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Resumen

Objetivo: Determinar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de las
hojas de Desmodium molliculum (manayupa) en Rattus rattus.

Material y método: La investigacion fue de tipo explicativo y disefio
experimental, se emplearon 30 ratas albinas distribuidas en cinco grupos (n=6),
el daflo hepatico se indujo con 400 mg/kg de paracetamol, los grupos(G)
recibieron: G1 suero fisioldgico 4 mL/Kg, G2 silimarina 15 mg/kg, G3, G4 y G5
extracto en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg respectivamente, se evaluaron la
macroscopica hepatica y el perfil hepatico.

Resultados: El rendimiento porcentual del extracto de manayupa fue de 8,3%,
y presento alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos, taninos y esteroides
triterpénicos, el mayor efecto hepatoprotector lo mostro el extracto a 200 mg/kg
del extracto, manteniendo el perfil hepatico dentro de los niveles normales en
sangre, la evaluacion macroscoépica de los higados mostré normalidad en peso,
y color. La silimarina mostré ser ligeramente mas eficaz que el extracto a dosis
de 200 mg/kg.

Conclusiones: se concluyo que el extracto etandlico de las hojas de Desmodium
molliculum (manayupa) tiene efecto hepatoprotector en Rattus rattus, con
induccién de dafio hepatico por paracetamol.

Palabras clave: hepatoprotector, extracto etandlico, Desmodium molliculum,

manayupa, silimarina (Fuente: DeCS/MeSH).
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Abstract

Objective: To determine the hepatoprotective effect of the ethanolic extract of
the leaves of Desmodium molliculum (manayupa) in Rattus rattus.

Material and method: The research was explanatory and experimental in
design, 30 albino rats were used distributed in five groups (n=6), the liver damage
was induced with 400 mg/kg of paracetamol, the groups (G) received: G1
physiological serum 4 mL/Kg, G2 silymarin 15 mg/kg, G3, G4 and G5 extract in
doses of 50, 100 and 200 mg/kg respectively, the hepatic macroscopic and the
hepatic profile were evaluated.

Results: The percentage yield of the manayupa extract was 8.3%, and it
presented alkaloids, flavonoids, phenolic compounds, tannins and triterpene
steroids. The greatest hepatoprotective effect was shown by the extract at 200
mg/kg of the extract, maintaining the hepatic profile within normal blood levels.
Macroscopic evaluation of the livers showed normal weight and color. Silymarin
was shown to be slightly more effective than the extract at a dose of 200 mg/kg.
Conclusions: It was concluded that the ethanolic extract of the leaves of
Desmodium molliculum (manayupa) has a hepatoprotective effect on Rattus
rattus, with induction of liver damage by paracetamol.

Keywords: hepatoprotector, ethanolic extract, Desmodium molliculum,

manayupa, silymarin (Source: DeCS/MeSH).
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|. INTRODUCCION

Las enfermedades hepaticas son problemas que tienen un gran impacto en el
mundo y son responsables de la muerte de muchas personas al afio. Se ha
reportado que mas del 10% de la poblacion a nivel mundial sufre de

enfermedades del higado (1).

La exposicién continua a toxinas, xenobibticos dietéticos y las complejas
reacciones bioquimicas del cuerpo dan como resultado la produccién de
especias reactivas de nitrogeno (RON) y de las especies reactivas del oxigeno
(RON). La produccién descontrolada de estos compuestos, junto a la
deficiencia de la produccién de antioxidantes, conducen al estrés oxidativo, el
cual estd implicado en el desarrollo de diferentes enfermedades. Aunque hay
un evidente desarrollo continuo en la medicina moderna, los problemas
hepaticos, siguen siendo un tema de interés en el mundo por lo que la

busqueda de farmacos es continua (2).

Los problemas hepéticos son afecciones que vienen causando un elevado
gasto al sistema de salud a nivel mundial y se incrementando con el tiempo
(3). En el Perq, la cirrosis hepatica, esteatosis entre otros problemas a nivel
del higado viene causando una morbilidad del 21,3 por cada 100000
habitantes, constituyéndose en el noveno puesto sobre todo en adultos de 20-
60 anos (4).

Hasta el momento no existe un tratamiento efectivo que brinde proteccién al
higado contra el dafio. Se han documentado algunos antioxidantes sintéticos
como tratamiento, pero estos producen toxinas o actian como carcindégenos.
Debido a esto, se ha planteado optar por otro enfoque direccionado en el uso
de agentes curativos provenientes de las especies vegetales para tratar

problemas hepaticos (5).

El higado, es el 6érgano glandular, cuya unidad funcional son los lobulillos
hepéaticos, tiene la funcion de mantener el equilibrio metabdlico del organismo,
procesa aminoacidos, carbohidratos, los lipidos y también las vitaminas,
sintetiza las proteinas séricas y también se encarga de la detoxificacion del
organismo y de la excrecion de bilis para eliminar sustancias endégenas y de
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los xenobidticos. Siendo vulnerable a diversas enfermedades relacionadas
con el metabolismo, las sustancias toxicas y microorganismos. El higado tiene
una doble circulacién; del 70-75% de la sangre que recibe es a de la
circulacion portal e intestinal, mientras que un 25% de proviene de la arteria

hepética que es la que aporta el oxigeno (6).

El dafio hepatico es un efecto adverso frecuente debido al consumo de
sustancias como alimentos, medicamentos y medicina tradicional (7), siendo
el paracetamol o acetaminofeno uno de los causantes del dafio hepatico,
asociado a su venta sin receta médica, la automedicacion y la falta de
conocimiento del uso adecuado del farmaco conllevando a su consumo
excesivo. Siendo las dosis terapéuticas de 80 mg/Kg al dia en nifios y de hasta
4000 mg/Kg al dia en adultos (8), su sobredosificacion puede producir
hepatotoxicidad (9)

El paracetamol se llega a absorber rapida y completamente a nivel del
duodeno y con una biodisponibilidad esta entre el 60-98%. Su vida de
eliminacion media oscila entre dos a cuatro horas, su metabolismo es
hepatico, tiene una distribucion en todos los tejidos y su eliminacion es renal
(10).

La toxicidad producida por el paracetamol es dosis dependiente. El
metabolismo de paracetamol ocurre dentro a nivel microsomal hepético.
Cuando se consume a dosis terapéuticas, entre el 85-90% llega a ser
metabolizado de manera conjugada a sulfatos y acido glucurénido, siendo
excretados por la orina, ademas el 2% del paracetamol se elimina tal cual, el
resto del medicamento es metabolizado por el citocromo P450 de tipo P2E1,
produciendo una sustancia toxica y reactiva llamado N-acetil-p-
benzoquinoneimina (NAPQI) (11).

