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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo experimental y enfoque cuantitativo se realizo
con el objetivo de demostrar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Cajanus cajan (Guandul) en Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad
inducida por acrilamida. Estuvo conformado por un grupo negativo, un grupo control
positivo y dos experimentales (1 y 1), Al grupo negativo se proporciono alimentacion y
agua ad. libitum, al grupo control positivo se les indujo a hepatotoxicidad con acrilamida
(50 mg/kg p.c por via intra peritoneal, dosis Unica) a los grupos experimentales 1 y Il se
les administré extracto hidroalcohélico de Cajanus cajan en dosis de 300 mg/Kg pc y 600
mg/Kg pc por sonda orogastrica durante 7 dias, administrando en el quinto dia acrilamida
50mg/kg pc, se evaluaron los niveles séricos de Transaminasa Glutamico oxalacetato
(GOT), Transaminasa Glutamico Piravica (GPT) y Fosfatasa alcalina en el quinto y octavo
dia de los tratamientos. Los resultados para GOT y GPT inicial y final fueron: Grupo
control negativo 16.5+2.1 Ul/L y 14.2+2.28 UI/L, 12.4+2.3 Ul/L y 13.9+2.0 UI/L Grupo
control positivo 121.2+4.1 UI/L y 137.5+4.5 UI/L, 108.2£3.4 UI/L y 136.8+4.1UI/L
Experimental | 115.0+3.4 UI/L y 73.1+14.3 UI/L, 106.7£1.9 UI/L y 64.2+2.8 UI/L
Experimental 11 102.4+ 6.8 UI/L y 57.2+8.1 UI/L, 78.7+2.1Ul/L y 40.7+1.8 UI/L y para
Fosfatasa alcalina: Grupo control negativo 19.2+3.4 UI/L y 15.7+3.3 UI/L, Grupo control
Positivo 92.1+3.0 UI/L y 104.2+14.6 UI/L, Experimental 1 70.8+4.6 Ul/L 'y 32.1+4.3UI/L,
Experimental 11 59.9+£4.6 Ul/L 'y 24.8+4.7 UI/L. Al comparar los valores de transaminasas
mediante la prueba ANOVA se obtuvo diferencia significativa entre grupos (p<0.003), y
para Fosfatasa alcalina (p<0.001).Se concluye que el extracto de Cajanus cajan tiene
efecto hepatoprotector en Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad inducida por
acrilamida.

Palabras Clave: Acrilamida, Cajanus cajan, hepatoprotector.



ABSTRACT
The present research work, of experimental type and quantitative approach was carried
out with the objective of demonstrating the hepatoprotective effect of the hydroalcoholic
extract of Cajanus cajan leaves (Guanddl) in Rattus norvegicus var. albinus with
acrylamide induced hepatotoxicity. It consisted of a negative group, a positive control
group and two experimental groups (I and I1). The negative group was provided with food
and water ad. libitum, the positive control group was induced to hepatotoxicity with
acrylamide (50 mg /kg bw intraperitoneally, single dose) to experimental groups | and Il
were administered hydroalcoholic extract of Cajanus cajan in a dose of 300 mg / Kg pc
and 600 mg / kg bw by orogastric tube for 7 days, administering 50mg / kg bw acrylamide
on the fifth day, serum levels of glutamic transaminase oxaloacetate (GOT), glutamic
pyruvic transaminase (GPT) and alkaline phosphatase were evaluated in the fifth and
eighth day of treatments. The results for GOT and initial and final GPT were: Negative
control group 16.5+2.1 IU/L and 14.2+2.28 IU/L, 12.4+2.3 IU/L and 13.9+2.0 IU/L
Positive control group 121.2+4.1 IU/L and 137.5+4.5 IU/L, 108.2+3.4 IU/L and 136.8+
4.1U1 /L Experimental 1 115.0+3.4 IU/L and 73.1+14.3 IU/L, 106.7+1.9 IU/L and 64.2+
2.8 IU/L Experimental 11 102.4+6.8 IU/L and 57.2+8.1 IU/L, 78.7+2.1Ul / L and 40.7+
1.8 IU/L and for Alkaline Phosphatase: Negative control group 19.2+3.4 Ul /L and 15.7+
3.3 IU/L, Positive control group 92.1+3.0 IU/L and 104.2+14.6 IU/L, Experimental | 70.8
+4.6 1U/L and 32.1+4.3UI/L, Experimental 11 59.9+4.6 IU/L and 24.8+4.7Ul/L. When
comparing the transaminase values by means of the ANOVA test, a significant difference
was obtained between groups (p<0.003), and for alkaline phosphatase (p<0.001). It is
concluded that the extract of Cajanus cajan has a hepatoprotective effect in Rattus

norvegicus var. albinus with acrylamide-induced hepatotoxicity.

Key Words: Acrylamide, Cajanus cajan, hepatoprotective.
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I. INTRODUCCION

Segun la OMS, los productos herbarios y todos los relacionados, son aquellos que
contienen como principios activos partes de plantas u otros materiales vegetales, o
combinaciones de esos elementos, y su uso estd bien establecido y ampliamente
reconocido como inocuo Y eficaz. En la actualidad existe gran interés por la medicina
tradicional y, dentro de esta, la medicina herbaria, que ha generado numerosos

estudios, divulgados en prestigiosas publicaciones ).

Los antioxidantes son compuestos importantes nutracéuticos por los beneficios que
brindan a la salud humana, cumplen la funcion primordial de proteger el organismo
humano contra la accion de los Radicales Libres. Llaman mas la atencion los
antioxidantes de los alimentos de origen vegetal, Vitaminas A, C y E, y los compuestos
fenolicos tipo flavonoides, porque ademas de su papel antioxidante, también pueden
desarrollar actividades antiviral y antimicrobiana, quelar hierro, inhibir enzimas,
principalmente metaloproteinasas, regular la expresion génica y mejorar

significativamente la funcion endotelial .

Laacrilamida (CsHsNO), es un polvo cristalino, de color blanco. Actualmente, muchos
estudios estan preparados para encontrar compuestos defensivos contra los dafios de
la acrilamida. La hepatopatia relacionada con el consumo de acrilamida se debe a los
efectos genotipicos en el hepatocito, probablemente a través de dafio oxidativo del
ADN inducido por especies reactivas de oxigeno (ROS) intracelular y el agotamiento
de Glutation peroxidasa. La enzima CYP2EI tiene especial interés para el desarrollo
de la hepatopatia, es especialmente activa en la produccion de especies reactivas de

Oxigeno (ERO), ya que es una proteina desacoplada que genera ERO, incluso en



ausencia de sustrato afiadido. La acrilamida es metabolizada por el CYP2EI y su

actividad aumenta después del consumo de esta sustancia .

Las pruebas de funcion hepética que se emplean para el diagnéstico, seguimiento, y
prondstico en pacientes con enfermedad hepéatica son denominados marcadores de
funcidn hepaética, que incluye varios parametros bioquimicos como son: Las aspartato
aminotransferasas (AST),alanina aminotransferasas (ALT),gamma glutamiltranspepti
dasa(Y-GTP),fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina, alouminay actividad de protrombina
entre otros. Solo las tres Gltimas miden la capacidad funcional del higado, siendo los

demas potenciales indicadores de dafio hepatico ¢,

El higado es el érgano méas importante y vital del cuerpo humano, presentando
multiplicidad funcional metabdlica, digestiva, hemostatica, inmunoldgicay de reserva,
con flujo de alrededor de 1500 ml de sangre por minuto. Cada uno de los dos I6bulos
principales contiene unidades mas pequefias llamadas lobulillos, desempefia un papel
esencial para la mayoria de las funciones metabolicas del organismo y efectia mas de
500 tareas, entre sus funciones esta la de filtrar sangre, metabolizar los carbohidratos,
proteinas, hormonas, bilis, vitaminas y almacenar hierro, producir factores de

coagulacion®).

El higado es un érgano que se ve afectado por numerosos procesos inflamatorios como
infecciones viricas, toxicidad por farmacos y sus metabolitos, procesos autoinmunes y

distintos defectos genéticos ©.



A nivel mundial las enfermedades hepéticas crénicas (EHC) constituyen una gran
carga epidemiologica con repercusiones personales, sociales y economicas, debido al

impacto negativo en la calidad de vida de quienes lo padecen ©.

El metabolismo de los farmacos en el higado se produce fundamentalmente en dos
fases. Las reacciones de fase | que consisten en reacciones de oxidacion y reduccion
que modifican o crean nuevos grupos funcionales, asi como reacciones de hidrdlisis
que rompen los enlaces ésteres y amidas, liberando también nuevos grupos

funcionales®.

