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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de disefio experimental, tuvo
como objetivo, determinar la toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohodlico de las hojas
de Desmodium molliculum (Manayupa) en Rattus rattus. Var. Albinus. Para la evaluacion
se utilizo, el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Desmodium molliculum, que fueron
recolectados en el Distrito de Tinco de la provincia de Carhuaz, Region Ancash. Para la
evaluacion se emplearon 8 ratas hembras, divididas en dos grupos: 4 ratas cada una (Grupo
control negativo y grupo experimental), previo ayuno, se le administro el extracto
hidroalcohdlico por Unica vez en una dosis maxima de 2000 mg/Kg. Se registro el peso y
talla de los especimenes el dia 1 y 14, los resultados finalizados en la experimentacion
mostraron, una leve disminucion de peso corporal (25¢g), en cuanto a las observaciones
clinicas de toxicidad aguda de los Organos y sistemas, se evidencio somnolencia y
sedacion leve. Asi mismo en los exdmenes bioquimicos de Triglicéridos, colesterol y
glucosa se evidenciaron rangos normales, proteinas (4.37 g/L) y albumina (2.15 g/L) una
leve disminucion propia de la alimentacidn. En conclusion, de acuerdo a los resultados
obtenidos, en el estudio experimental, el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Desmodium molliculum (Manayupa), en Rattus rattus Var. Albinus a dosis Unica de 2000

mg/Kg no presenta toxicidad aguda oral.
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ABSTRACT

The present research work corresponds to an experimental design study, whose objective
was to determine the acute oral toxicity of the hydroalcoholic extract of the leaves of
Desmolium molliculum (Manayupa) in Rattus rattus. Var. Albinus. For the evaluation, the
hydroalcoholic extract of the leaves of Desmodium molliculum was used, which were
collected in the District of Tinco of the province of Carhuaz, Ancash Region. For the
evaluation, 8 female rats were used, divided into two groups: 4 rats each (Negative control
group and experimental group), after fasting, the hydroalcoholic extract was administered
only once in a maximum dose of 2000 mg/Kg. The weight and height of the specimens
were recorded on days 1 and 14, the results of the experiment showed a slight decrease in
body weight (25g), in terms of clinical observations of acute toxicity of organs and
systems, it was evidenced drowsiness and mild sedation. Likewise, in the biochemical
tests of triglycerides, cholesterol and glucose, normal ranges were evidenced, proteins
(4.37 g/L) and albumin (2.15 g/L) a slight decrease typical of the diet. In conclusion,
according to the results obtained, in the experimental study, the hydroalcoholic extract of
the leaves of Desmodium molliculum (Manayupa), in Rattus rattus Var. Albinus at a

single dose of 2000 mg/Kg does not present acute oral toxicity.

Keywords: Spinacia oleracea, Acute oral toxicity, hydroalcoholic extract.

vii



INDICE
TITULO
EQUIPO DE TRABAJO
HOJA DE FRIMA DEL JURADO Y ASESOR
AGRADECIMIENTO
DEDICATORIA
RESUMEN
ABSTRACT
INDICE DE TABLAS
l. INTRODUCCION
1. REVISION DE LA LITERATURA
2.1.  Antecedentes
2.2. Bases tedricas de la investigacion
1. HIPOTESIS
IV. METODOLOGIA
4.1. Disefio de la investigacion
4.2.  Poblacion y muestra
4.3.  Definicion Y paralizacion de variables
4.4,  Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
4.5.  Plan de analisis
4.6.  Matriz de consistencia
4.7.  PRINCIPIOS ETICOS
V. RESULTADOS
a. Resultados de la investigacién
b. Andlisis de resultados
VI. CONCLUSIONES
ASPECTOS COMPLEMENTARIOS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

viii

14
15
15
15
17
18
20
21
23
24
24
28
31
32
33
41



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Promedio de tallas de Rattus rattus var. Albinus hembras, durante la
experimentacion, para la determinacion de la toxicidad aguda oral del extracto

hidroalcoholico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), en los dias 1y

Tabla 2. Promedio de pesos de rattus rattus var. Albinus hembras, durante la
experimentacion, para la determinacion de la toxicidad aguda oral del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), en los dias 1, 7 y

Tabla 3. Observaciones clinicas después de la administracion en dosis Unica (2000
mg/Kg), del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa)

en Rattus rattus Var. AIDINUS ......oooir e e, 24

Tabla 4. Pardmetros bioquimicos en sangre de Rattus rattus Var. Albinus después de 14
dias de la administracion de dosis Unica por via oral del extracto hidroalcohdlico de

Desmodium MO CUIUM . .. e e 25



l. INTRODUCCION

A lo largo de la historia, el uso de las plantas medicinales empez6 de modo instintivo de
manera similar al de los animales, surgiendo después de manera empirica obteniendo
errores y aciertos. Extendiendose actualmente y siendo uno de los principales métodos
curativos, si bien se compara con medicamentos farmacéuticos. No obstante, el hecho que
sean de origen natural significa que no dafia, se puede concretar de manera cientifica que

pueden ser responsables de efectos toxicos sean menor medida que los medicamentos %

