /

" Dra. Joaqum ATban Castlllo
EFE DEL HERBAR SAN M“AVRCOS (UsM)

JAC/yhr.
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Anexo n: Certificacion de la especie animal

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

CERTIFICADO SANITARIO N°’ 033-2020

Producto - Rata albina LtoteN° : R-03-2020

Especie . Rattus rattus Cantidad : 20

Cepa . Holtzman Edad . 2 meses 1/2

Peso . 200g. Sexo . macho ‘
gG.R 0038721 " Destino : Hernandez Guevara, Angelica

f Fecha © 02— 03 - 2020

Et Medico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez Coordinador de

‘Bioteno Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en buenas|

' condncyones sanitarias *. |

i

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, cuarentena y control
Sanitario para animales de experimentacion. |

| Chomlios 02 de marzo del 2020
‘ (Feoha de atencion y emision del certificado)

; M. V. Arturo Rosales Fernéndez. |
! NOTA: El bioterio no se hace C.M.V.P. 1586 %
i responsable por el estado de |
los animales, una vez que

éstos egresan del mismo.
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Anexo n°7: Recoleccion de la muestra vegetal

Planta laccopentaleum giganteum (pacra-pacra) en su habitad departamento de Ancash

provincia de Pallasca distrito de conchucos.

Fuente: Elaboracion propia

Fig.5 Recoleccién de muestra vegetal laccopentaleum giganteum (pacra-pacra) en su
habitad.
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Anexo n°8: Preparacion del extracto etanolico laccopentaleum giganteum (pacra-pacra)en
el laboratorio de la universsidad Maria Auxiliadora.

Fuente: Elaboracion propia

Fig.6. Preparacion del extracto etanolico laccopentaleum giganteum (pacra-pacra).
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Anexo n°9: En el laboratorio- Universidad Maria Auxiliadora- iméagenes de resultados

Fig.7 Preba de solubili
(pacra-pacra).

dad del extracto etanolico del laccopentaleum giganteum

Fuente: Elaboracion propia
Fig.8 Analisis fitoquimico del extracto etanolico del laccopentaleum giganteum (pacra-
pacra).
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Anexo n°10: Procedimiento de administracion del extracto Toxicidad por grupos en Rattus
rattus

Fuente: Elaboracion propia
Fig.9 Administracion oral por grupos del extracto etanolico del laccopentaleum
giganteum (pacra-pacra) en Ratrus rattus.
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