Dosis adecuadas paracetamol generan NAPQI en cantidad minima y
conjugada con glutation hepatico y forman sustancias tipo mercaptano y
cisteina que no son dafiinas y se eliminan a nivel renal. Dosis toxicas saturan
las vias de glucoronidacion y sulfatacién logrando desviar una mayor cantidad

de paracetamol por el citocromo, llegando a metabolizar hasta NAPQI. Al
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acabarse el glutation como reserva hepatica entre 70-80%, el NAPQI se
forman los enlaces covalentes de tipo sulfhidrilo a nivel de los aminoacidos
cisteina y lisina, lo que conlleva a la formacion de aductos proteicos que
disminuyen la funcién de las mitocondrias, provocando dafio oxidativo,

conllevando a la necrosis hepatocelular (12)

Para diagnosticar dafio hepatico se emplean marcadores como la alanina
aminotransferasas (ALT), aspartato aminotransferasas (AST), fosfatasa
alcalina (FA), gamma-glutamiltranspeptidasa (Y-GTP), albumina, bilirrubina, y
la actividad de la protrombina. Las ultimas tres describen la funcion hepatica,
el resto son indicadores de dafio hepatico (13). En el dafio hepatico se elevan
ALT en relacion a la AST, causando un cambio a nivel de la permeabilidad de
las membranas celulares, y si domina la AST indicaré la destruccion de las

mitocondrias, que es un indicador irrefutable de una lesién a nivel celular (14).

La silimarina es un compuesto de tipo flavonoide, la misma que se extrae de
los frutos y semillas de la especie vegetal Silybum marianum (cardo mariano),
contiene silcristina, silidianina y silibinina y es empleado de manera tradicional
para tratar intoxicaciones producidas hongos venenosos como Amanita
phalloides, también se emplea como un regenerador celular hepético, inhibe
los leucotrienos y tiene un efecto antioxidante. Dentro de sus propiedades
terapéuticas tenemos que es un inhibidor de la formacién de radicales libres,
es un inductor del citocromo P450 a nivel de los microsomas, provocando la
desmetilacion del para-nitrosanisol, ademas de presentar un efecto

estabilizador de la membrana del hepatocito. (15)

La especie vegetal Desmodium molliculum se encuentra clasificada segun la

taxonomia de Cronquist (1988) (16) como:
REINO: PLANTAE
Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA

Sub Clase: ROSIDAE

16



Orden: FABALES
Familia: FABACEAE
Género: Desmodium
Especie: Desmodium molliculum

La especie vegetal Desmodium molliculum es conocida como manayupa,
habita en los Andes del Perl, es una hierba perenne con 45 cm de altura.
Tiene su tallo ramificado, crece postrado sobre el suelo, sus hojas son
compuestas, presentan estipulas, curvadas y puntiagudas, su base es
asimétrica y acorazonada, sus flores son agrupadas sobre su eje, en forma
de racimo. Su fruto es linear divida en 4-5 piezas y presenta semillas color
café (17

Tradicionalmente se emplea la planta completa de Desmodium molliculum en
estado seco o fresco en forma de infusidén y decocto para tratar enfermedades
inflamatorias, toxicidad hepatica, diarrea, dolor estomacal, gastritis,
inflamacion de ovarios y de manera topica como emplastos para la limpieza y

cicatrizacion de heridas superficiales (18).

Las propiedades terapéuticas de Desmodium molliculum est4 asociado a la
presencia componentes activos como el acido galico y cinamico, almidon,
taninos, sales de aluminio, gomas, vitamina K, calcio, carotenoides,
rivoflavina, tiamina, ceras, aminoacidos libres, fenoles, flavonas, esteroides,

terpenoides, saponinas y antocianidinas (19).

Mestanza E. (2022), realizaron un estudio, donde evaluaron una mezcla de
plantas medicinales y de vitaminas (PROTHEPA®) para evaluar la
hepatoproteccidn en ratas con dafio hepatico por paracetamol’, realizado en
Rioja-Espafa, asi mismo los parametros evaluados fueron el perfil hepético.
Encontramos que las ratas del grupo paracetamol incrementaron las
transaminasas como la glutamico piravico (80,20 mg/dl), bilirrubina total (0,39
mg/dl), y reduccién de proteinas totales (4,82 mg/dl). Ademéas, PROTHEPA®
a dosis de 100 y 500 mg/kg de peso, los mismos que mostraron valores
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normales del perfil hepatico, Se pudo concluir que la mezcla PROTHEPA®

presento efecto hepatoprotector en ratas (20).

Peralta-Adauto et al (2021). Realizé un estudio de revision relacionado a la
actividad hepatoprotectora y antiinflamatoria de diversos extractos vegetales
empleados en la ciudad de Hidalgo-México, destacando entre ellos las
especies como Ocimum basilicum (albahaca), Allium sativum (ajos), Musa
paradisiaca (platano), Daucus carota (Zanahoria), Caesalpinia spinosa
(tara), Curcuma longa (curcuma), Petroselinum sativum (perejil), etc., los
factores asociados a padecer de enfermedades hepaticas e inflamatorias
fueron el estilo de vida, uso irresponsable de farmacos, consumo elevado de
grasas, donde los tratamientos al contener compuestos bioactivos como los
flavonoides y compuestos fendlicos por su capacidad antioxidante y quelante

de metales, por ende ser antiinflamatorias y hepatoprotectoras (21).

Gato M, et al (2021), realizaron una investigacion donde evaluaron el efecto
hepatorestaurador de Carcuma longa ante la intoxicacion por paracetamol en
Pinar del Rio — Cuba. La investigacion fue de revision bibliogréfica
encontrandose que el dafio hepatico por paracetamol depende de la dosis
administrada modulando las funciones hepaticas asociadas a la presencia de
curcumina, debido a su propiedad antioxidante, Segun el resultado se
concluyé que la Cdrcuma tiene es hepatoprotectora frente diversas sustancias
nocivas de tipo quimicas y medicamentos empleados de manera frecuente

como el paracetamol asociado a la presencia de la curcumina (22).

Estela Y. (2019), realizd un estudio donde evalué Ila actividad
hepatoprotectora del extracto hidroalcohdlico de Desmodium molliculum
(manayupa) en ratas con induccién de dafio hepética por paracetamol en
Lima-Peru. Se formaron seis grupos los que estuvieron conformados por cinco
ratas, el G1 recibi6 solucién salina 10 mL/kg; el G2 silimarina 100 mg/kg; los
G3, G4 y G5 recibieron el extracto hidroetanolico de manayupa en dosis de
50.00, 500.00 y 800.00 mg/kg, los tratamientos se administraron por 10 dias
empleando una sonda orogéstrica: El dia seis se provocé la hepatotoxicidad
por paracetamol 400 mg/kg via oral, y una hora posterior se realiz6 la

administracion de los tratamientos durante diez dias. Los resultados
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mostraron que el extracto de manayupa a dosis de 500 y 800 mg/kg
presentaron mayor efecto hepatoprotector. Segun lo encontrado se concluye

que el extracto de manayupa presenta eficacia hepatoprotectora (23).