La medicina moderna esta desarrollada a nivel mundial segin la OMS (Organizacién
mundial de la salud), en la actualidad, 2/3 de los paises méas desarrollados que impulsan
la economia, utilizan plantas con propiedades terapéuticas. Asi mismo se utiliza como un
sistema complementario alopatica o cientifico, asi surge la idea que personas que lo
necesiten den uso y consumo de estas plantas medicinales, acompafiado de un profesional

capaz de contribuir una informacion y conocimiento fundamentado. ®

A nivel mundial se considera que un 80% de la poblacion depende de remedios naturales
tradicionales. La amplia variedad vegetal y riqueza cultural permite que favorezca el
aprovechamiento de las plantas medicinales desde la prehistoria. Transmitiéndose de
generacion en generacion el patrimonio cultural, de manera que, algunas costumbres
permanecen actualmente y son realizadas cotidianamente, tanto en zonas rurales como
urbanas ®- Es por ello que se ha dado diversos estudios distintas plantas para conocer su
composicion y mediante esto se conoce los efectos beneficiosos que contengan, al igual

que los componentes y propiedades toxicas y de esa manera evitar efectos adversos ¢



El estudio de toxicidad tiene como funcion evaluar y analizar el riesgo y peligro que
produce un componente tdxico que puede causar dafio para la salud o podria causar en

casos severos la muerte )

La planta Desmolium molliculum (Manayupa), pertenece a la familia Fabaceae
Papillonaceae, planta herbacea andina que crece bajo la forma de arbustos multi-
ramificados aproximadamente 50 centimetros de alto, se pueden expandir
horizontalmente debido a sus delgados y débiles tallos cubriendo con su
desarrollo mayores areas de terreno. Sin embargo, esta se adapta y desarrolla en zona de

menos alturas en presencia de clima frio o templado ©

Desmodium molliculum conocida cominmente como Manayupa, runamanayupana, “pata
de perro”, “pie de perro”, “pega-pega” y en quechua “allcopachaque”, es una planta
medianamente conocida entre los efectos que se le atribuyen son: depurador sanguineo,
anticonceptivos, funciones de los rifiones, gastritis aguda y cronica, vias urinarias, mucosa
y efecto antiinflamatorio, enfocandonos a lo antes dicho, esta planta medicinal carece de
estudios toxicoldgicos, al utilizarse en diferentes enfermedades es necesario realizar dicha
evaluacion.®. En base a lo antes descrito se plantea la siguiente pregunta ¢EI extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Desmolium molliculum (Manayupa) presentara toxicidad

aguda oral en Rattus rattus? Var. Albinus?



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general

- Determinar la toxicidad aguda oral del extracto de las hojas de Desmolium

molliculum (Manayupa) en Rattus rattus. Var. Albinus

Objetivo especifico

Determinar la talla promedio de Rattus rattus Var. Albinus, segun el grupo de
experimentacion en los dias 1,y 14

Determinar el peso promedio de Rattus rattus Var. Albinus antes y después de 14
dias de la administracion de dosis Unica por via oral del extracto hidroalcoholico
de Desmodium molliculum (Manayupa).

Analizar parametros bioguimicos en sangre de Rattus rattus Var. Albinus después
de 14 dias de la administracion de dosis Unica por via oral del extracto
hidroalcoholico de Desmodium molliculum (Manayupa).

Observar las manifestaciones clinicas en Rattus rattus Var. Albinus después de la
administracion de dosis Unica de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Desmodium molliculum (Manayupa).



Il.  REVISION DE LA LITERATURA

2.1. Antecedentes
Gordillo, et al. En su estudio, evaluaron la toxicidad aguda oral del extracto acuoso de
hojas y tallos de Desmodium molliculum (H.B.K.) D.C., Utilizaron 24 ratones adultos
hembras y machos, de los cuales se dividieron en dos grupos de 12 y estos en 4 subgrupos
de 3 ratones cada uno, utilizando una concentracion de 500, 1000 y una dosis maxima de
2000 mg/kg de peso respectivamente, se registraron los signos de toxicidad, peso, muerte
y tiempo de ocurrencia de la misma, los dias 1, 7 y 14. Como resultados obtuvieron que
en las condiciones del ensayo, la Manayupa no produjo signos de toxicidad, ni provoco
la muerte de los ratones, no se observo alteraciones significativas del peso corporal.
Llegaron a la conclusion que el extracto acuoso de hojas y tallos de Desmodium
molliculum (H.B.K.) D.C., Manayupa, en concentraciones de hasta 2000 mg/kg pc de Mus

musculus, no es toxica .©

Duefias et al, en su trabajo de experimentacion tuvo como objetivo evaluar la toxicidad
aguda oral del extracto hidroalcohdlico de la planta Chuquiraga jussieui , el estudio se
realiz6 en ratas Sprague Dawley, emplearon un total de 20 ratas divididos en dos grupos
de 10 y dos subgrupos de 5 ratas hembras y 5 machos para observar la diferencia entre
sexos, aplicaron el método de dosis unica de 2000 mg/Kg por via oral, como resultado no
se observaron signos de toxicidad durante los 14 dias de observacion post administracion,
se presencio ganancia de peso en los especimenes y no hubo lesiones anatomopatologicas
macroscopicas. En conclusion, El extracto hidroalcoholico concentrado de la planta

Chuquiraga jussieui se catalogé como no clasificado segun la metodologia de la OMS y



como Categoria 5 por la GHS, OECD, por lo que se considera de muy baja toxicidad via

oral

Linares et al, tuvo como objetivo en su estudio experimental, evaluar la toxicidad aguda
oral del extracto hidroalcohdlico de Cnidoscolus Chayamansa Mc Vaugh en ratas
hembras, Utiliz6 aproximadamente 5 ratas Sprague Dawley. Utilizaron el método de dosis
Unica de 2000 mg/Kg por via oral, obtuvieron como resultados que los especimenes se
comportaron dentro de los parametros establecidos para la curva de crecimiento de la
especie y linea de modelo bioldgico utilizado. Llegaron a la conclusion que las hojas de