Las reacciones de fase Il son reacciones de conjugacion en las que el farmaco o un
metabolito derivado del mismo se acoplan con substratos endégenos como el &cido
glucuronico, acético, sulfurico o glutation (GSH), generando metabolitos mas solubles
en medios hidricos facilitando de esta forma su excrecion. El resultado de éste proceso
es la generacion intracelular de radicales libres o compuestos electrofilicos que
deplecionan el glutation de las células, se unen covalentemente a proteinas, lipidos,

acidos nucleicos o inducen peroxidacion lipidica®.

Las enfermedades hepaticas son una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo. Alrededor de 1.3 millones de muertes en todo el mundo
se deben a la hepatitis viral crénica. Muchos investigadores dirigidos por clinicas
han descubierto que la mortalidad relacionada con el higado es tan alta como la cuarta
en algunos grupos de edad y la octava en general. Segun las estimaciones de la
OMS, aproximadamente 1.4 millones de casos de hepatitis A ocurren anualmente
y 2 mil millones de personas en todo el mundo estan infectadas con el virus

de la hepatitis B. Alrededor de 350 millones viven con una infeccion cronica y



600,000 personas mueren cada afio debido a las consecuencias agudas o crénicas
de la hepatitis B. Alrededor de 130-170 millones de personas estan infectadas
cronicamente con el virus de la hepatitis C, y mas de 350,000 personas mueren

de higado relacionado con la hepatitis C enfermedades cada afio™.

Las hepatopatias pueden ser causadas por distintos agentes: Farmacos, toxicos, virus,
dando similar sintomatologia. Las enfermedades hepaticas en el Per( constituye una
importante causa de morbilidad y mortalidad, siendo la Hepatitis Viral de alta
endemicidad en muchas regiones del pais y la cirrosis hepética la causa mas frecuente
de presentacidn cronica asociada a mortalidad, la cirrosis hepatica ocupa el 5° lugar,
en orden de magnitud entre las defunciones generales, el 2° lugar entre las
enfermedades digestivas y hepatobiliares y es la 2° causa de muerte entre las

defunciones registradas ©.

Guandul [Cajanus cajan (L.) Millsp.] Es un miembro perenne que pertenece a las
leguminosas. Otros nombres comunes son gramo rojo, guisante del Congo, guisante
de Gungo, guisante de Gunga y guisante sin 0jos. Los extractos o componentes de
guandu se utilizan cominmente para el tratar la diabetes, la disenteria, la hepatitis
y el sarampion, como una febrifuga para estabilizar el periodo menstrual Como
terapia clésica china, las hojas de guandul se han utilizado ampliamente para detener
la sangre, aliviar el dolor y matar gusanos. Hoy en dia, las hojas de gandul se utilizan
para curar heridas, aftas, escaras y malaria, asi como la hipercolesterolemia

inducida por la dieta, etc?.

Los efectos protectores de los extractos de la hoja de Guandul contra el dafio

cerebral hipoxico-isquémico y el dafio del higado producido por el alcohol también



se han informado. Las investigaciones de constituyentes quimicos han indicado que
las hojas de gandul son ricas en flavonoides y estilbenos, que son los responsables
de la eficacia beneficiosa en la salud humana, En las hojas se encuentran los esteroles
campesterol, estigmasterol y beta-sitosterol; el triterpeno lupeol y el bencenoide acido

gentisico @,

Es importante validar a nivel preclinico in vivo, el uso tradicional de Cajanus cajan
como un recurso hepatoprotector en un modelo experimental en ratas.

Dada la magnitud se planted la siguiente interrogante como enunciado del problema
¢ Tendra efecto hepatoprotector el extracto hidroalcohélico de hojas de Cajanus cajan
(Guandul) en Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad inducida por

acrilamida ?



Objetivo General:

v" Demostrar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohélico de hojas de
Cajanus cajan (Guandul) en Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad

inducida por acrilamida.
Objetivos Especificos:

v' Demostrar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Cajanus cajan en dosis de 300mg/kg pc y 600mg/kg pc en Rattus norvegicus
var. albinus con hepatotoxicidad inducida por acrilamida a través de los niveles
séricos de Transaminasa glutdmico Oxalacetato (GOT) y Transaminasa gluta-
mico piravica (GPT).

v' Determinar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoholico de hojas de

Cajanus cajan en dosis de 300mg/kg pc y 600mg/kg pc en Rattus norvegicus var.
albinus con hepatotoxicidad inducida por acrilamida a través de los niveles séricos

de fosfatasa alcalina.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Antecedentes

Rizk et al, en el afio 2014 en Egipto, publicaron un estudio sobre el Efecto
hepatoprotector de Caesalpinia gilliesii y Cajanus cajan protein contra el dafio hepatico
inducido por sobredosis de acetoaminophen a través de la determinacion de ciertos
parametros bioguimicos que incluyen marcadores hepaticos enzimaticos: Alanina
aminotransferasa, aspartato aminotransferasa, fosfatasa alcalina y bilirrubina total. Se
observo una mejora en todos los parametros bioguimicos estudiados como resultado
del tratamiento en higado intoxicado por paracetamol con las proteinas C. gilliesii y
C. cajan. Estos resultados fueron documentados por los signos de mejora en la
arquitectura hepatica de la rata. Por lo tanto, ambos extractos de proteina vegetal
pueden regular y contrarrestar el proceso inflamatorio, minimizar el dafio al higado,

retrasar la progresion de la enfermedad y reducir sus complicaciones. (.

Arka et al, en el afio 2015, en la India, realizaron un estudio de Evaluacién preliminar
del potencial hepatoprotector de la formulacién poliherbal, en el cual los grupos de
animales se administraron con PHF a las dosis de 100, 200 y 400 mg / kg de peso
corporal (por via oral [po]) una vez al dia durante 7 dias y en los dias 6 y 7, los animales
se administraron con tetracloruro de carbono (1,0 ml). / kg de peso corporal 50% v / v
con aceite de oliva, po) . Los resultados demostraron que el PHF (400 mg / kg de peso
corporal) reduce significativamente el aumento inducido por CCl4 en el nivel de SGPT
en suero, ALP en suero y bilirrubina total. PHF (400 mg / kg de peso corporal) previene

el nivel de agotamiento de GSH y la disminucion de la actividad de SOD en la lesion



hepatica inducida por CCl4 en ratas. Ademas, el PHF también mostro una disminucion

significativa en los niveles de LPO, lo que significa la potente actividad antioxidante®).

Ji et al, en el afio 2016, en China, realizaron un estudio sobre Disefio y sintesis de los
analogos de la cajanina contra el virus de la hepatitis C a través del huésped que regula
negativamente el sulfato de condroitina N-acetilgalactosaminiltransferasa 1, en el cual
La cajanina, un componente estilbénico aislado de Cajanus cajan L., se identificé como
un potente inhibidor del VHC mediante la deteccidon fenotipica en este trabajo (EC 50=
3.17 £ 0.75 um). La optimizacion intensiva de la estructura proporciono informacion
significativa sobre las relaciones estructura-actividad. Ademas, el estudio MOA revel6
que la cajanina inhibia las replicaciones del VHC a través de la regulacion negativa de

una proteina celular sulfato de condroitina N-acetilgalactosaminiltransferasa ©.

Pratima et al, en el afio 2016 en Estados Unidos, realizaron un estudio sobre
hepatoprotective activity of seedcoat and cotyledon extract of cajanus cajan I. against
ccls induced hepatotoxicity in mice, en la cual Se administré extracto etanolico de las
semillas de Cajanus cajan (100 y 500 mg / kg b.w) para determinar la actividad
antioxidante hepatoprotectora in vivo en ratones albatinos suizos con hepatotoxicidad
inducida por tetracloruro carbono. El resultado fitoquimico mostré la presencia de
alcaloides, esteroides, fenoles, flavonoides, taninos,ligninas, glucosidos. El extracto
tuvo un efecto protector moderado disminuyendo el nivel sérico de piruvato
transaminasa sérica (SGPT), suero oxaloacetato transaminasa (SGOT), Fosfatasa

alcalina (ALP), bilirrubina y aumentando el nivel de proteina 9.



Se observé a una concentracion mas alta (500 mg / kg) de extracto de semilla y la
reduccion del nivel sérico SGPT, SGOT y la ALP es comparable con el farmaco
hepatoprotector estandar Liv-52 (100 mg / kg de peso corporal) que sirvid como
control positivo. La administracion de extractos etanolicos al desafio d CCl, restauro
el estado antioxidante hepatico. Estos hallazgos sugirieron que la cubierta de la semilla
y el extracto de cotiledén de C. cajan protegen las enfermedades crénicas inducidas
por CCl4 en hepatotoxicidad en ratones mediante la restauracion del estado

antioxidante del higado 9.