Frisancho M. (2022), realiz6é un estudio que consistié en evaluar el efecto del
extracto acuoso y etandlico de las flores y hojas de malva silvestre (Lavatera
arbdrea) sobre la hepatoproteccion en Mus musculus, en la ciudad de Cusco-
Perl. Se trabaj6 con 35 ratones albinos. Segun el resultado encontramos que
el extracto acuoso empleado logré una buena proteccion ya que se observé
un dafio hepatico leve (14,3%), asi mismo el extracto etandlico logré un dafio
hepéatico menor (8,6%), se concluyd que los extractos de malva silvestre

ensayados tienen efecto protector hepatico (24).

Gordillo G. (2019), realiz6é un estudio, donde evalué el efecto protector del
Desmodium molliculum (manayupa) en, Lima-Perd. Se utilizaron 36 ratas
divididas en seis grupos iguales, donde el control recibi6é suero fisiolodgico, un
grupo que recibié como inductor del dafio hepatico el naproxeno 27,38
mg/rata; un grupo estandar farmacolédgico que recibio silimarina 100mg/kg y
tres grupos que recibieron el extracto de manayupa en dosis de 80, 160 y 240
mg/kg, el naproxeno se administré por via oral durante 14 dias. El grupo
naproxeno perdié peso (180,7 g), el grupo extracto 240 mg/kg mantuvo los
niveles de perfil hepético dentro de los parametros aceptables (Bilirrubina,
transaminasas). Se concluyd que el extracto de manayupa presento eficacia
protectora hepatica frente al dafio hepatico ocasionado por naproxeno en
ratas (25).

El presente trabajo, teéricamente brind6 un aporte cientifico, contribuyendo al
conocimiento relacionado al uso del extracto etandlico de las hojas de
Desmodium molliculum (manayupa) como una posible alternativa medicinal

para proteger el higado de sustancias toxicas.

Asimismo, tuvo impacto social ya que brindara un producto medicinal eficaz,
de bajo precio y disponible ya que el Desmodium molliculum (manayupa) es
una especie vegetal muy conocida y empleada por la poblacion.

Por lo expuesto el objetivo general del estudio fue:
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+ Determinar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de las hojas

de Desmodium molliculum (manayupa) en ratas Rattus rattus.

La hipotesis planteada para el desarrollo de la investigacion es la siguiente:
Hipotesis general:

e El extracto etandlico de las hojas de Desmodium molliculum (manayupa)

presenta efecto hepatoprotector en Rattus rattus variedad albina.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION
Tipo

Explicativo: Ya que se busco determinar el porqué de los hechos en base
a la relacion causa — efecto (26), en nuestra investigaciéon se busco
relacionar las diferentes dosis del extracto manayupa y el efecto
hepatoprotector frente a ratas albinas con dafio hepatico inducido por
paracetamol.

Disefio

Experimental: El investigador manipulé la variable independiente (extracto
etanolico de las Desmodium molliculum (manayupa), para determinar el
efecto de la variable dependiente (efecto hepatoprotector) buscando
encontrar una alternativa terapéutica a un problema de salud (dafio
hepéatico) (27).

2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
Poblacién

Poblacién biolégica

Especie vegetal: estuvo conformada por plantas de la especie Desmodium
molliculum (manayupa), procedentes del distrito de Masin, provincia de

Huari, region Ancash, Perd.

Poblacion experimental

Especie animal: La poblacién animal estuvo conformada por Rattus rattus
variedad albina cepa Holtzman, hembras con un peso promedio entre
180+20 g, procedentes del Instituto Nacional de Salud — INS, Lima-
Chorrillos.
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Muestra

Muestra vegetal

Especie bioldgica: La muestra vegetal estuvo conformada por 2 kg de
hojas de Desmodium molliculum (manayupa), procedentes del distrito de

Masin, provincia de Huari, region Ancash, Per.

Muestra experimental

Especie animal: La muestra estuvo conformada por 30 Rattus rattus
variedad albina cepa Holtzman, hembras con un peso promedio entre
180+20 g, procedentes del Instituto Nacional de Salud — INS, Lima-
Chorrillos.

Muestreo

El muestreo fue probabilistico, ya porque cada miembro que conforma la
poblacion tuvo la misma probabilidad de ser seleccionado y participar en la

experimentacion (29).
Muestreo vegetal

Especie bioldgica: La muestra vegetal recopilara consistente en hojas de
Desmodium molliculum (manayupa) fueron decepcionadas en una caja de
plastico, luego fueron seleccionadas teniendo en cuenta las de mejor
aspecto, las hojas enteras y frescas, fueron lavadas para ser extendidas en
sobres de papel craff con perforaciones y se colocaron en un horno de

bandejas a 40°C hasta peso constante.

Muestreo experimental

Especie animal: La muestra animal estuvo conformada por 30 ratas
albinas, también conocidas como Rattus rattus; siendo seleccionadas de
manera aleatoria, se conformaron cinco grupos de seis ratas. Por otra
parte, las ratas se sometieron a las condiciones de acondicionamiento y
aclimatacion por un periodo de siete dias, con la finalidad de una mejor
adaptacion al entorno ambiental; a su vez este periodo se mantuvo bajo

observaciéon constante.
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Criterios de inclusion

Muestra de caracter animal:

¢ Rattus rattus variedad albina de la cepa Holtzman.

e Rattus rattus variedad albina que estuvieron dentro del rango de peso
promedio de 180+20 g.

¢ Rattus rattus variedad albina hembras.

e Rattus rattus variedad albina sanas.

Muestra de caréacter vegetal:

¢ Hojas de Desmodium molliculum (manayupa) bien conservadas.

Criterios de exclusioén

e La muestra de caracter animal excluyd a Rattus rattus enfermas o en
estado de prefiez. Asi como ratas que presentaron malformaciones
congénitas o con lesiones evidentes.

e La muestra vegetal excluird Hojas de Desmodium molliculum (manayupa)

con hongos o de color marrén a pardo.

2.3 VARIABLES DE ESTUDIO

Variable Independiente

Extracto etandlico de las hojas de Desmodium molliculum (manayupa):

Definicion conceptual: El extracto etandlico se define como una sustancia
conseguida por maceracion de las hojas trituradas de manayupa con una
solucion de etanol de 96°de concentracion a temperatura ambiente por
siete dias, luego se filtrara y eliminara el solvente en un secador de
bandejas a 40°C hasta lograr el peso constante y su residuo logrado sera
conservado en un recipiente de vidrio y refrigerado a una temperatura de

5°C, el mismo que sera denominado como extracto etandlico (30).
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Definicion operacional: El extracto de manayupa fue administrado a las
ratas albinas en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg de peso del animal, lo que

permitié evaluar la actividad protectora frente al dafio hepético.

Variable dependiente:
Efecto hepatoprotector.

Definicidbn conceptual: Las sustancias hepatoprotectoras, protegen al
higado de agentes externos como el alcohol o de alimentos ricos en grasas,
radicales libres, sobre buscan mejorar el buen funcionamiento hepatico
(312).