Cnisdoscolus Chayamansa, es inocuo por via oral. ®

2.2.  Bases tedricas de la investigacion

Familia Fabaceae

Considerada como una de las familias mas numerosas de las plantas que contiene flores,
aproximadamente 440 géneros y mas de 12.000 especies, es de importancia ya que
contiene componentes necesarios para las comunidades vegetales, y también de forma
agricola. Son plantas herbaceas, arbdreas, trepadoras o arbustivas, perennes o anuales, sus
hojas son varias compuestas o simples, sus flores son hermafroditas, son vistosas y se
adaptan a los insectos por polinizacién. Los frutos son de tipo legumbre, rara vez lomento

nuez: ©
Género Desmodium

Este género tiene mas de 20 especies, se puede dividir en tres grupos: plantas herbaceas

hasta de 80 cm de alto, pequefias, y especies unifoliadas, las especies de este género



contiene alcaloides en su mayoria en hojas ya tallos que se denominan triptamina, se
caracterizan por sus flores que se tratan por racimos que son reducidos en una sola flor,
eso seria a nivel familiar. Desmodium pertenece a las mas comunes en inflorescencias que

es el racimo simple. 19

Desmodium molliculum (MANAYUPA) 1)
- Usos: Cocimiento o en infusién, se recomienda no mezclar con otras plantas al
momento de tomarla con un méximo de 15 dias.
- Compuestos: Esteroides, flavonoides, saponinas, taninos, alcaloides, compuestos
fendlicos.
- Precauciones: En embarazos y lactancia se recomienda evitarla o mejor no
utilizarla bajo la supervision de un médico responsable, e incluso una dosis alta

puede causar hipotension.

Afecciones de las vias urinarias (diurético), digestivas, depurador sanguineo,

infecciones vaginales y también en casos de asma y ansiedad.

a. Clasificacion taxonomica 2

Reino: Plantae - planta
Subreino: Tracheobionta
Super division: Spermatophyta
Division: Angiospermas

Clase: Dicotidedoneas



Subclase: Arquiclamideas
Orden: Leguminoseae
Familia: Fabaceae -papiloneaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Desmoidieae
Género: Desmodium
Especie: Desmodium molliculum
Nombre comln: Manayupa.

b. Descripcion morfoldgica:
Es una planta andina herbacea rastrera que crece aproximadamente entre los 2,000
y 3,000 metros de altura, se expanden horizontalmente cubriendo con su desarrollo
mayores areas gracias a sus delgados y débiles tallos. Sin embargo, se desarrolla
y adapta en zonas de menos altura en presencia de clima templado o frio,
Desmodium molliculum, .es una planta desintoxicante por excelencia. Peruana que
habita sobre los 3,200 m.s.n.m. %
Tallos: Débiles y delgados y se expanden horizontalmente cubriendo con su
desarrollo los terrenos en gran tamafio.
Hojas: Rugoso, color verde oscuro y trifoliadas.
Flores: Color purpura claro, papiloneadas.

Fruto: Legumbre de color verde. ¥



Usos tradicionales de Desmodium molliculum (Manayupa).

Esta importante especie pertenece al género Desmodium, esta planta rastrera se usa
ampliamente como usos tradicionales por afios en América, brindando por un periodo
largo eficacia en sus efectos, gracias a eso este ha sido documentado. Desmodium
molliculum, es conocido también como “Manayupa” o “pata de perro”, utilizada en la
medicina natural peruana, ya sea con otras drogas o solo, poseyendo una amplia variedad
de usos tradicionales como cicatrizante, antiinflamatorio, antimicrobiano, depurativo y

recientemente anticonceptivo.

Fitoquimica y Actividad bilogica de Desmodium molliculum

A través de un estudio realizado, evaluando tres muestras de dicha planta de diferentes
lugares, lo cual también es utilizada como diurético, antihemorragica, depurativa de la
sangre, antiinflamatoria en las vias respiratorias, rifiones e higado. Los resultados
muestran que tiene buena actividad bioldgica, en un estudio fotoquimico se llega a
concluir que contiene una considerable cantidad de metabolitos secundarios, siendo la mas

representativa los flavonoides.®
Composicion quimica de Desmodium molliculum (Manayupa).

En la composicion quimica de la planta, encontraremos diversos metabolitos secundarios
que brindan una importante labor para la eficacia de esta, entre ellas se encuentran
Flavonoides, taninos, esteroides y Riboflavina. A los 2 metabolitos mencionados al final

se le atribuye efecto depurado y antinflamatorio. *”)



a. Flavonoides:

Este metabolito secundario se representa por su toxicidad baja, y generalmente por su
actividad en el sistema vascular con su accion vitaminica P, que demuestra un efecto
protector de la pared vascular. Asi mismo este consta de un efecto antioxidante, ya que
este inhibe la peroxidacion lipidica, demostrando asi efectos antimutagenicos y a la vez
cumplen la capacidad de inhibir ciertas enzimas, también se puede considerar la accion
antioxidante de los flavonoides que depende primordialmente de su capacidad de reducir
quelares metales y radicales libres. Por otro lado, este metabolito secundario ejerce otras

acciones como: antiespasmadica, antiulcerosa, diurética, antiinflamatoria y géstrica. ‘%

b. Taninos:

Se caracteriza por sus propiedades astringentes, ejerciendo efecto antiséptico ya
antidiarreico. Los taninos al precipitar proteinas, estos, proporcionan un efecto
antimicrobiano y antifungico, ademéas de se definen también como hemostaticos y a
medida que se precipitan los taninos sirven como antidoto en casos de intoxicacion,
también en procesos de heridas y quemaduras e inflamaciones, ya que los taninos, forman
una capa protectora en tejidos epiteliales lesionados, y debajo de esta capa, el proceso de

curacién ocurre de manera natural. @9

c. Esteroides:

Los esteroides son considerados como derivados de los triterpenoides, ya que este posee
un esqueleto tetra ciclico que es muy caracteristico, en lo cual puede fusionar con los tres
anillos de seis miembros y no de sus cinco miembros. Consta de 17 atomos de carbono

denominado gonano. Este nlcleo esteroide es alterado por transferencia de un atomo de



oxigeno del carbono 12 al carbono 11 dentro de la molécula policiclica, para utilizarlo
como intermediario de la produccion 2, 18,27 de cortisona. En la naturaleza, ningun

esteroide posee el ndcleo simple del gonano. ?%

d. Rivoflavina:

La Rivoflavina, se considera también como nutriente de manera esencial que cumple las
funciones del metabolismo energético en situaciones normales, actla como cofactor en
las reacciones enzimaticas, esencialmente en el medio de transporte de electrones. La
vitamina B12 se encuentra presente en los tejidos de los mamiferos, en forma de
coenzimas flavin mononucleétidos (FMM) y flavin adenin dinucleotido (FAD), que
intervienen como parte de las flavo proteinas, intercediendo en el metabolismo de los

carbohidratos, proteinas y grasas. ?%
Toxicologia y estudios toxicologicos

Al hablar de estudios toxicoldgicos nos referimos a la investigacién por parte del
laboratorio de los posibles agentes etiologicos de un posible cuadro clinico, cuando se
brinda la variedad de sustancia con que se puede intoxicar una persona, los laboratorios
tienen que trabajar de manera ardua con los servicios de urgencia para consensuar los
examenes necesarios en esta area y brindar una objecion de acuerdo al tipo de poblacién
y los origenes de dicha intoxicacién. Los laboratorios toxicologicos deben abastecer dos
niveles de examenes: los andlisis concretos de drogas en orina y sangre, las
investigaciones toxicoldgicos evolucionados o prolongados en estas mismas muestras u

otras. Los Centros de Indagacion Toxicoldgica colaboran con el clinico orientandolo en

10



la solicitud de exdmenes, como también concediéndole informacidn acerca de las posibles

drogas implicadas en una intoxicacion. 2

Es el estudio de venenos, definiéndose de manera precisa como la cuantificacion e
identificacion de las reacciones adversas que se asocian la exposicion a sustancias
quimicas, agentes fisicos y en otras diferentes situaciones, se puede complementar
diciendo que la toxicologia, comienza desde estudios accion investigativa sobre el
mecanismo de accién de los agentes toxicos hasta la interpretacion y elaboracion de
normalizadas pruebas para asi, determinar los agentes tdxicos. Estos estudios aportan una
importante informacion a la medicina como la epidemiologia, para poder comprender de

manera cognitiva la etiologia de diferentes enfermedades. ¢®

En el organismo, el objetivo principal es dar a entender que afectan ciertas sustancias
quimicas, detectar los niveles que poseen estas sustancias, y que compuesto pasan a ser
seguro o no. El rapido y amplio desarrollo de la industria quimica y el uso de sustancias a
diferentes niveles han sido de gran importancia y necesario determinar la toxicidad de
compuestos, también la necesidad de establecer cuales son los niveles de exposicion a
esas sustancias que puedan presentar un gran peligro en la vida humana. Generalmente,
con estas pruebas toxicologicas se investiga que tipos de condiciones se da para que las
células bioldgicas, se vean afectadas por la actividad toxica de una determinada estructura

quimica. ?¥

11



Toxicidad

Toxicidad, permite la determinacion del efecto de una combinacion sobre un grupo de
organismos seleccionados bajo diferentes tipos de condiciones. Permitiendo asi medir las
proporciones de organismos afectados o el grado que este pueda ocasionar. Actualmente
estos ensayos brindan informacién para la evaluaciéon de los contaminantes toxicos a
través con estudios con organismos de laboratorio. Estas respuestas pueden ser de
inhibicion o magnificacion evaludndose por la reaccion de estos organismos como
muertes, alteraciones en la morfologia, etc. Estos estudios constituyen hoy dia una parte
muy importante dentro del desarrollo, se extienden practicamente a lo largo de todo el
mismo. El objetivo de los mismos 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 crénicas. ¢

Tipos de toxicidad

a. Toxicidad aguda

Es la capacidad de una sustancia o mezcla para producir diferentes tipos de efectos
adversos en corto plazo (usualmente 24 horas, pero se admite hasta 14 dias) después de la
administracion de una dosis Unica, (una exposicion dada) o tras dosis 0 exposiciones
maultiples en 24 horas. Dosis Letal 50 dosis, Estas son calculadas estadisticamente, de un
agente fisico o quimico (radiacion) que se espera que provoque la muerte
aproximadamente 50 a 100 de los organismos de una poblacion bajo un conjunto de 14

condiciones establecidas. ¢®)

12



Tiempo de observacion: Por los menos 14 dias, pero no rigurosos. En ese tiempo
transcurrido se determinard: reacciones toxicas, el tiempo en que los signos aparecen y

desaparecen y/o mueren. ©

Exédmenes clinicos: Se ejecutan una vez al dia, necropsia a los animales de
experimentacién muertos, observaciones de cambios en el pelaje y piel, membranas

mucosas, 0jos. A nivel circulatorio, respiratorio y sobre todo la, actividad somatomotora.