Segun Ahsan et al, en el afio 2009 en Bangladesh, publicaron un estudio sobre
Hepatoprotective Activity of Methanol Extract of Some Medicinal Plants Against
Carbon Tetrachloride Induced Hepatotoxicity in Albino Rats, en la cual estudiaron los
extractos de metanol de C. cajan para determinar la actividad hepatoprotectora contra
ratones suizos albinos con dafio hepatico inducido por tetracloruro de carbono
(CCly). Se encontr6 que el mismo extracto exhibia un efecto protector moderado al
disminuir los niveles séricos de alanina aminotransferasa (ALT) o glutamato piruvato
transaminasa sérica (SGPT), aspartato aminotransferase (AST) o glutamato piruvato
transaminasa sérica (SGOT), aspartato aminotransferase (AST) o glutamato
oxaloacetato transaminasa (SGOT) y colesterol medida significativa. La fraccion
metanol-acuosa (MAF2) del extracto de la hoja también se uso para prevenir el dafio
hepatico inducido por el alcohol en ratas. La administracion conjunta de MAF2 revirtio
el dafio hepatico; redujo las actividades de las enzimas marcadoras de higado y las
actividades enzimaticas antioxidantes aumentadas y mostroO una promesa de uso

terapéutico en la disfuncion hepatica inducida por el alcohol. @V,



2.2 Bases tedricas

Plantas Medicinales:

El término incluye una variedad de plantas utilizadas en herbalismo y muchas de estas
plantas tienen una actividad medicinal. Estas plantas medicinales consideran como un
rico recurso de ingredientes que son usados para la produccion de farmacos. Ademas
de que estas plantas desempefian una funcién importante en el avance de las culturas
humanas a nivel mundial @,

Droga vegetal

Son aquellas partes de una planta que posee una gran 0 menor cantidad de
principios activos que se extraen de las hojas, tallos, frutos, raices, flores,
semillas. Las hojas poseen heterosidos y alcaloides, el tallo es una via entre las raiz
y las hojas sin embargo pueden llegar a tener principios activos en la corteza. Las
raices extraen agua y sales minerales del suelo y lo bombea hacia las hojas,
puede acumular a menudo azucares otras veces vitaminas y alcaloides, la flor puede
poseer gran cantidad pigmentos®?13),

Extracto hidroalcoholico

Es una mezcla de diversos compuestos quimicos que suelen ser fisicos o
quimicos, se extraen a partir de las plantas medicinales que son usados en la medicina
popular. Posee un olor caracteristico, el cual es adquirido a partir de materia
prima desecada de origen vegetal, por maceracion o percolaciéon en contacto con
etanol, seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico®?),

Cajanus cajan (Guandul)

El guandul (Cajanus cajan), conocido segun la Organizacion de las Naciones Unidas

para la Alimentacion como Guandu,frijol de palo, guisante de paloma, Guandul

10



(Pigeon pea, red gram, dahl) o quinchoncho, es una leguminosa muy nutritivo,

cultivada en paises de Asia, Africa, Islas del caribe y sur América ),

Esta planta es arbusto de crecimiento determinado y/o indeterminado, de ciclo
perenne, posee hojas alternadas trifolioladas distribuidas en forma espiral a lo largo
del tallo, miden generalmente del a 4 m de altura, poseen un follaje verde amarillento
a verde puarpura, fuera del periodo de produccion son arboles lefiosos y crece sobre un
amplio rango de suelos bien agotados de playa a arcillas y materiales metamorficos y
en zonas humedas con buen drenaje, en el Peru puede cultivarse hasta los 2500 metros

sobre el nivel del mar de altitud 4.

Origen y Distribucién

El C. cajan ha sido utilizado por mas de cuatro mil afios en la India de donde
se difundio al oeste de Africa. En las Indias Orientales se encuentra el Atylosia
cajanifolia Haines, sindnimo de C. cajanifolium (Haines) Maesen, el pariente
mas cercano; otras variedades del género Atylosia en Australia. EI C.

kerstingii, se encuentra en las zonas aridas y semiaridas de Africa %,

Clasificacion taxonémica @
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Orden: Fabales

Familia: Fabaceae

Sub familia: Faboideae
Tribu: Phaseoleae

Género: Cajanus

11



Especie: Cajanus L
Nombre vulgar: Frejol de palo, Guandul

Nombre cientifico: Cjanaus cajan L.

Composicién del Cajanus cajan

Las investigaciones de los constituyentes quimicos han indicado que las hojas
de C. cajan son ricas en flavonoides y estilbenos. También contienen
saponinas, cantidad conspicua de taninos y cantidades moderadas de azUcares
reductores, resinas y terpenoides. Los estudios quimicos revelan 2'-2 'metil
cajanona, 2'- hidroxi genisteina, isoflavonas, cajanina, cahanones, etc., que
imparten propiedades antioxidantes , se ha aislado una nueva cumarina
cajanuslactona natural de las hojas de C. cajan, que es un agente antibacteriano

potencial contra microorganismos Gram-positivos®.

Las actividades anti-plasmodiales también se han confirmado en &cido
betulinico aislado de raices y longistylin A y C obtenidos de las hojas. La
pinostrobina, una flavanona sustituida aislada de las hojas posee actividad
antiinflamatoria e inhibe la despolarizacién activada por canal de sodio de los
sinaptoneurosomas cerebrales de raton. Dos isoflavanoides genistein y genistin

aislados de las raices demostraron que poseen actividad antioxidante®.

Se encontraron cuatro compuestos importantes, la pinostrobina, el acido
cajaninstilbeno, la vitexina y la orientina, aislados de extractos etanolicos de
hojas, poseen propiedades antioxidantes significativas. Los isoflavanoides

aislados de extracto etandlico de hojas también mostraron actividades
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antimicrobianas significativas. Algunas fracciones de proteinas aisladas de las

hojas mostraron efectos hepatoprotectores®.

Composicion de las hojas de Cajanus cajan.

Los polifenoles, especialmente los flavonoides son el compuesto principal para
el efecto terapéutico en la salud humana. Son 4 los flavonoides que se
encuentran en el extracto de hojas de Cajanus cajan : Luteolina, apigenina,
quercetina e isorhamnetina, las cuales han mostrado buenas propiedades
farmacoldgicas. En otros estudios, se ha visto que las hojas de guisante tienen
acido cajaninstilbeno y pinostrobina y estos pertenecen al grupo de estilbenes
y flavononas respectivamente. También se ha encontrado que tienen buenas
actividades farmacoldgicas el &cido cajaninstilbeno que es el acido estilbeno-
2-carboxilico, que se encuentra en plantas en muy poca cantidad 9,
Propiedades antioxidantes. Una nueva cumarina, llamada cajanuslactona (7-
hidroxi-5-O-metil-8- (3-metil-2-butileno)-4-fenil-9,10-dihidro-benzopiran-2-
ona) fue Aislado de las hojas de Cajanus cajan. Gracias a la Pinostrobina que
es un potente flavonoide tiene accién antioxidante. Los flavonoides y los
estilbenos son antioxidantes naturales, ademas contiene vitexina y orientina,
hordenine, juliflorina, 4acido betulinico, estigmasterol, beta-sitosterol,
Carlinoside es un compuesto Unico conocido por su excelente potencial

curativo en la hepatitis 1% 17,
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Composicion de aminoacidos del guandul®®

AMINOACIDOS DEL GUANDUL (mg. De

aminoacido)
Histidina 3.276
Isoleucina 5.748
Leusina 10.071
Lisina 8.451
Metionina 1.169
Fenilalanina 7.066
Treonina 6.158
Triptofano 1.035
Valina 6.251

Aminodcido limitante: Metionina

Fuente: Albornos M, Romero J.Utilizacion de la harina del Guandul.

Flavonoides:

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los
rayos ultravioletas, la polucién ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, etc. El organismo humano no puede producir estas sustancias
quimicas protectoras, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacién o
en forma de suplementos, se ubican principalmente en las hojas y en el exterior
de las plantas, apareciendo solo rastros de ellos en las partes de la planta por

encima de la superficie del suelo 9,

Contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fenolicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros 15 metales
de transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Por ello,
desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los fendmenos de dafio

oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado numero de patologias,
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incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer presentan
otras propiedades que incluyen la estimulacion de las comunicaciones a traves
de las uniones en hendidura, el impacto sobre la regulacién del crecimiento
celular y la induccién de enzimas de destoxificacion tales como las

monooxigenasas dependientes de citocromo P-450, entre otras®.