Definicion operacional: El efecto hepatoprotector se verificd con la medicion
de las masas de higados, caracteristicas hepaticas y los valores del perfil
hepatico.

2.4 TECNICA E INSTRUMENTO DE MEDICION

Las técnicas e instrumentos a emplear fueron:

» Tabla para la determinacion de la solubilidad del extracto etandlico de

las hojas de Desmodium molliculum (manayupa).

» Tabla de identificar los metabolitos secundarios que contiene el

extracto hidroalcohdlico de hojas Desmodium molliculum (manayupa).

» Tabla de tratamientos con extracto hidroalcohdlico de hojas de

Desmodium molliculum (manayupa) por grupos experimentales.

» Tabla para la descripcion de la observacion de la microscopia hepatica

en Rattus rattus.
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2.5 PROCESAMIENTO PARA RECOLECCION DE DATOS

Los procedimientos que se emplearan para recopilar la informacion seran

los siguientes:
2.5.1 Recoleccion de la muestra:

La muestra fue recolectada en el departamento de Ancash, Masin,

provincia de Huari, region Ancash, durante el mes de febrero del 2024.

2.5.2 Obtencion del extracto hidroalcoholico de hojas de Desmodium

molliculum (manayupa):

Las hojas de Desmodium molliculum (manayupa) fueron lavadas, secadas
y seleccionadas, luego se peso6 dos kilogramos de las hojas frescas, y se
llevo a secar en un horno de bandejas a una temperatura de 40 °C, durante
siete dias, luego se pulveriz6 la muestra empleando un molino eléctrico de
cuchillas, posteriormente se coloc6 en un balén de vidrio de fondo redondo

y se macero la muestra con etanol de 96°C (Figura N°2).

Para macerar las hojas pulverizadas se realiz6 con una solucion de etanol
al 96%, la cantidad de alcohol agregado se agreg6 en cantidad suficiente
con un sobrenadante de unos 3 cm sobre la muestra pulverizada y se
coloc6 en un balén transparente y se mantuvo en la oscuridad (recibiendo
movimientos diarios para asegurar una extraccion homogénea de los
metabolitos secundarios) y cada 7 dias se filtr6 para quedarnos con el
liguido, esta actividad de agregar alcohol se realizd hasta en tres veces
sucesivas para evitar que el solvente extraiga componentes no deseados,
una vez colectado el solvente se colocé en una fuente de vidrio y se llevé a
un horno de bandejas para eliminar el solvente hasta que se mantuvo el
peso de la muestra. Finalmente, el residuo obtenido se denominé como
extracto etandlico, lo cual se guardd en un recipiente de vidrio con tapa y
se coloco en refrigeracion hasta su disolucién y uso (32). El rendimiento
porcentual se hallo relacionando la cantidad de extracto obtenido cada 100

g de hojas empleadas.
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2.5.3 Porcentaje de rendimiento

Se empled la siguiente formula para calcular el porcentaje de rendimiento:
%R = (CEO / CME) *100

Donde:

% R: Rendimiento porcentual.

CEO: Extracto obtenido (gramos).

CME: Muestra empleada (gramos).

2.5.4. Prueba de solubilidad y marcha fitoquimica.
Analisis de solubilidad

La solubilidad estuvo expresada como la cantidad en gramos del soluto por

cada 100 gr de disolvente a una determinada temperatura.

Prueba de solubilidad

Se colocé 5 mg del extracto puro por cada tubo de ensayo, luego se afiadié
1 mL de diferentes solventes como etanol, metanol, agua, cloroformo,
acetona, acetato de etilo y éter de petroleo y se procedié a anotar los

resultados como soluble, medianamente soluble e insoluble (33).

Tamizaje Fitoquimico

Para identificar los componentes bioactivos, se siguié el método sugerido
por Lock de Ugaz, donde colocamos 30 mg del extracto seco en 20 mL de
etanol, dicha solucién fue distribuida en tubos de ensayo en cantidad de 1

mL y se les practico las reacciones de determinacion fitoquimica (34):

a. ldentificacion de alcaloides (Ensayo de Dragendorff): Se agregaron
lll gotas del reactivo de Dragendorff, el que fue positivo al aparecer un

precipitado rojo ladrillo.
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b. Identificacion de flavonoides (Ensayo de Shinoda): Se agregd una
pequefia cantidad de limaduras de Mg, ademas de Ill gotas HCI, fue
positivo, cuando la solucién toma coloraciéon amarilla, carmelita, rojo

intenso o0 anaranjado.

c. Identificacion de fenoles (Ensayo de Cloruro Férrico FeCls al 10%):
Se agregaron Il gotas de FeCls 10%, se considero positivo al aparecer

un precipitado de color rojo, azul-violeta o verde.

d. Identificacién de taninos: Ensayo de Gelatina: Se agregaron llI
gotas de FeCls 10%, se consider6 positivo cuando aparece un color
verde oscuro (taninos catéquicos) o un color azul oscuro (taninos

galicos).

e. lIdentificacion de Esteroides ylo triterpenoides (Ensayo
Liebermann-Burchard): Se agregaron V gotas de acido acético
CH3COOH ademas de V gotas de anhidrido acético, luego | gota de
acido sulfarico H2SO4 (cc), Se considero positivo al aparecer un de color

rojo-marrén o anillo color verde.

2.5.5. Condicionamiento de la unidad de analisis:

Las ratas fueron distribuidas de manera aleatoria en cinco grupos de seis
ratas por grupo, con un peso promedio de 180+20 gramos, se sometieron
a un proceso de aclimatacion de siete dias, y se mantuvieron en caja
plasticas con tapa de metal, en un ambiente de temperatura constante de
20°C, con ciclos alternados de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,
recibieron alimento balanceado ratonina mas agua de grifo, 24 horas antes
de la experimentacion se les sometié a ayunas disponiendo sélo de agua a
libertad.
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2.5.6. Tratamiento e induccion ala hepatotoxicidad

El modelo farmacolégico para evaluar la actividad hepatoprotectora en
ratas con dafio hepético causado por paracetamol fue el sugerido por
Ochoa et al., 2018 (35).

Las ratas fueron divididas de manera aleatoria y distribuidas en cinco

grupos de seis ratas cada grupo, donde:

» Grupo 1: recibird paracetamol 400 mg/kg mas solucion salina fisiol6gica

4 mL/Kg por via oral.

» Grupo 2: recibira paracetamol 400 mg/kg mas el farmaco silimarina 15

mg/kg por via oral.

» Grupo 3: recibird4 paracetamol 400 mg/kg més extracto de Desmodium

molliculum (manayupa) 50 mg/kg por via oral.

» Grupo 4: recibira paracetamol 400 mg/kg mas extracto de Desmodium

molliculum (manayupa) 100 mg/kg por via oral.

» Grupo 5: recibira paracetamol 400 mg/kg mas extracto de Desmodium

molliculum (manayupa) 200 mg/kg por via oral.