(16)

Signos clinicos: temblores, Comportamiento, salivacién, convulsiones, diarrea, suefio-

(coma, tiempo en que mueren lo més preciso posible y peso a los tiempos 0, 7 y 14 dias.

(16)

b. Toxicidad croénica

Definiéndose como la determinacion de causar dafio a largo plazo, con efectos que tienen
un periodo de latencia, manifestandose después de un largo tiempo con efectos crénicos
toxicos que resultan de una toxicidad leve o repetidas exposiciones a lo largo de un
periodo. Los efectos cronicos pueden ser mutagénicos, neuroldgicos, dafio a sistema

reproductor o cancerigenos. ¢”)
Dosis toxica

El dafio permanente hacia el organismo se debe a la cantidad de droga que se administra,
el grado de toxicidad se relaciona con la relacion de la naturaleza y puede presentar en
forma aguda, semi aguda o crénica. Este de evaluar utilizando animales de mayor

complejidad como ratones o ratas.
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I1l. HIPOTESIS

Hipétesis nula (Ho)

El extracto hidroalcohélico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), no tiene

toxicidad aguda oral en Rattus rattus. Var. Albinus.

Hipotesis alternativa (Hy)

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), si tiene

toxicidad aguda oral en Rattus rattus. Var. Albinus.
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IV. METODOLOGIA

4.1.Disefo de la investigacion
Esta investigacion corresponde a un estudio cuantitativo de enfoque basico, a un nivel
explicativo de disefio experimental, grupo experimental (dosis unica de 2000 mg/Kg) y

grupo control (Agua destilada).

4.2. Poblacién y muestra

4.2.1. Recoleccién del material bioldgico

A través de un completo de Desmodium molliculum (Manayupa), se
identifico en el Herbarium truxillense de la Universidad Nacional de
Trujillo (UNT), determinando la taxonomia real del espécimen a traves

de una constancia.

- Poblacion vegetal:
Constituida por hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), en el
distrito de Tinco entre 2588 m.s.n.m de la provincia de Carhuaz, de
la Region Ancash.

- Muestra vegetal:
Se utilizé aproximadamente 3 Kg de hojas de dicha planta, secadas a
40°C en estufa, posteriormente fueron pulverizadas, dando como
resultado un aproximado de 100 g de polvillo, para seguidamente

realizar la obtencion del extracto hidroalcohdlico.
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4.2.2. Recoleccion de la muestra bioldgica
- Poblacion biolégica
Fue constituida por la especie Rattus rattus var. Albinus
- Muestra bioldgica
Se utilizaron 8 ratas hembras de la especie Rattus rattus var. Albinus,
con peso de 200 - 300 g procedentes de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia - Lima.
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4.3.Definicion Y paralizacion de variables

Variable Definicion conceptual Definicion operacional Indicadores
Medicién peso y talla. Talla (cm), Peso ()
La toxicidad aguda tiene AT - —— -
g Analisis laboratorio. Triglicéridos (mg/dL), Proteinas
variable or objetivo, determinar .
P J totales (g/L), Albumina (mg/dL)
dependiente: los efectos de una dosis — - — . . -
Evaluacidn de signos clinicos. Cambios en el pelaje y piel,
Toxicidad aguda Unica'y muy elevada de .
postura, pasos, presencia de
una sustancia. ) i
excreciones y secreciones
anormales, reactividad sensorial,
actividad motora y fuerza de agarre.
variable
Independiente: Disolucion de los
Extracto principios activos de una
hidroalcohdlico de las | planta en un determinado Dosis Unica 2000 mg/Kg de peso.
hojas de Desmodium medio que actua de
molliculum disolvente.
(Manayupa).
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4.4.

Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

44.1.

4.4.2.

Elaboracion del extracto hidroalcoholico.

La obtencion del extracto se realizé en el laboratorio de la Facultad de
Ciencia de la salud de la ULADECH Catdlica, se usO las hojas de
Desmodium molliculum “Manayupa”, recolectadas en la provincia de
Carhuaz, departamento de Ancash, Distrito Tinco. La muestra obtenida fue
3Ky, se seco a estufa a 40 °C, seguidamente se pulverizé obteniéndose 100
g, se macerd aproximadamente 885ml de alcohol de 80° por 7 dias con
agitacion diaria a temperatura ambiente. Posteriormente se llevo a
rotavapor por 2 horas a una temperatura de 25° C, una vez obtenida la
muestra se almaceno en un frasco ambar.