La quercitina es un flavonoide amarillo-verdoso. En el higado se ha descrito
que la quercitina es capaz de inhibir la activacion de las células estrelladas asi
como la produccién de 6xido nitrico, alterando vias de expresion de proteinas
celulares y en estudios in vitro se ha comprobado que diversos flavonoides
inhiben la expresion de la 6xido nitrico sintetasa y la formacion de 6xido nitrico
en macrofagos estimulados por LPS. En ratas con obstruccion biliar en las que
se produce estrés oxidativo y una reduccion de las defensas antioxidantes, se
ha demostrado que el tratamiento con quercitina previene la peroxidacion
lipidica, atentia los depdsitos de colageno y el proceso de fibrogénesis hepatica,

incluso cuando el tratamiento se inicia con la fibrosis claramente establecida

(19)

Usos Medicinales:

Se consume para prevenir la disenteria, enfermedades renales, inflamacion y

trastornos sanguineos %),
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HIGADO:
Situacion:

Es una glandula, con un aspecto liso y de color rojizo oscuro. Su peso aproximado en
un adulto es de 1,5 kg, es un 6rgano voluminoso, situada en la fraccién derecha
superior de la cavidad abdominal, estd compuesto por una sustancia friable, con una
capa peritoneal lisa, y esta suspendido sobre el diafragma por ligamentos suspensorios

que son las reflexiones peritoneales (Ver Anexo 17) @9,
Hepatotoxicidad

Es el resultado de la lesidn del higado como resultado del consumo de xenobioticos,
especialmente los agentes medicinales. Los dafios hepaticos producidos por farmacos
u otras sustancias extrafias es producto de los metabolitos reactivos formados durante

su biotrasformacion y que no han podido ser inactivados @,
Mecanismo de dafio hepatico

Debido a su metabolismo peculiar y a su cercana relacién con el tracto
gastrointestinal, el higado es tremendamente susceptible a las injurias
toxicas. Cerca de un 75% de la sangre que llega al higado viene directamente
de los 6rganos gast rointestinales y el bazo por medio de la vena porta, el cual
trae drogas y xenobidticos de forma concentrada. Son varios los mecanismos
responsables bien sea de la induccion del dafio hepéatico o de procesos

cotidianos que influyen al dafio hepatico®.

Muchos compuestos dafian a la mitocondria, un organulo intracelular que

produce energia. Su disfuncidn libera una excesiva cantidad de oxidantes que,
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a su vez, causan dafio a la célula hepatica. La activacion de algunas
enzimas en el sistema citocromo P450, tales como el CYP2EL también
conllevan a estrés oxidativo. Las lesiones a los hepatocitos y a las células del
conducto biliar producen acumulacién de bilis dentro del higado. Ello
promueve la aparicion de dafio adicional hepatico. Las células que no
pertenecen al parénquima hepatico, como las células de Kupffer, células
almacenadoras de grasa o células de Ito y leucocitos pueden tener un papel en

estos mecanismos toxicos 2,
Marcadores de dafio hepatico

Examen de fosfatasa alcalina sérica: Es empleado para medir la concentracion
de fosfatasa alcalina (una enzima) en la sangre. Se encuentra en diversos tejidos
y con una mayor concentracion en el higado, el tracto biliar y los huesos. Se
realiza para determinar una correcta actividad del higado y descubrir dafios

hepaticos que pueden producir obstruccion de la bilis, tumores o abscesos 2.

Aminotransferasas séricas (transaminasas): Esta enzima se libera de las
células con dafio hepatico. La transaminacion es un procedimiento reversible que
se basa en el traspaso del grupo amino desde un aminoécido a un cetoacido,
dando como producto la conversion del aminoécido en un cetoacido y del
cetoacido en un nuevo aminoacido. Este proceso es muy importante en el
metabolismo de aminoécidos y es catalizada por enzimas Ilamadas
transaminasas 0 aminotransferasas, las que estan presentes en la mayor parte de

tejidos animales y vegetales. El cofactor de estas enzimas es el piridoxal fosfato
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(PLP). Casi para todas las transaminasas el a-cetoglutarato es el aceptor del

grupo amino formandose, por tanto, &cido glutamico @4,

Las transaminasas normalmente se encuentran en el suero en concentraciones
bajas. Estas enzimas se liberan a la sangre en grandes cantidades cuando hay
dafio de la membrana celular hepéatica que produce una permeabilidad
incrementada. Cualquier tipo de lesion hepatica puede causar las elevaciones en
las transaminasas séricas. El dafio hepatico es la causa mas importante del
incremento de estas enzimas en suero. En muchas clases de enfermedades del
higado, la actividad GTP es més alta que la AST. Las actividades de ambas
enzimas pueden alcanzar a valores de cien veces mas alto que los limites
superiores normales, aunque elevaciones de 10 a 40 veces son frecuentemente

encontradas ),

Los valores picos de actividad de transaminasas ocurren entre los dias 7mo y
12avo, luego las actividades declinan, alcanzando la normalidad entre la 3ray 5
ta semana si se recupera. Las transaminasas intervienen en el catabolismo de por
lo menos 12 aminoacidos. Actualmente se conoce muchas transaminasas, un
ejemplo destacado lo cumple la transaminasa de los tejidos animales
denominado aspartato transaminasa (AST o GOT) y la alaninatransaminasa

(ALT 0 GPT) @4,
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Transaminasas hepaticas séricas
Las principales son:

Transaminasa Glutamico Oxalacetato (GOT)/AST

Este examen mide el nivel de aspartato transaminasa (una enzima que se
encuentra en el higado, rifiones, péncreas, corazon, sistema musculo
esquelético y globulos rojos) que se libera al torrente sanguineo cuando existen

problemas en el higado o el corazén @),

Estan aumentadas en suero en infarto agudo de miocardio, hepatopatia aguda,
miopatias, por la administracion de algunos medicamentos y en cualquier
enfermedad o dafio donde las células resulten dafiadas. Valores muy altos de
AST (>500 UI/L) son sugerentes de hepatitis u otra clase de necrosis
hepatocelular, pero también tumores necréticos grandes, necrosis o hipoxia,

falla congestivo y shock@.

El tiempo de la vida media de Transaminasa Glutdmico Oxalacetato (GOT) en
sangre es de 17 horas, presenta un peso molecular de 100 000, y se ha
demostrado que cada molécula de enzima contiene 2 moléculas de fosfato
piridoxal como grupo prostéticos. Cada enzima tiene una especificidad tisular
definida. Existen tejidos en el organismo con concentraciones de enzimas méas
elevadas que otro. La transaminasa glutamico oxalacetato, se encuentra
distribuido ampliamente en el organismo, es producido dentro de las células
del higado, corazén, masculo esquelético, rifion y otros tejidos. Incluso con una
distribucion tan amplia, la Transaminasa Glutamico oxalacetato (GOT) puede

suministrar una informacion diagnostica valorable se estudian los parametros
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adecuados . Los valores de Transaminasa Glutamico Oxalacetato (GOT)
sérico se encuentran elevadas sobre sus valores normales cuando hay procesos
anormales en el cuerpo animal, como enfermedades hepéticas (hepatopatias,
hepatitis, cirrosis), pacientes con lesiones cardiacas (infarto miocéardico),
necrosis muscular, enfermedad muscular blanca e inanicion. Asi mismo, se
encuentran elevadas en estados de inflamacion y necrosis del higado,

pancreatitis aguda, anemia hemolitica e infeccion renal ¢4,

Transaminasa Glutamico Piravica (GPT)/ALT:

Este examen mide el nivel de alaninaaminotransferasa (una enzima hallada
predominantemente en el higado) que se libera al torrente sanguineo como
consecuencia de un dafio celular agudo del higado, puede realizarse para
evaluar la funcion del higado y, o para evaluar el tratamiento de una
enfermedad aguda del higado, como la hepatitis. Es una enzima citoplasmica
hepatocelular, con gran concentracion en tejido hepatico y en menor
concentracion en los rifiones, pancreas, corazon, musculo esquelético y
eritrocitos (en orden decreciente), por eso un aumento sérico de ALT/GOT es
mas especifico de dafio hepatico que la AST/GPT. La enzima es
exclusivamente citosolica. Cuando hay un dafio en estos drganos la
Transaminasa Glutamico Pirtvica (GPT) es liberada a la sangre y resulta

aumentado en los andlisis 324,

El dafio hepatico agudo tiende a producir grandes elevaciones de actividad
ALT, y en el dafio cronico la ALT puede estar normal o moderadamente

incrementada. El grado de incremento de la ALT correlaciona con la cantidad
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de hepatocitos dafiados y se utiliza para evaluar la extension del dafio hepatico.
La ALT posee una sensibilidad de 83% y una especificidad de 84% en relacion
a enfermedades no hepéticas y 97.8% en relacion a sujetos saludables. El
aumento de ALT se produjo en el 81% de 520 pacientes con enfermedades

hepaticas muy diversas @4,

La elevacion de ALT es el indicador mas sensible del dafio hepatocelular, de
modo que una subida de ALT es, como regla, de origen hepatocelular. Los

concentraciones de ALT estan aumentados en:

1) Lesion hepatocelular 9.