El dafio hepéatico fue inducido con paracetamol en una cantidad de 400
mg/kg por via oral y por un tiempo de cinco dias y después de una hora se
administraron los tratamientos. Pasado los cinco dias los especimenes
fueron anestesiados con 30 mg/Kg de pentobarbital sédico (PS) por via
intraperitoneal (IP) y se les extrajo una muestra sanguinea por puncién
cardiaca, la que sirvid para realizar el andlisis de bioquimica sanguinea
(urea, colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de alta densidad,
transaminasa glutdmico piravica, fosfatasa alcalina). Finalmente, las ratas
fueron eutanizadas en condiciones éticas con menores niveles de
sufrimiento, empleando para tal fin el anestésico PS 100 mg/kg via I.P para

la evaluacion macroscopica de los higados.
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2.6 METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO

Los datos recopilados fueron analizados y descritos, aplicando el analisis
descriptivo (36). Para tal fin se emple6 el programa estadistico SPSS
version libre para estudiantes, considerando una confiabilidad del 95%, Los

datos fueron expresados en figuras y tablas.

2.7 ASPECTOS ETICOS

¢ Las investigaciones, logran aportes importantes a la humanidad las que
se fundamentan en preceptos éticos bajo los principios, normativas y
disciplinas a nivel mundial. Asi mismo el presente trabajo fue sometido
a unarigurosa revision, evaluacién y aprobacion por parte de un Comité
de Etica en Investigacion de la Universidad Maria Auxiliadora (CIEI-
UMA), cuya finalidad fue asegurar el cumplimento de los aspectos
éticos.

¢ Nuestra investigacion fue experimental y empleé Rattus rattus las
mismas que necesitaron ser manipuladas, alojamiento, administracion
de farmacos y toma de muestras, actos que podrian generar estrés y
dolor, debido a ellos se tomaran las medidas adecuadas para un
adecuado alojamiento, alimentacion y manipulacion del espécimen,
considerando en todo momento el afecto y respeto por el espécimen
empleado.

e Ademaés, debido a la necesidad de realizar tomas de muestras
(higados) las ratas fueron eutanizadas, administrandose una sobre
dosis del anestésico pentobarbital sddico, lo cual evito el dolor y alguna
experiencia desagradable.

e Es importante recalcar que los trabajos experimentales con animales
implican responsabilidad, trato adecuado del espécimen y gratitud, ya
gue es un factor decisivo para el cumplimiento de nuestros objetivos
(37).
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lll.  RESULTADOS

3.1 Resultados sobre la identificacion de los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de las hojas de Desmodium
molliculum (manayupa) relacionados con el efecto hepatoprotector

en Rattus rattus.

Tabla 1. Determinacion de la solubilidad del extracto etandlico de las

hojas de Desmodium molliculum (manayupa).

Solvente Resultado
Etanol (polar) (++)
Metanol (polar) (++)
Agua (polar) (++)
Acetato de etilo (moderadamente polar) (++)
Acetona (apolar) (+++)
Cloroformo (apolar) (++4)
Eter (apolar) (+++)

Dénde: soluble = (+++), moderadamente soluble = (++), poco soluble = (+),
insoluble = (-).

En la tabla 1 Se observa que el extracto etandlico de las hojas de
Desmodium molliculum es abundantemente soluble, en los solventes
organicos de acetona, cloroformo y éter, sin embargo, es moderadamente

soluble en acetato de etilo, agua, metanol y etanol
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Tabla 2. Calculo del rendimiento porcentual al obtener el extracto

etandlico de las hojas de Desmodium molliculum (manayupa).

Cantidades de extracto obtenido y Célculo del rendimiento
muestra empleada porcentual (%R)
- CEO=839g %R = (CEO /CME)*100
- CME=1009 %R = (8,3 g/ 100 g)* 100
%R = 8,3 %

Donde: % R: Rendimiento porcentual, CEO: Cantidad de extracto obtenido

(gramos), CME: Cantidad de muestra empleada (gramos).

En la tabla 2. Se muestra la cantidad de extracto etandlico obtenido a partir
de la muestra inicial hojas pulverizadas de Desmodium molliculum
(manayupa), donde por cada 100 gramos de hojas pulverizadas de
manayupa se obtuvo 8,3 gramos de extracto etandlico, siendo el

rendimiento porcentual del 8,3%.
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Tabla 3. Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en

el extracto etandlico de las hojas de Desmodium molliculum

(manayupa).
Reactivo Grupo Coloracién Resultado
funcional
Dragendorff Alcaloides Precipitado rojo (++)
ladrillo
Shinoda Flavonoides color amarillo, (+++)
carmelita,
naranja, o rojo
intenso.
Tricloruro Férrico Cor?puestos precipitado rojo, (+++)
fenclicos azul-violeta o
verde.
Gelatina Taninos _Verde oscuro (++)
(taninos
catéquicos)
- Azul oscuro
(taninos galicos).
Liebermann-— Esteroides y/o rojo-marron o (+)
Burchard triterpenoides anillo color verde.

Dénde: Abundante: (+++), moderado (++), poco (+), ausencia (-)

Tabla 3. En la marcha fitoquimica realizada se observé de forma

cualitativa los siguientes metabolitos secundarios; alcaloides, flavonoides,

compuestos fendlicos, taninos y esteroides triterpénicos. En presencia

abundante resaltan los flavonoides y compuestos fendlicos, en presencia

moderada; alcaloides y taninos; mientras que los esteroides triterpénicos

se observan en poca cantidad. Los cuales serian los responsables del

efecto hepatoprotector.
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3.2 Resultados sobre la determinacion de la dosis del extracto etandlico
de las hojas de Desmodium molliculum (manayupa) que presenta

mayor efecto hepatoprotector en Rattus rattus.
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Figura 1: Pesos de los higados al evaluar el efecto hepatoprotector
del extracto etandlico de las hojas de Desmodium molliculum

(manayupa) en Rattus rattus.

Figura 1. Se observa el peso promedio de los higados al culminar la etapa
experimental, encontrandose que el grupo que recibio el paracetamol mas
el suero fisiolégico presentaron un peso de 7,22 gramos; asi mismo el
grupo que recibio el paracetamol mas la silimarina redujo el peso
promedio hasta 6,77 gramos; mientras que los grupos que recibieron el
paracetamol mas el extracto redujeron gradualmente el peso en relacién
al grupo suero fisiolégico, siendo de 7,13 gramos (manayupa 50 mg/kg),
7,05 gramos (manayupa 100 mg/kg) y de 6,95 gramos (manayupa 200
mg/kg).
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Tabla 4. Analisis macroscépico de los higados de rata.