Determinacion de solidos totales (Método gravimétrico)

Se tom6 1 ml de concentrado final del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Desmodium molliculum (Manayupa), a una capsula de porcelana
previamente pesada (28.2433 @), llevando a cocina para ser evaporada
hasta que el residuo este aparentemente seco, se retird y peso nuevamente
(28.309), se realizd los calculos correspondientes y se obtuvo 0.0567 g por
mL. @8

Utilizando la siguiente Formula:

St=P2-P1x100

P1 = Peso de capsula vacia (g)

P> = Peso de capsula con el residuo

18



x 100 valor matematico de porcentaje

4.4.3. Determinacion del efecto toxico agudo oral.

Se utilizé el método de Clases Toxicas Agudas, administrando el
extracto hidroalcohodlico de las hojas de Desmodium molliculum
(Manayupa) por via oral. Se emple¢ 8 ratas, de los cuales, se les retird
la alimentacion 12 horas antes de la administracion del extracto
hidroalcohdlico, se clasificaron por grupos en el que al Primer grupo
(Grupo control negativo), se le administr0 agua destilada
isovolumetricamente y al segundo grupo (Grupo experimental), se le
administré la dosis maxima de 2000 mg/kg, por via oral que se
administr6 con una sonda nasogastrica. A los animales de
experimentacion, se les realizd un seguimiento constante por las 4
primeras horas para la evaluacion de reaccion, continuando durante los
14 dias siguientes; registrando cualquier signo clinico que se observe
durante los 14 dias de respectiva de observacion, se control6 el peso
corporal al inicio del estudio, a los 7 dias y 14 dias finalizando la
experimentacion.

Se midié la talla al inicio y final, desde el hocico hasta la cola, en
posicion de decubito ventral. Se analizé los 6rganos de los animales
sacrificandolos y realizando los estudios macroscopicos. Las
observaciones clinicas a los animales incluyeron la apreciacion del

comportamiento y el estado fisico general; de las mucosas nasales y
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oculares en busca de secreciones y de la piel y pelaje, de igual manera
se observo su frecuencia respiratoria, sistema nervioso central y
autébnomo, en busca de cambios. Se realizd, ademaés, la palpacion del
abdomen, se evalud la actividad somato motora y se prestd especial
atencion a la posible ocurrencia de signos como temblores, convulsiones,
diarrea, letargo, salivacion, suefio y coma. 9

Se realiz6 determinaciones bioquimicas sanguineas, al finalizar el
tiempo de experimentacion. La obtencion de sangre se realiz6 por
puncion cardiaca, previo ayuno de 12 h de los animales. Se determiné

glucosa, colesterol total, triglicéridos, proteinas totales y albumina. G°

4.5.  Plan de anélisis

El anlisis se presentd a través de fichas de recoleccion de datos y tablas. Las tablas
indican los promedios de los diferentes estudios que se realizaron en los animales de
experimentacion (Rattus rattus var Albinus) al evaluar la toxicidad aguda oral del

extracto de las hojas de Desmodium molliculum Manayupa.
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4.6. Matriz de consistencia

TITULO DE LA | FORMULACION TIPO Y DISENO | POBLACION
INVESTIGACION | DEL PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES DE LA Y MUESTRA
INVESTIGACION
Obijetivo General Hipdtesis nula (Ha
;Tendré Determinar la toxicidad | EI extracto _DEPE’\_‘DENTE Poblacién
- aguda oral del extracto | hidroalcohélico de | : Toxicidad aguda vegetal:
toxicidad de las hojas de|las hojas  de | oral de extracto de Conjunto de
aguda oral el | pegmolium molliculum | Desmodium las  hojas  de | A jicativo de Desmodium
Toxicidad aguda | EXtracto 1as | (Manayupa) en Rattus | molliculum Desmodium dised molliculum
oral del extracto | N0Jas de | rattus. Var. Albinus. (Manayupa),  no | molliculum 1seno (Manayupa).
de las hojas | Desmodium Objetivos especificos | tiene toxicidad | (Manayupa). experimental
Desmodium molliculum Determinar la talla | aguda oral en Rattus | INDEPENDIEN Muestra
molliculum (Manayupa)? | promedio de Rattus | rattus. Var. Albinus. | TE: vegetal:
(Manayupa). rattus, segun el grupo | Hipotesis Extracto de las Se empled 3
de experimentacion en | alternativa (Ho hojas de Kg de hojas.
los dias 1, y 14. El extracto | Desmodium
Determinar el | hidroalcohdlico de | molliculum Muestra
promedio de peso de | las  hojas  de | (Manayupa). animal: 8
Rattus rattus, durante | Desmodium ratas.
la  experimentacion, | molliculum
para la determinacion | (Manayupa), Si
de la toxicidad aguda | tiene toxicidad

oral del extracto
hidroalcohélico de las
hojas de Desmodium
molliculum

aguda oral en Rattus
rattus. Var. Albinus.
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(Manayupa), en los

dias 1, 7y 14.

Evaluar las
observaciones clinicas
después de la

administracién en dosis
Gnica del extracto
hidroalcohélico de las
hojas de Desmodium
molliculum
(Manayupa), en Rattus
rattus.

Evaluar el promedio de
los valores
bioquimicos, después
de la administracion
del extracto
hidroalcohodlico de las
hojas de Desmodium
molliculum
(Manayupa), en Rattus
rattus.
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4.7.

PRINCIPIOS ETICOS:

Teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, que promueve la recuperacion del
conocimiento tradicional sobre el uso de plantas medicinales, no solo para preservar
su legado cultural, sino también para registrar informacion relevante y demostrar
cientificamente sus efectos terapéuticos que servirdn como nuevas fuentes de
medicamentos y otros beneficios para la humanidad.®Y En el caso del manejo de
animales de experimentacion se realizara con respeto de su bienestar de acuerdo a
los propdsitos de la investigacion, promoviendo su adecuada utilizacion y
evitandoles sufrimiento innecesario. La finalidad es contribuir con la proteccion de

la biodiversidad, puesto que es un bien comun. ¢
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V. RESULTADOS

a. Resultados de la investigacion
TABLA 1 Promedio de tallas de Rattus rattus var. Albinus hembras, durante la
experimentacion, para la determinacion de la toxicidad aguda oral del extracto

hidroalcoholico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), en los dias 1y 14.