2) Ictericia extrahepatica, producto de obstruccion biliar ?4).
3) Carcinoma hepatico primario o secundario %),

4) Cirrosis biliar primaria®®.

5) Hepatitis alcohélica 4.

6) Cirrosis alcoholica 4.

Acrilamida

La acrilamida o 2-propenamida es un solido cristalino incoloro, inodoro y altamente
soluble en agua. Este quimico ha sido producido comercialmente desde 1954 y se
obtiene mediante la hidratacion catalitica del acetonitrilo, sus principales usos son
industriales, como floculante en la clarificacion de agua, elaboracion de pegamentos,
estabilizante de suelo, etc. Es una amida insaturada muy reactiva, ya que contiene un
doble enlace activado, y es usado alrededor del mundo para sintetizar poliacrilamida.

La acrilamida es estable a temperatura ambiente pero polimeriza en la fusion o
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expuesta a radiacion ultravioleta. Posee un punto de fusion de 84.5°C y un punto de
ebullicion de 136°C @,

Aspectos toxicologicos de la acrilamida

Estudios in vitro con células de mamifero en cultivo, e in vivo con ratas y
ratones, han demostrado que la administracion prolongada de acrilamida dafia
el material genético de las células y en ratas induce tumores. Debido a que no
es posible determinar un nivel de exposicion, se debe asumir que, niveles de
exposicion aunque sean muy bajos, producen riesgos para la salud. En
conjunto, y considerando toda la informacion relevante disponible, la Agencia
Internacional para la Investigacion sobre el Cancer (IARC) ha catalogado a la
acrilamida como “probable carcinogénico para los humanos” (clase 2A). Se
dispone de informacion que demuestra que la acrilamida produce lesiones del
sistema nervioso en los humanos, en forma generalmente, de neuropatia

periférica 5,

Los estudios suecos indicaban que la ingesta podria ser de hasta 100
microgramos por dia, lo que equivale aproximadamente a 1.7 microgramos por
Kg. de peso corporal/ dia, mas de mil veces menor que las dosis que causaban
efectos sobre el sistema nerviosos o reproductor en los estudios con
animales®®),

Metabolismo de la Acrilamida:

La Acrilamida es metabolizada a epoxido de glicidamida en raton, rata y

humanos, por lo que es interesante abordar la genotoxicidad/citotoxicidad y
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apoptosis causada por este agente sobre el principal 6rgano de metabolizacion

de los xenobioéticos, el Higado (Ver anexo 16) @7,

1.  HIPOTESIS

3.1  Hipotesis Alternativa (H1):

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Cajanus cajan (Guandul) tiene efecto
hepatoprotector sobre Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad inducida por

acrilamida.

3.2 Hipotesis Nula (HO):

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Cajanus cajan (Guandul) no tiene efecto
hepatoprotector sobre Rattus norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad inducida por

acrilamida.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Disefio de la Investigacion:

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental y enfoque cuantitativo.

Los grupos de trabajo fueron divididos de la siguiente manera:

Grupo control negativo: Estuvo conformado por 6 Rattus norvegicus var. albinus,
solo recibid alimentacién balanceada y agua ad. Libitum por 7 dias, los animales de
experimentacién fueron sometidos a ayuno previo a la obtencion de las muestra, el
primer dia se obtuvo la primera muestra de sangre mediante la técnica de puncion
cardiaca para determinar los valores iniciales de GOT, GPT y fosfatasa alcalina. Al
octavo dia se obtuvo la Gltima muestra de sangre nuevamente por puncion cardiaca

para determinar los valores finales de transaminasas y fosfatasa alcalina de este grupo

(28),

Grupo control positivo: Estuvo conformado por 6 Rattus var. albinus, recibio
alimentacion balanceada y agua ad. Libitum, al quinto dia de investigacion se les
indujo a hepatotoxicidad con la administracién de acrilamida a una dosis Unica de
50mg/kg pc por via intra peritoneal, 12 horas después se obtuvo la primera muestra de
sangre mediante la técnica de puncion cardiaca para determinar los valores iniciales
de transaminasas y fosfatasa alcalina. Al octavo dia se obtuvo la ultima muestra de
sangre nuevamente por puncion cardiaca para obtener el valor final de GOT, GPT y

fosfatasa alcalina de este grupo de experimentacion ),
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Grupo experimental 1: Estuvo conformado por 6 Rattus var. albinus , recibio
alimentacion balanceada, agua ad. Libitum, y extracto hidroalcohdlico de Cajanus
cajan, se administrd extracto hidroalcohdlico de Cajanus cajan a una dosis de
300mg/kg pc/dia por sonda orogastrica durante 7 dias, al quinto dia de administracion
del extracto se les indujo a hepatotoxicidad con la administracion de acrilamida a una
dosis unica de 50mg/kg pc por via intra peritoneal, 12 horas después se obtuvo la
primera muestra de sangre mediante la técnica de puncion cardiaca para determinar
los valores iniciales de transaminasas y fosfatasa alcalina. Al octavo dia se obtuvo la
ultima muestra de sangre nuevamente por puncion cardiaca para obtener el valor final

de GOT, GPT y fosfatasa alcalina de este grupo de experimentacion 8.,

Grupo experimental 2: Estuvo conformado por 6 Rattus var. albinus , recibio
alimentacion balanceada, agua ad. Libitum, y extracto hidroalcohdlico de Cajanus
cajan, se administrd extracto hidroalcohdlico de Cajanus cajan a una dosis de
600mg/kg pc/dia por sonda orogastrica durante 7 dias, al quinto dia de administracién
del extracto se les indujo a hepatotoxicidad con la administracion de acrilamida a una
dosis unica de 50mg/kg pc por via intra peritoneal, 12 horas después se obtuvo la
primera muestra de sangre mediante la técnica de puncion cardiaca para determinar
los valores iniciales de transaminasas y fosfatasa alcalina. Al octavo dia se obtuvo la
ultima muestra de sangre nuevamente por puncion cardiaca para obtener el valor final

de GOT, GPT y fosfatasa alcalina de este grupo de experimentacion 9.

Los 24 especimenes fueron anestesiados con 0.1 ml de ketamina+xilazina por via
intramuscular, despues de 3-5 minutos se logro el efecto y se procedié a extraer 2ml

de sangre mediante la técnica de puncion cardiaca empleando una jeringa de 3 ml,
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después que se obtuvo la sangre se paso a un tubo de ensayo para ser centrifugado a
800 rpm y de esta manera se obtuvo el suero para los respectivos analisis de GOT,
GPT y fosfatasa alcalina. Los especimenes fueron sacrificados con halatal a una dosis

de 50mg/kg pc®?®. (Ver Anexo 10)

4.2 Poblacion y Muestra:

Poblacion Vegetal:

Estuvo conformada por la especie vegetal Cajanus cajan originaria del distrito de
San José de Sisa, provincia El Dorado, departamento de San Martin, ubicado a 600

msnm. (Anexo 01)
Muestra Vegetal:

Se recolectd 3 kg de hojas frescas de Cajanus cajan en el distrito de San José de Sisa,
provincia El Dorado, departamento de San Martin, en el mes de Agosto 2017 bajo

criterios de inclusion y exclusion. (Anexo 02)

La especie vegetal Cajanus cajan fue certificada taxondmicamente por el
HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo y se

encuentra depositada bajo el siguiente cddigo: 59261 (Anexo 03)
Criterios de inclusion:

v" Hojas de Cajanus cajan frescas
v" Hojas sanas de Cajanus cajan

v" Hojas de Cajanus cajan limpias sin contaminantes.

Criterios de exclusion:
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v" Hojas de Cajanus cajan marchitadas
v Flores de Cajanus cajan

v Frutos de Cajanus cajan

Poblacion biologica

Los animales de experimentacion fueron ratas albinas hembras de la cepa albina
Sprague Dawley, con peso promedio de 170 a 280g, fueron adquiridas del bioterio de

la universidad Cayetano Heredia de la ciudad de Lima (Anexo 4).

Muestra bioldgica

Estuvo conformado por 24 Rattus var. albinus que fueron distribuidas de manera
aleatoria en 4 grupos de 6 especimenes cada uno (Grupo control positivo, control
negativo, experimental 1y experimental I1). Los especimenes fueron alojados en jaulas
de crianza por grupo para su aclimatacion por una semana previa al experimento, con
libre acceso a agua ad. libitum y alimento balanceado, con ciclos alternados de 12
horas luz y 12 horas oscuridad (Ver Anexo 05). Fueron seleccionados bajo criterios de

inclusion y exclusion.