Grupos experimentales Caracteristicas
G1: SSF 4 ml/kg + Paracetamol e Color rojo palido
400 mg/kg e Puntos blanquecinos
G2: Silimarina 15 mg/kg + e Color rojo-marrén palido.
Paracetamol 400 mg/kg e Sin puntos blanquecinos

e Sin lesiones aparentes.
G3: manayupa 50 mg/kg + e Color rojo.
Paracetamol 400 mg/kg e Aspecto liso.

e Sin lesiones aparentes
G4: manayupa 100 mg/kg + e Color rojo.
Paracetamol 400 mg/kg e Aspecto liso.

e Sin lesiones aparentes
G5: manayupa 200 mg/kg e Color rojo-marrén oscuro.
+ Paracetamol 400 mg/kg e Sin puntos blanquecinos

e Sin lesiones aparentes.

Tabla 4. Se describen la caracteristica de los higados al culminar la
experimentacién, encontrandose que en el grupo que recibié el suero
fisiologico, el paracetamol logr6 causar dafio caracterizado por la
aparicion de un color rojo palido y puntos blanquecinos diseminados sobre
el higado, asi también en el grupo que recibi6 la silimarina, se observo un
nivel de proteccion conservando ligeramente la coloracion inicial y sin
puntos blanquecino ni lesiones aparentes, finalmente en los tratamientos
con manayupa los grupos que recibieron 50 mg/kg y 100 mg/kg y se
observd una proteccion relativa con una coloracion roja aspecto liso y sin
lesiones aparentes, mientras que el grupo manayupa 200 mg/kg presento
mayor eficacia al recuperar la coloraciéon a un rojo-marrén, sin puntos

blanquecinos y sin lesiones aparentes.
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3.3 Resultado sobre el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de

las hojas de Desmodium molliculum (manayupa) en Rattus rattus.
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Figura 2. Valores promedios de colesterol total al evaluar el efecto
hepatoprotector del extracto etandlico de las hojas de Desmodium

molliculum (manayupa) en Rattus rattus.

La figura 2. Muestra los niveles de colesterol total en ratas, encontrandose
gue el grupo que recibié suero fisiolégico muestra valores de 149,83
mg/dl, mientras que la silimarina redujo el colesterol total hasta 93 mg/dl
y los tratamientos con el extracto de manayupa lograron reducir dichos
valores de manera dosis dependiente menores a 137,67 mg/dl, aunque
los valores de todos los grupos estuvieron por debajo de los 200 mg/dl,

manteniéndose dentro de los parametros normales.
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Figura 3. Valores promedios de lipoproteina de alta densidad (HDL)
al evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de las

hojas de Desmodium molliculum (manayupa) en Rattus rattus.

La figura 3. Muestra los niveles de lipoproteina de alta densidad en ratas,
encontrandose que el grupo que recibio suero fisiolégico muestra valores
de 44,83 mg/dl, mientras que la silimarina redujo el HDL hasta 81,83 mg/dI
y los tratamientos con el extracto de manayupa lograron reducir dichos
valores de manera dosis dependiente siendo sus valores de 41,33 mg/dl,
52,83 mg/dl y 78,50 mg/dl para el extracto de manayupa a dosis de 50,
100 y 200 mg/kg respectivamente, aunque los valores de todos los grupos
estuvieron sobre los 40 mg/dl, manteniéndose dentro de los parametros

normales.
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Figura 4. Valores promedios de triglicéridos al evaluar el efecto
hepatoprotector del extracto etandlico de las hojas de Desmodium

molliculum (manayupa) en Rattus rattus.

La figura 4. Muestra los niveles de triglicéridos en ratas, encontrandose
gue el grupo que recibio suero fisiolégico mostro valores de 150,33 mg/dl,
el mismo que se encuentra dentro de los limites superiores mientras que
el grupo que recibio la silimarina los niveles de triglicéridos hasta 89,50
mg/dl y los tratamientos con el extracto de manayupa lograron reducir
dichos valores de manera dosis dependiente siendo sus valores de 126,33
mg/dl, 99,50 mg/dl y 80,33 mg/dl para el extracto de manayupa a dosis
de 50, 100 y 200 mg/kg respectivamente, aunque los valores de todos los
grupos estuvieron bajo los 150 mg/dl, manteniéndose dentro de los
parametros normales.
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Figura 5. Valores promedios de urea al evaluar el efecto
hepatoprotector del extracto etandlico de las hojas de Desmodium

molliculum (manayupa) en Rattus rattus.

La figura 5. Muestra los niveles urea en ratas, encontrandose que el grupo
gue recibio suero fisioldgico mostré valores elevados de urea, siendo de
39 mg/dl, asi mismo el grupo que recibid la silimarina mostr6 niveles de
21,17 mg/dl y los tratamientos con el extracto de manayupa lograron
reducir dichos valores de manera dosis dependiente, siendo sus valores
de 41 mg/dl, 31,17 mg/dl y 24,50 mg/dl para el extracto de manayupa a
dosis de 50, 100 y 200 mg/kg respectivamente, siendo los valores
normales de 6-24 mg/dL, los grupos experimentales presentaron valores
fuera de los parametros aceptables, sin embargo la tendencia favorable a

la reduccion de estos niveles.
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Figura 6. Valores promedios de Transaminasa Glutamico Pirtvica
(TGP) al evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de
las hojas de Desmodium molliculum (manayupa) en Rattus rattus.

La figura 6. Muestra los niveles de transaminasa glutamico piravica (TGP)
en ratas, encontrandose que el grupo que recibiod suero fisioldgico mostro
valores elevados de TGP, con 51,83 UI/L, mientras que el grupo que
recibio la silimarina los niveles de TGP fueron de 24,83 UI/L, mientras que
los grupos que recibieron el extracto de manayupa redujeron los valores
de TGP de 43,50 UI/L, 37,00 UI/L y 32,17 UI/L para el extracto de
manayupa a dosis de 50, 100 y 200 mg/kg respectivamente, todos los
grupos estuvieron dentro de los parametros de 4 -36 Ul/L, manteniéndose

dentro de los parametros normales.
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Figura 7. Valores promedios de fosfatasa alcalina (FA) al evaluar el
efecto hepatoprotector del extracto etandlico de las hojas de

Desmodium molliculum (manayupa) en Rattus rattus.

La figura 7. Muestra los niveles fosfatasa alcalina (FA) en ratas,
encontradndose que el grupo que recibié suero fisiolégico mostrd valores
elevados de FA con 107,00 UI/L, mientras que el grupo que recibio la
silimarina los niveles de FA fueron de 61,00 UI/L, mientras que los grupos
gue recibieron el extracto de manayupa redujeron los valores de FA con
valores de 92,50 UI/L, 71,50 UI/L y 62,33 UI/L para el extracto de
manayupa a dosis de 50, 100 y 200 mg/kg respectivamente, todos los
grupos estuvieron dentro de los parametros de 44 - 147 UI/L,

manteniéndose dentro de los parametros normales.
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IV. DISCUSION

4.1DISCUSION

La medicina alternativa, coadyuvante o complementaria ha sido de gran
ayuda a la medicina convencional, aunque todavia se estan determinando
los mecanismos de accion de estas sustancias, asi como la dosis, todo
esto relacionado a la biodiversidad con 25 mil especies de plantas
conocidas aproximadamente a la actualidad de las cuales 4400 especies

son empleadas por sus efectos terapéuticos (38).