GRUPOS DIA 1 DIA 14
Grupo control 36 cm 36 cm
Negativo

Grupo

experimental 37cm 37cm
(2000 mg/Kg)

Fuente: Datos propios de la investigacion
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TABLA 2 Promedio de pesos de rattus rattus var. Albinus hembras, durante la
experimentacion, para la determinacion de la toxicidad aguda oral del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), en los dias 1, 7y 14.

GRUPOS DIA1 DIA 7 DIA 14
Grupo control ~ 236.8 ¢ 234 g 223.1¢
negativo

Grupo 22589 21179 200949
experimental

(2000 mg/Kg)

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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TABLA 3 Observaciones clinicas después de la administracion en dosis Unica (2000 mg/kg), del extracto hidroalcoholico de las

hojas de Desmodium molliculum (Manayupa) en Rattus rattus, var. Albinus.

Organos Grupo experimental
Grupo control negativo
y sistemas 2000mg/kg
N° de Ratas 1 2 3 4 1 2 3 4
Auténomo NSP NSP NSP NSP Somnolen NSP Somnole NSP
cia ncia
7h 5h
Comportamiento  NSP NSP NSP NSP Sedacion  Sedacién NSP NSP
leve 6h leve 4h
Sensorial NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP

Frecuencia 154lpm  194lpm  192lpm  162lpm 82Ipm 97lpm 96Ipm 123lpm
cardiaca
Frecuencia 84/min  96/min  100/min 100/min 168/min 156/min  131/min 128/min

respiratoria

Ocular NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP

Gastrointestinal NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP

Cutaneo NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP
Leyenda:

NSP: No se presencio

Fuente: Datos propios de la investigacion
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TABLA 4 Parametros bioquimicos en sangre de Rattus rattus Var. Albinus después de 14
dias de la administracion de dosis Unica por via oral del extracto hidroalcohdlico de

Desmodium molliculum.

Triglicéridos  Colesterol  Proteinas Albdmina  Glucosa

Grupo control 216 mg/dL  60mg/dL 5.73¢g/L  2.99 g/L 98 mg/dL
(Blanco)

Grupo de

experimentacion 75mg/dL  6lmg/dL 437g/L  215g/L  47.6 mg/dL
(2000mg/KQ).

Fuente: Datos propios de la investigacion.
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b. Anélisis de resultados
El presente trabajo de investigacion, se determind la toxicidad aguda oral del extracto de
las hojas de Desmodium molliculum Manayupa, en Rattus rattus var. Albinus. En el Peru,
la medicina natural, puede representar una préctica de medicina alternativa desde muchos
afios hasta la actualidad ya sea por cultura o por aspectos socioeconémicos, por ende, es
muy importante la valoracion de manera cientifica la inactividad de las plantas

medicinales a través de la demostracion de sus efectos terapéuticos y su toxicologia.

EnlaTabla 1. en el promedio de las tallas de Rattus rattus var. Albinus, se puede observar
que en el proceso de crecimiento fue de acorde a su especie de manera normal, dando
mucha significancia para el estudio experimental realizado, siendo asi, como lo indico
Cossio et al®!, en su propuesta para valorar la velocidad de crecimiento somatico a partir
de la masa corporal de ratas, determin6 que el proceso de crecimiento llega en un 100% a
los 112 dias de vida. Constatando asi, que los especimenes utilizados en experimentacion

tuvieron un aproximado de 4 semanas de vida.

En la Tabla 2. En el promedio de pesos corporales de las ratas hembras, hubo una leve
disminucion de pesos, Segun Cossio et al @Y, nos implica que la razon de algunas pérdidas
de peso en los animales de investigacion se debe, a que estos estan expuestos a diferentes
procedimientos durante el proceso de investigacion, el peso corporal normal de Rattus
rattus es de 276.5 £ 111.70 g, acorde a los dias de crecimiento final. En comparacion de
los animales estudiados en el trabajo experimental, el Grupo control negativo en el dia 1
(236.8 g), generandose asi que el dia 7 el promedio fue de 234g y el dia 14, 223.1g, en el

grupo experimental en el dia lel peso fue de 225.8 g, en el séptimo dia 211.7 g y 200.9 ¢
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en el dia 14. En lo cual no se considera una diferencia significativa debido a que esta

dentro de los parametros normales.

La evaluacion de la toxicidad aguda oral, del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Desmodium molliculum (Manayupa), en una dosis maxima de 2000 mg/Kg, en el trabajo
realizado no demostrd tener efecto toxico debido a los diferentes signos y sintomas
presentados en la Tabla 3. en la inspeccion clinica se puede considerar los sintomas leves
que presentaron las ratas nimero 1 y 3, demostrando somnolencia de 5 a 7 hrs
respectivamente, al igual que el comportamiento una leve sedacién de 4a 6 h, en larata 1
y 2, después de ello volvieron a su estado normal, esto se comprob6 por la disminucion
en el ritmo cardiaco en los diferentes animales de experimentacion: rata 1, 82/min, rata
2, 97/min, en larata 3 96/miny en la rata 4, 123 por minuto. En la frecuencia respiratoria,
en el grupo de experimental (2000 mg/Kg), demostraron normalidad al ser comparadas
con los valores normales, excepto la rata numero 4 (123 x min) que se debid a diferentes
factores de administracion. ®®, a nivel sensorial, gastrointestinal, ocular y cutaneo no
presentaron sintomas (NSP), por lo que se considera una vez mas, que dicha planta no

presento toxicidad.