Criterios de Inclusion:

v" Rattus var. albinus hembras
v" Rattus con peso promedio de 170 a 280 g

v Rattus sanas

Criterios de exclusion:

v" Rattus albinus machos

v Rattus con peso menores de 170g, Rattus prefiadas.
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4.3. Definicién y operacionalizacion de las variables:

reemplazar células dafadas.

(GOT), Transaminasa

Glutamico Pirtvica
(GPT) y  Fosfatasa
alcalina.

VARIABLES DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION
Independiente:Extracto | Se trata de un extracto que | Se utilizd6 2 dosis del | Grupo Control negativo: Aguay comida.
hidroalcoholico de hojas | contiene alcohol, cuya funcién | extracto. . L .
. ) i Grupo control positivo: Acrilamida 50 mg/kg Ip dosis ]
de Cajanus  cajan | es obtener metabolitos de la Gnica. Variable
(Guandul). planta para obtener un efecto. cualitativa
Grupo Exp. I: Acrilamida 50 mg/kg Ip dosis Gnica + Nominal
300mg/kg pc de extracto hidroalcohdlico de Cajanus omina
cajan.
Grupo Exp. Il: Acrilamida 50 mg/kg Ip dosis Unica +
600mg/kg pc de extracto hidroalcoh6lico de Cajanus
cajan.
Dependiente:  Efecto | El efecto hepatoprotector esta | Se determin6 mediante la | Cuantificacion de” Transaminasa”Glutdmico”Oxalacetato
hepatoprotector en | definido como la regeneracion | disminucién de los | (GOT) en UI/L,Transaminasa Glutdmico PirGvica (GPT) | Variable
Rattus novegicus var. | de células hepaticas mediante la | niveles’séricos de | en UI7L y Fosfatasa Alcalina en UI/L Obtenidas a partir | Cuantitativa de
albinus. estimulaciéon de la funcién | Transaminasa de absorbancias de la muestra. razén
natural  del higado  de | Glutamico” oxalacetato
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4.4 Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de datos:

4.4.1 Técnicas

Técnica: Recoleccion e identificacion de Cajanus cajan

Se recolectdé 3 Kg d hojas frescas de Cajanus cajan, mediante el método clasico de
herborizacion, seleccionando las hojas frescas y en buenas condiciones, éstas fueron
lavadas con agua corriente, luego se procedié a lavar con agua destilada, ademas se
selecciond 2 ramas de la planta conteniendo hojas, flores y frutos para la identificacién
taxondémica en el HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) de la Universidad Nacional

de Trujillo con cadigo de identificacion 59261.

Posteriormente las hojas lavadas fueron secadas bajo sombra a temperatura ambiente
sobre papel kraft hasta sequedad por 7 dias; obteniéndose 1000g de hojas secas, éstas
hojas fueron pulverizadas utilizando un molino manual de acero inoxidable marca
Corona, modelo 121-02, luego se tamiz6 con tamiz de particulas mayores a 150 micras

obteniendo un tamafio de particula de 0,05 nm, se obtuvo 350 g de polvo fino.

Técnica: Preparacion del extracto hidroalcohdlico de Cajanus cajan

Para preparar el extracto hidroalcoholico de Cajanus cajan se pesé 350 g de polvo fino
tamizado y se diluy6 con alcohol al 50% (547 ml de etanol 96° y 503 ml de agua
destilada) en proporcion 1:3 p/v, la solucion fue macerada en un frasco ambar por 7

dias (Ver anexo 06, 07 y 08)

Transcurrido el tiempo de maceracion se filtro al vacio con papel de filtro Whatman
N° 1. Obteniendo 750 ml de extracto, al liquido filtrado se le denomind extracto

hidroalcohdlico.
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A continuacion, el extracto hidroalcoholico se concentrd en un rotavapor (Heidolph
WB 2000) a presion reducida y temperatura controlada, no mayor a 40° C. finalmente
el extracto se coloco en capsulas de porcelana y se llevo a secar a la estufa a 35°C, se
obtuvo un extracto seco equivalente a 6.6 g con un porcentaje de rendimiento de la
técnica utilizada de 1.88 % p/p. A partir de este extracto seco se prepararon las dosis

de 300 mg/kg pc y 600 mg/kg pc (Ver anexo 09) @9,
Pesos y marcacion de las Rattus novergicus var albinus

Para realizar este trabajo de investigacion se emple6 24 Rattus var. albinus hembras,
para una adecuada agrupacion se pesé los especimenes y se marco en la cola con
plumén indeleble por nimero y se procedié a anotar en un cuaderno de apuntes el
namero del especimen con su respectivo peso con la finalidad de tener un buen control
al momento de calcular y administrar la dosis del extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Cajanus cajan (ver Anexo 11)

Dosificacion del extracto hidroalcohélico de Cajanus cajan

Los especimenes fueron distribuidos en cuatro grupos donde al grupo experimental |
se administré 300mg/kg/pc. de extracto hidroalcohdlico de hojas de Cajanus cajan y

al grupo experimental 1l la dosis fue de 600mg/kg/pc del extracto hidroalcohdlico.

Sondeado de Rattus var. albinus.

Se prepar6 sondas nasogastricas N°18, se adapto al esofago del animal y se administro
a los grupos Experimental 1y 2, el extracto hidroalcoholico de las hojas de Cajanus

cajan en dosis de 300 y 600 mg/kg pc respectivamente (Ver Anexo 13)
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Induccion de hepatotoxicidad por Acrilamida

Se diluyo 5g de acrilamida en 1 Litro de agua bidestilada, se coloco en un frasco ambar
y se agitdé con una varilla de vidrio para su posterior uso segin Kg de peso del
especimen. Todo el procedimiento se realizd en la camara de flujo laminar
proporcionada por la facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de

Trujillo @,

La dosis para la administracion de la acrilamida fue de 50 mg/kg Pc. via Intraperitoneal

en dosis Unica para el grupo negativo, experimental 1 y experimental 2 (Ver anexo 15).

Puncién cardiaca

Técnica utilizada para extraccion de la sangre del corazon de las ratas, fueron
anestesiadas con 0.1 ml de ketamina+xilazina por via intramuscular, después de 3-5
minutos se logré el efecto y se procedié a extraer 2 ml de sangre empleando una jeringa
de 3 ml, y aguja N° 25 después que se obtuvo la sangre se paso a un tubo de ensayo
para ser centrifugado a 800 rpm por 10 minutos y de esta manera se obtuvo el suero
para los respectivos analisis de Transaminasa Glutamico Oxacélica (GOT),

Transaminasa Glutamico Piravica (GPT) y fosfatasa alcalina sérica. (Ver Anexo 12)

DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Transaminasas Transaminasa Glutamico Oxalacetato (GOT) y Transaminasa

Glutamico Piravica (GPT) séricas:

Se utilizé como muestra bioldgica el suero obtenido por puncion cardiaca, que fueron

extraidos y extravasados a un tubo de centrifugacion para evitar la hemolisis. El
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método utilizado fue el colorimétrico descrito para la determinacion de

Transaminasas 200 (Wiener Lab ) (Ver Anexo 14) @9,

PROCEDIMIENTO

En dos tubos de ensayo rotulados con B (blanco) y D (desconocido); colocar:

B D

REACTIVO A (GOT O GPT) 0,5ml. 0,5ml.

Colocar en barfio de agua a 37°c.+0,5°c unos minutos

SUERO e 100 ul

AGUA DESTILADA woou. -

Mezclar por agitacion suave e incubar exactamente 30 minutos y agregar :

REACTIVO B 0,5ml. 0,5ml

Mezclar. Dejar 10 minutos a 37°c. Luego agregar:

REACTIVO C DILUIDO 5ml. 5ml.

Mezclar por inversion y retirar del bafio. Después de 2 minutos leer la absorbancia en
fotocolorimetro con filtro verde (500-550nm.); en espectrofotometro a 505nm o Hg 546,

llevando el aparato a cero D.O.con agua destilada.

Fuente : Wiener Lab

Las lecturas de absorbancias se realizaron en un espectrofotometro marca UNICO

UV-2100.
Determinacion de la actividad Fosfatasa Alcalina
Se llevé el reactivo a una temperatura de 37°C G,

Preparacion del Reactivo de Trabajo: Mezclar 10 ml. de Reactivo 1 con 2 ml. de
Reactivo 2. Para la determinacién de los valores de fosfatasa alcalina se utilizé el

método cinético optimizado segin Valtek® (Ver Anexo 15) G,
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Reactivo de trabajo (ml.) 1.00

Volumen de muestra (ml.) 0.02

Mezclar y transferir a la cubeta del espectrofotémetro. Incubar 60 segundos a la
temperatura de reaccion. Leer la absorbancia inicial (A1) a 405nm. Repetir la lectura

a los 60 segundos, exactos.