Por tales motivos nuestro trabajo de investigacion busca evaluar el efecto
hepatoprotector del extracto etandlico de la especie vegetal Desmodium
molliculum (manayupa), donde al elaborar el extracto de obtuvo un
rendimiento porcentual 8,3% (Tabla 2), este valor es de suma importancia
ya que nos permitio plantearnos un disefio oportuno y establecer posibles
cantidades de extracto a administrar, asi como el periodo de tiempo de
evaluacion de la actividad hepatoprotectora, por otro se evalud la
solubilidad con diferentes solventes organicos e inorgénicos (tabla 1),
encontrandose que el extracto es soluble en solventes organicos siendo
indispensable utilizar un tensioactivo como el polisorbato de sodio 80 o

Tween 80 al 3% del volumen de la solucion a preparar.

La induccién del dafio hepatico se realizdé con una dosis de 400 mg/kg de
paracetamol por via oral durante cinco dias (35) donde actua formando
de manera excesiva de N-acetil-p-benzoquinonas imina (NAPQI)
generada por el metabolismo del citocromo CYP450, el mismo que es
detoxificado en el higado por la reaccién de conjugacion con Glutation
reducido (GSH), mediante la GSH transferasa. Sin embargo, este
mecanismo al saturarse ocasiona que el exceso del NAPQI reaccione con
proteinas de la membrana mitocondrial, desencadenando la
lipoperoxidacion, que dafia el ADN y la permeabilidad de la membrana
(38), este dafio se aprecia mediante la evaluacibn macroscoépica que
incremento el peso del higado en 7,22 gramos (Figura 1) y cambio el color

del higado a un color rojo palido y puntos blanquecinos (tabla 4).
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La marcha fitoquimica realizada al extracto de Desmodium molliculum
(manayupa) evidencio la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos
en abundante cantidad, alcaloides y taninos en regular cantidad, mientras
que los esteroides triterpénicos. Se encontraron en poca cantidad (tabla
3)

Al evaluar el efecto hepatoprotector del extracto etandlico de las hojas de
Desmodium molliculum (manayupa) se encontr6 que mantiene los
parametros del perfil hepatico en niveles normales, siendo el grupo que
recibe extracto de manayupa a dosis de 200 mg/kg el que mayor eficacia
presento con niveles de colesterol total de 103,67 mg/dl, proteinas de alta
densidad de 78,50 mg/dl, triglicéridos 80,33 mg/dl, urea 24,50 mg/dL,
Glutdmico piravico transaminasa 32,17 UI/L y fosfatasa alcalina 62,33 UI/L
(Figura 2-7). Asi mismo el grupo que recibié la silimarina presenté una
buena eficacia farmacoldgica ya que el incremento de la proteccion
hepatica (39), se atribuye que es un producto natural que contiene
flavonoides o flavonolignanos (40). Los flavonoides disminuyen los
triglicéridos atribuidos a la inhibicion de la sintesis lipidica y la estimulacion
del metabolismo de los acidos grasos (41). Asi mismo, los glicoalcaloides,
glicoproteinas, polisacaridos y polifenoles serian responsables de la
hepatoproteccion (42), los mismos compuestos que se encuentran
presentes en el extracto de las hojas de Desmodium molliculum

(manayupa).
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4.2 CONCLUSIONES

¢ Se identificaron que los principales metabolitos secundarios presentes
en el extracto etandlico de las hojas de Desmodium molliculum
(manayupa) fueron alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos,
taninos y esteroides triterpénicos.

e SE evidenci6 que la dosis de 200 mg/kg del extracto etandlico de las
hojas de Desmodium molliculum (manayupa) mostré6 efecto
hepatoprotector ya que mantiene los perfiles hepaticos como el
colesterol total, lipoproteinas de alta densidad, triglicéridos, urea,
glutdmico pirdvico transaminasa y fosfatasa alcalina dentro de los
niveles normales en sangre, asi como la evaluacibn microscopica
mostré efecto hepatoprotector del extracto al mantener el color y
estructura de la fisiologia del higado Rattus rattus.

e Al comparar la eficacia hepatoprotectora entre el extracto y la
silimarina, se encontrd que la silimarina tiene efecto protector hepatico
manteniendo los niveles normales de perfil hepéatico debido a la
presencia de flavonoides tipo lignanos, cuya eficacia es ligeramente
superior al grupo experimental que recibio el extracto etandlico de las

hojas de Desmodium molliculum (manayupa).
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4.3 RECOMENDACIONES

¢ Evaluar la toxicidad oral aguda y subcrénica del extracto etandlico de
las hojas de Desmodium molliculum (manayupa).

e Realizar estudios clinicos referente al efecto hepatoprotector del
extracto etandlico de las hojas de Desmodium molliculum (manayupa).
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ANEXO A: Operacionalizacion de las variables

Variable independiente

las hojas de
Desmodium
molliculum

(manayupa).

un proceso de
maceracion etandlica
de las hojas
pulverizadas de
Desmodium
molliculum
(manayupa) durante
un periodo de tiempo.

de aplicacién

del extracto
etandlico de las
hojas de
Desmodium
molliculum
(manayupa).

administrados por via
oral del extracto
etandlico de las hojas
de Desmodium
molliculum
(manayupa).

Dosis del extracto
50 mg/kg
100 mg/kg

200 mg/kg

Variable Definicién Definicién Dimensiones Indicadores indice Escala de Valor
conceptual operacional medicion
Extracto etandlico de | Sustancia extraida de | Concentracion y dosis | Concentraciones Mililitros mL/Kg Razoén 0-100%
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Variable dependiente

Variable Definicién Definicion Dimensiones Indicadores indice Escala de Valor
conceptual operacional medicion
Efecto Proteccién del Lesion hepética Niveles de enzimas | U/L Intervalo 79.5-248 U/L
hepatoprotector higado contra causada por el hepaticas (TGO y
agentes toxicos. paracetamol. TGP) 20.2-69.8 U/l
en Rattus rattus con o
intoxicacién hepéatica Criterios Proteinas totales g/dL Intervalo 6.11-17.49 g/dL
inducido por bioquimicos
paracetamol. Bilirrubina total Mg/dL Intervalo 0.005-0.19 mg/dL
Criterios Macroscopico Peso ordinal 5.5 -7 gramos
histopatolégicos (peso y aspecto del | (gramos)
higado)
Colory nominal Color/aspecto
aspecto
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ANEXO B: Instrumentos de recoleccién de datos