En los resultados bioquimicos ©4, representan un indicador muy significativo en los
estudios toxicoldgicos tal y como se puede observar en la Tabla 4. no se evidencio
ninguna diferencia significativa entre los dos grupos (Grupo control negativo y grupo
experimental), en el examen de triglicéridos (75 mg/dL), colesterol (61 mg/dL) y glucosa
(47.6 mg/dL), se encuentran dentro del rango normal establecido, en cambio las proteinas

(4.37 g/L ) y albumina (2.15 g /L), se encontraron por debajo del rango normal, esto se
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asocia a las alteraciones renales y hepéticas de manera leve en la experimentacion, por
motivos de alimentacion. A nivel general, se puede afirmar que en la administracion no
condujo a modificaciones o alteraciones en el trabajo de investigacion, ya que esto puede
ser interpretado como signos téxicos, en los analisis bioquimicos. Estos resultados
guardan similitud con los obtenidos por Gordillo et al®, que evalud la toxicidad aguda
oral del extracto acuoso de hojas y tallos de Desmodium molliculum (Manayupa) en
ratones, al igual que en una concentracion maxima de 2000 mg/Kg de peso corporal, en
lo cual observaron no tener ningun signo ni sintoma relacionado a la toxicidad en los dias
7'y 14. En conclusion, la administracion oral durante los 14 dias del extracto acuoso de
hojas y tallos en dicha concentracion no es toxica y se encuentra en el nivel de dosis que

se utiliza bajo las condiciones experimentales.

En relativa con los resultados obtenidos por los autores Duefias y Linares ®), en el cual
muestran que, el método de dosis fija a dosis limite de 2000mg/Kg, de la OCDE, en la
cual utilizado también en dicho informe realizado es de procedimiento reproducible, se
podria clasificar las sustancias de manera similar a otros métodos de prueba de toxicidad,
sin embargo, este método de clasificacion de toxicidad aguda se basa en evaluaciones
biométricas con dosis fijas para que la sustancia se clasifique para fines de evaluacion de
peligro. Teniendo en cuenta los resultados logrados al administrar, por via oral, el extracto
hidroalcoholico a dosis unica en los autores antes mencionados, y en comparacion a este,
al no observarse signos evidentes de toxicidad en los animales en estudio a la dosis limite
de 2000 mg/kg, segun las normativas de la Comunidad Europea para la clasificacion de la

toxicidad aguda oral es considerada no clasificado, es decir, no toxico.
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VI.

CONCLUSIONES

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa),

no presentd tener efecto toxico en Rattus rattus var. Albinus.

En el estudio realizado en Rattus rattus var. Albinus en los dias 1 y 14 con el
extracto hidroalcoholico de las hojas de Desmodium molliculum (Manayupa), no
evidenciaron efecto, en la talla presentada en los especimenes.

El peso promedio de Rattus rattus var. Albinus durante la experimentacion, para
la determinacion de la toxicidad aguda oral del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Desmodium molliculum, demostraron tener un peso, dentro de los
pardmetros normales.

Los valores encontrados en el estudio bioquimico en muestras sanguineas,
muestran valores dentro del rango normal establecido para Rattus rattus, no
mostraron datos que se relacione algun efecto de toxicidad, por lo que se le puede
considerar no toxica.

En relacion a las manifestaciones clinicas no se encuentra variaciones
significativas que demuestre un efecto téxico de plantas de Desmodium
molliculum (Manayupa) en Rattus rattus Var. Albinus después de la
administracion de dosis Unica de 2000 mg/kg del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Desmodium molliculum (Manayupa).
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

En consecuencia, a los resultados obtenidos en este estudio experimental, se puede
recomendar el uso a la poblacion de forma controlada para evitar los efectos
adversos.

Se recomienda contar con trabajos de investigacion que profundicen en las
diferentes propiedades que podria poseer esta planta, de tal manera que haya una

mayor seguridad al momento de usarla.
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ANEXOS

Anexo 1. Clasificacion taxonémica de Manayupa.




Anexo 2: Certificado de buen estado nutricional, sanitario y clinico de las muestras
bioldgicas (ratas cepa Holtzman).
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Anexo 3: Recoleccion, seleccion, lavado, secado y pulverizacion de las hojas de

Desmodium molliculum (Manayupa).

43



Anexo 4: Obtencidn del extracto hidroalcohodlico de las hojas de Desmodium molliculum

(Manayupa).

44



Anexo 5: Procedimiento experimental.
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Anexo 5. Examenes macroscopicos.

Grupo control (Blanco 1) Grupo experimental. 1

o N

Figura 1. Observacion macroscopica del higado de rata hembra sepa Holtzman.

Grupo control (blanco 2) Grupo experimental 2
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Figura 1. Observacién macroscépica del higado de rata hembra sepa Holtzman.
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Grupo experimental (Blanco 3)

Grupo experimental 3

Figura 1. Observacion macroscopica del higado de rata hembra sepa Holtzman.

Grupo control (Blanco 4)

Grupo control 4

Figura 1. Observacion macroscopica del higado de rata hembra sepa Holtzman.
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