Fuente : Valtek®

4.4.2 Instrumentos utilizados:

Balanza, tubos de ensayo, probetas, sondas N° 18, jeringas 3 ml, agujas N° 25,
espectrofotometro, papel filtro, embudo, fuentes, jaulas, bebederas, tubos dragendor,

franco ambar.

4.4.3 Recoleccion de datos:

En la investigacion se utilizé un cuaderno de campo para registrar el peso de los

animales de experimentacion.

4.5 Plan de Andlisis:

Los datos fueron tabulados en un software Microsoft Excel version 2013, para su
procesamiento se utilizé un paquete estadistico IBM SPSS V. 20.0, para determinar la
normalidad de los grupos de estudio los resultados fueron sometidas a la prueba de
CHAPIRO — WILKS; para la comparacion entre los grupos control positivo,
control negativo, experimental 1 y experimental 2 antes y después se utilizd la
prueba de TUKEY vy la prueba de  ANOVA para encontrar la significancia de los

grupos de estudio. (Ver anexo 18, 19y 20).
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4.6 Matriz de consistencia

Titulo de la Formulacion Objetivos Hipotesis Tipo y disefio | Variables Definicion Indicadores y escala Plan de
investigacion del problema operacional de medicién analisis
Efecto ¢Tendrd efecto | Objetivo General: Hipdtesis Alternativa (H1): El trabajo de | Independiente: | Es el producto | Grupo Control | Prueba
hepatoprotector | hepatoprotector | Demostrar el efecto | El extracto hidroalcohdlico de | investigacion | Extracto obtenido a nega}tivo: Agua Yy | CHAPIRO
del extracto | el extracto | hepatoprotector ~ del  extracto | hojas de Cajanus cajan | fue de tipo | hidroalcohdlico | través de la comida. WILKS para
hidroalcohdlico | extracto gxtract_o Hidroalcohtlico ddefOJas (GuandiL)  tiene  efecto | experimental, | de hojas de | maceracion de G;;ESO_ Acrilarr:?dna“:%o(; determinar
de hojas de | Hidroalcohdlico e Cajanus cajan (Guan_u ) en hepatoprotector sobre Rattus | y enfoque | Cajanus cajan | hojas de b K e la
Cai . de  hoi q Rattus norvegicus var. albinus con . Ibi L Guandul Cai . mg/kg Ip dosis Unica. lidad
ajanusi cajan | de hojas  de | ponaiotoxicidad  inducida por | MOTVegicus var. albinus con cuantitativo (Guandul). ajanus  cajan | Grupo EXp. |- | normalida
(GuanddL) en | Cajanus cajan | acrilamida. hepatotoxicidad inducida por utilizando agua | Acrilamida 50 mg/kg Ip | de los
Rattus (GuanddL) en | Objetivos Especificos: acrilamida. destilada y | dosis Unica + 300mg/kg | grupos de
norvegicus var. | Rattus Demostrar el efecto alcohol de 50°C. | PC de extracto | estudio,
albinus  con | norvegicus var. | hepatoprotector ~ del  extracto | Hipotesis Nula (HO): gld.roalcoho.hco de | pryebas
hepatotoxicidad | albinus ~ con | €xtracto hidroalcohdlico de hojas | gy exiracto hidroalcohélico de ajanus cajan. .| paramétricas
inducida por | hepatotoxicidad de Cajanus cajan en dosis de hojas de Cajanus cajan Gru_po_ EXP. I de ANOVA
S . . 300mg/kg pc y 600mg/kg pc sobre , . Acrilamida 50 mg/kg Ip
acrilamida. md_umdfa Por | os niveles Séricos de | (GuanddL) no tiene efecto dosis tinica + 600mg/kg | Y TUKEY
acrilamida ? Transaminasa Glutamico | hepatoprotector sobre Rattus pc de extracto | parael
Oxalacetato (GOT) y | norvegicus var. albinus con hidroalcohdlico de | analisis de
Transaminasa Glutamico Pirtvica | hepatotoxicidad inducida por Se  determiné | Cajanus cajan. los
(GPT) basal y final en Rattus | acrilamida. Dependiente: mediante la | Variable  cualitativa | resultados
norvegicus var. albinus con Efecto disminucién de | nominal
hep_atotgxmldad inducida  por hepatoprotector | los niveles Cuantlflc_acmn de
acrilamida. en  Rattus rattus . q Transaminasa
) e sericos € | Glutamico oxalacetato
Determinar el efecto norvegicus var. | Transaminasa (GOT), Transaminasa
hepatoprotector ~ del  extracto albinus. Glutamico Glutamico Pirivica
extracto hidroalcohdlico de hojas oxalacetato (GPT) en UIL vy
de Cajanus cajan en dosis de (GOT), Fosfatasa Alcalina en
300mg/kg pc y 600mg/kg pc sobre T : UI/L Obtenidas a partir
los niveles séricos de fosfatasa ransaminasa ;
o de absorbancias de la
alcalina basal y final en Rattus Glutamico muestra.
norvegicus var. albinus con Pirdvica (GPT) | v/ariable cuantitativa
hepatotoxicidad inducida por y fosfatasa
acrilamida. alcalina.
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4.7 Principios éticos

Para la ejecucion de este trabajo de investigacion, se considerd los principios éticos
que rigen la actividad investigadora de la Universidad Catdlica Los Angeles de
Chimbote, los cuales consisten en ©2):

Proteccion a los animales.- El animal en toda investigacion es el fin y no el medio,
por ello necesitan cierto grado de proteccion, el cual se determinara de acuerdo al
riesgo en que incurran y la probabilidad de que obtengan un beneficio ¢,

Justicia.- El investigador debe ejercer un juicio razonable, ponderable y tomar las
precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos, y las limitaciones de sus
capacidades y conocimiento, no den lugar o toleren practicas injustas. El investigador
esta también obligado a tratar equitativamente a quienes participan en los procesos,
procedimientos y servicios asociados a la investigacion ©2,

Integridad cientifica.- Alude al correcto procedimiento de la préctica de la ciencia, y
connota honestidad, transparencia, justicia y responsabilidad. Por tanto transmite las

ideas de totalidad y consistencia morales ¢?
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V. RESULTADOS

5.1 Resultados

Tabla 1. Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoholico de hojas de Cajanus

cajan en dosis de 300mg/kg pc y 600mg/kg pc en Rattus norvegicus var. albinus con

hepatotoxicidad inducida por acrilamida a través de los niveles séricos de transaminasa

Glutdmico Oxalacetato (GOT) y Transaminasa Glutamico Pirtvica (GPT) basal y

final.
Transaminas FINAL Transaminas FINAL Significancia
GRUPOS DE a glutdmico UI/L a glutdmico Ul/L P
TRATAMIENTO  oxalacetato piravica
BASAL BASAL
Ul/L Ul/L

NEGATIVO 16.5+2.1 14.2+2.28 12.4+2.3 13.9+2.0

POSITIVO 0.003*

Acrilamida 121.2%4.1 137.5¢4.5 108.2¢3.4  136.824.1

(50mg/kg pc)

Acrilamida
(50 mgjkg pc) 115.0+3.4 73.1+14.3 106.7+1.9 64.2+2.8
EHA Cajanus

cajan 300mg/Kg pc

Acrilamida

(50 mg/kg pc)
+ 102.4+ 6.8 57.2+8.1 78.7+2.1 40.7+1.8
EHA Cajanus
cajan 600mg/Kg pc
* Prueba ANOVA (p<0.05)

* EHA: Extracto hidroalcohdlico
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Tabla 2: Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de hojas de Cajanus

cajan en dosis de 300mg/kg pc y 600mg/kg pc en Rattus norvegicus var. albinus con

hepatotoxicidad inducida por acrilamida a través de los niveles séricos de fosfatasa

alcalina basal y final.

GRUPOS DE BASAL FINAL Significancia
TRATAMIENTO UlI/L UI/L P
NEGATIVO 19.2+3.4 15.743.3
POSITIVO 0.001*
Acrilamida 92.1£3.0 104.2+14.6
(50mg/kg pc)
Acrilamida 70.8+4.6 32.1+4.3
(50 mg/kg pc)
+
EHA Cajanus cajan
300mg/Kg pc
Acrilamida 24.8+4.7
(50 mg/kg pc) 59.9+4.6
+

EHA Cajanus cajan
600mg/Kg pc

* Prueba ANOVA (p<0.05)

* EHA: Extracto hidroalcohdlico

37



5.2 ANALISIS DE RESULTADOS

Las transaminasas normalmente se encuentran en el suero en concentraciones bajas.
Estas enzimas se liberan a la sangre en grandes cantidades cuando hay dafio de la
membrana celular hepética que produce una permeabilidad incrementada. Cualquier
tipo de lesidn hepética puede causar las elevaciones en las transaminasas sericas. El
dafio hepatico es la causa més importante del incremento de estas enzimas en suero.
En muchas clases de enfermedades del higado, las actividades de Transaminasa
Glutamico Piravica (GPT) y de Transaminasa Glutdmico Oxalacetato (GOT) pueden
alcanzar a valores de cien veces més alto que los limites superiores normales, aunque

elevaciones de 10 a 40 veces son frecuentemente encontradas ©.