N° | Tratamientos Peso () CT | HDL | TRI U | TGP FA
1 | SSF 4 mL/Kg 7,3 144 45 149 | 40 | 50 121
2 | SSF 4 mL/Kg 7 150 42 150 38 54 123
3 | SSF 4 mL/Kg 7,2 147 40 154 40 48 125
4 | SSF 4 mL/Kg 7.5 150 45 150 | 38 | 50 120
5 | SSF 4 mL/Kg 7,4 148 44 152 | 37 | 53 124
6 | SSF 4 mL/Kg 6,9 160 48 147 | 41 | 56 29
7 | Silimarina 15 mg/Kg 6,8 98 80 92 20 22 65
8 | Silimarina 15 mg/Kg 7,2 95 85 90 22 25 62
9 | Silimarina 15 mg/Kg 6,9 90 81 95 18 23 60

10 | Silimarina 15 mg/Kg 6,3 89 77 83 25 | 29 58
11 | Silimarina 15 mg/Kg 6,7 96 83 88 23 25 61
12 | Silimarina 15 mg/Kg 6,7 90 85 89 19 25 60
13 | manayupa 50 mg/Kg 7,3 132 45 127 | 44 47 94
14 | manayupa 50 mg/Kg 7,1 135 44 131 41 44 89
15 | manayupa 50 mg/Kg 6,9 139 38 124 | 40 45 91
16 | manayupa 50 mg/Kg 6,8 138 42 125 | 42 44 93
17 | manayupa 50 mg/Kg 7,4 142 40 126 38 41 95
18 | manayupa 50 mg/Kg 7,3 140 39 125 | 41 | 40 93
19 | manayupa 100 mg/Kg 6,6 118 56 102 33 40 72
20 | manayupa 100 mg/Kg 7 123 54 98 31 | 39 73
21 | manayupa 100 mg/Kg 7,5 119 55 100 | 28 | 38 70
22 | manayupa 100 mg/Kg 6,9 125 49 97 29 35 73
23 | manayupa 100 mg/Kg 7,1 129 52 96 30 36 69
24 | manayupa 100 mg/Kg 7,2 128 51 104 | 36 | 34 72
25 | manayupa 200 mg/Kg 6,9 103 77 84 23 33 66
26 | manayupa 200 mg/Kg 7,3 105 78 82 25 35 65
27 | manayupa 200 mg/Kg 6,7 103 82 79 22 29 63
28 | manayupa 200 mg/Kg 7 98 80 76 26 33 60
29 | manayupa 200 mg/Kg 6,8 111 79 80 24 29 62
30 | manayupa 200 mg/Kg 7 102 75 81 27 34 58

Dénde: CT=colesterol total, HDL=Lipoproteinas de alta densidad, TRI=
triglicéridos, U=urea, TGP= transaminasa Glutamico Pirlvica, FA= fosfatasa

alcalina.
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ANEXO C: Evidencia del trabajo de campo

Anexo C.1. Constancia de ejecucion de actividad experimental en

institucion privada.

ASOCIACION PERUANA DE CIENCIA, TECNOLOGIA Y MEDIO
AMBIENTE SALUDABLE - ASOCIACION PERUANA CTYMAS

CONSTANCIA

A gquien camespanda:

LA "ASOCIACION PERUANA DE OENCIA, TEONOLOGIA Y MEDND AMBIENTE
SALUDABLE", dentificaca con RUC N* 20604190291 chicada Av. Huanuco 468 Florida
Alta. Ancash-Santa - Chimbate, cebidamente representaca por su presidente, Se. César
Sraulo Ceneras Hiarko, wdentdicado can DNI N"80235434

Las alumnas Sachilieres de Farmacia y Biogquimica de 1a Un ¢ San Pecro Sr.
mmommmldmm:mmwmzzym a, Esperanza

Diana con DNE N® 73573373, ejecutaron la etapa mpcmncmwdc U proyecto de
iwestigacin “EFECTO HEPATOPROTECTOR DEL EXTRAC Enlduco DE LAS HOJAS
DE Desmodivm moiculum (MANAYUPA) mm Iamlsm:queconsum en

wadyueenita domnalek de espenimenkaciin Rattuz mmc variecked albinn, Copa Holianasn,
scondicionamictte on puln,  pefinds  de achimabciie, -Mcnl- de &do  hepilico,

adminsedrcsda |L fralimioniin, loeis &t ssucsinis, uallnh mﬁpxm o hlmadus y andlises

e hioguinmcs sanguines (peef@ hepilico).

Se expicie of presente documento, para los fines gue el interesaco crea conveniente.

Chimbote, 03 de abrdl ded 2024,

f
| r',

- € ‘.' e a; S, .,"'“

César Braulie Qsnercs =ilaro
Presiderte A 2. CTYMAS

55



Anexo C.2. Fotografia de muestra vegetal y acondicionamiento para

identificacion taxondmica

Acondicionado para determinacién taxondémica de especie vegetal.
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Anexo C.3. Constancia de identificacion taxondmica de muestra vegetal

= UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
M (Universidad del Pera, DECANA DE AMERICA)

\-\ / L MUSEO DE HISTORIA NATURAL

e

“Afo del B 10, de la lidacion de Ind dencaa, y de la 10m de ks heroicas
batallas de Junin y Av.u:uchu

CONSTANCIA N° 122-USM-MHN-2024

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

La muestra vegetal (esténl) recibida de Jemina Victoria Moreno Honores, cstudiante de
pregrado de la Universidad MAra Auxiliadora ha sido estudiada y clasificada como:
Desmodium molliculum (Kunth) DC. y tiene la siguiente posicion taxonomica, segun el
Sistema de Clasificacion APG [V (2016).

ORDEN : Fabales Bromhead
FAMILIA : Fabaccae Lindl.
GENERO : Desmaodium Desv.
ESPECIE : Desmodium molliculum (Kunth) DC.

Nombre vulgar: “Manayupa™
Procedencia: Distrito Masin, provincia Huari, region Ancash
Determinado por: MSc. Hamilton Beltran Santiago

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

Lima, 12 de junio de 2024
—

/
bﬂ,lgggﬂ)\lbén Castllo

JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

Av. Arenales 1256, Jesis Maria, Lima, Peri Celular: =51 947 245 652 e-mail: berhanowsmémunmsan oda pe
Codego postal Lima 13072 Lunes 2 Viernes 800 - 15:45 hitps - ‘'musechn unmsm edu.pehesbano html

57



Anexo C.4. Flujograma sobre la obtencion del extracto etandlico de las

hojas de Desmodium molliculum (manayupa).

Recoleccién de hojas de Desmodium
molliculum (manayupa)

Seleccion y Ilmﬂeza de las hojas

Pesado de las hojas frescas

e 2

Secado en estufa a 40°C

Pesado de las hojas secas
. 2

Molienda de las hojas secas
R 2

Maceracién hidroalcohdlica
. 4

Filtrado

. 4

Secado en la estufa a 40°C
¥

Obtencién de extracto seco
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Anexo C.5. Obtencion del extracto etandlico de las hojas de Desmodium

molliculum (manayupa).
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Anexo C.6. Toma de muestras sanguineas de las ratas para determinar el
perfil hepatico.
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Anexo C.7. Evaluacion macroscopica de los higados de las ratas para
evaluar el dafio causado por paracetamol.

— -/
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