Las actividades de ambas enzimas pueden alcanzar a valores de 100 veces mas alto
que los limites superiores normales, aunque elevaciones de 10 a 40 veces son
frecuentemente encontradas. El dafio hepatico agudo tiende a producir grandes
elevaciones de actividad Transaminasa Glutdmico Piravica (GPT) sérica, mientras que
en el dafio cronico la actividad Transaminasa Glutdmico Pirtvica (GPT) sérica puede
estar normal o moderadamente incrementada. EI grado de incremento en la actividad
Transaminasa Glutdmico Piravica (GPT) sérica correlaciona con el numero de
hepatocitos dafiados, el cual puede ser utilizado para evaluar la extension del dafio

hepatico ©.

En la tabla 01, se muestra los valores de Transaminasa Glutamico Oxalacetato (GOT)
inicial del grupo Negativo es de 16.5£2.1 UI/L y final 14.2+2.28 UI/L y de
Transaminasa Glutdmico Piravica (GPT) inicial del grupo negativo fue 12.4+2.3 UI/L

y final 13.9+£2.0 UI/L lo cual indica que los valores obtenidos estan dentro de los
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valores normales y las diferencias obtenidas son minimas debido al metabolismo de
las ratas. Del grupo Positivo las concentraciones de Transaminasa Glutamico
Oxalacetato (GOT) inicial fue 121.2+4.1Ul/L y final 137.5.0£4.5 UI/L y de
Transaminasa Glutdmico Pirtvica (GPT) fue 108.2+3.4 UI/L y final 136.8+4.1 UI/L
esto es debido a la hepatotoxicidad inducida por acrilamida, como sabemos por
estudios la acrilamida produce la destruccion completa de innumerables lobulillos
contiguos, con liquefaccion de los hepatocitos que deja una trama reticular colapsada.
La pérdida del parénquima hepatico y la retraccion del higado hacen que la trama
reticular se condense simulando la convergencia de los espacios porta, produciéndose
destrucciones extensas del lobulillo, estos valores segun Risk relaciona a los diversos
marcadores de laboratorio clinico para la lesion hepatica, las transaminasas séricas,
especialmente la alanina aminotransferasa (ALT), son los indicadores universalmente
mas importantes para los estudios que van desde las primeras pruebas preclinicas en
especimenes hasta el seguimiento posterior a la comercializacion del paciente 2,

Los valores elevados de transaminasas se deben al dafio hepéatico producido por la
administracion de acrilamida, segin Benites la hepatopatia relacionada con el
consumo de acrilamida se debe a los efectos genotipicos en el hepatocito,
probablemente a través de dafio oxidativo del ADN inducido por ROS intracelular y
el agotamiento de GSH. La enzima CYP2EI tiene especial interés para el desarrollo de
la hepatopatia, es especialmente activa en la produccién de ERO, ya que es una
proteina desacoplada que genera ERO, incluso en ausencia de sustrato afiadido. La
acrilamida es metabolizada por el CYP2EI y su actividad aumenta despues del

consumo de esta sustancia 7.
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Los valores obtenidos en el grupo experimental | de Transaminasa Glutdmico
Oxalacetato (GOT) inicial fue 115.0+£3.4 UI/L y final 73.1+£14.3 UI/L y Transaminasa
Glutamico Piravica (GPT) inicial 106.7+1.9 UI/L y final fue 642+2.8 UI/L, del grupo
experimental Il la concentracion de Transaminasa Glutdmico Oxalacetato (GOT)
inicial fue 102.4+6.8 UI/L y final 57.2+8.1 UI/L, mientras que la Transaminasa
Glutamico Piravica (GPT) del grupo experimental 11 el inicial fue 78.7+2.1 Ul/L y
final 40.8+1.8 UI/L, las variaciones en los valores obtenidos fueron por el consumo
de extracto hidroalcohdlico de hojas de Cjanaus cajan, segun Pratima las hojas del
Cajanus cajan contienen cuatro compuestos importantes, la pinostrobina, el acido
cajaninstilbeno, la vitexina y la orientina, que poseen propiedades antioxidantes
significativas. Algunas fracciones de proteinas aisladas de las hojas mostraron efectos
hepatoprotectores, es por ello se evidencia la disminucion significativa de
Transaminasa Glutdmico Oxalacetato (GOT) y Transaminasa Glutamico Piravica
(GPT) después de la administracion del extracto hidroalcohélico de Cajanus cajan
(10).

El mecanismo antioxidante mas importante intracelular es el mediado por el glutatiéon
(GSH), este es un tripeptido (GSH, Y-L-glutamil-Lcisteinil-glicina) que protege a la
célula de diferentes especies oxidantes. EL contenido hepatico del GSH oscila entre 5
y 10 nmol/L y esta influenciado por varios factores como: la disponibilidad de
aminoacidos precursores, la actividad de gama glutamilcistein sintetasa (GGCS), el
flujo de GHS desde el higado, el uso intracelular del GHS como agente reductor de
perdxidos tdxicos, la conjugacion con metabolitos electrofilicos y por la combinacién

de todos estos factores (),
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En la Tabla 02, se observan los promedios de las lecturas de fosfatasa alcalina sérica,
la cual se utilizé como segundo marcador para cuantificar el dafio hepéatico porque es
un indicador indirecto de dafio hepatico, ésta asociado a la obstruccion biliar, en esta
tabla se puede observar los valores de fosfatasa alcalina inicial del grupo negativo que
fue 92.1£3.0 UI/L y final 104.2+14.6 UI/L, el incremento es debido a la
hepatotoxicidad generada por la acrilamida. La Fosfatasa Alcalina sérica generalmente
se excreta de manera normal via biliar por el higado y su incremento esta relacionado
con la obstruccion del tracto biliar debido a su presencia en la membrana del
hepatocito y en la superficie exterior de la membrana de la canalicular biliar,
es por ello que el incremento de los niveles plasmaticos de la Fosfatasa Alcalina
sérica, el aumento de la actividad de la fosfatasa se acompafia de un aumento de las
tasas de excrecion de colina y fosfatidilcolina en la bilis. El folato bloguea los
aumentos en la actividad de la fosfatasa y en la excrecion de colina que normalmente
se producen por una mezcla de glicina y heparina o por cortisol. Estas observaciones
han sugerido que al menos una de las funciones de la fosfatasa alcalina de la membrana
hepética es hidrolizar la fosforilcolina para que la colina pueda ser transportada a
través de la membrana canalicular biliar. El nivel de actividad de la enzima parece
estar controlado por la cantidad de fosforilcolina disponible para la excrecion en la

bilis @Y,

En la tabla 2, se puede observar los valores de fosfatasa alcalina sérica del grupo
experimental | inicial 70.8+40.6 UI/L y final 32.1+4.3 UI/L y del grupo experimental
Il inicial 59.9+4.6 UI/L y final 24.8+4.7 UI/L, segun Ahsan las investigaciones de los
constituyentes quimicos han indicado que las hojas de C. cajan son ricas en

flavonoides y estilbenos. También contienen saponinas, cantidad conspicua de taninos
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y cantidades moderadas de azucares reductores, resinas y terpenoides. Los estudios
quimicos revelan 2'-2 'metil cajanona, 2'- hidroxi genisteina, isoflavonas, cajanina,

cahanones, etc., que imparten propiedades antioxidantes y hepatoprotectoras®Y),
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VI. CONCLUSIONES:

v El extracto Hidroalcoh6lico de hojas de Cajanus cajan (GUANDUL) presenta
efecto hepatoprotector en dosis de 300 mg/kg y 600 mg/kg de p.c en Rattus
norvegicus var. albinus con hepatotoxicidad inducida por acrilamida, el cual se
evalu6 mediante la disminucion de los niveles séricos de Transaminasa
Glutdmico Oxalacetato (GOT), Transaminasa Glutamico Piravica (GPT) y

fosfatasa alcalina sérica, demostrando una buena hepatoproteccion.

v' Ladosis de 600 mg/kg pc del extracto hidroalcoholico de hojas de Cajanus cajan
ejercio un mayor efecto sobre hepatotoxicidad inducida por acrilamida, en
comparacion con la dosis de 300mg/kg pc lo cual nos indica una disminucion
significativa en la medicion de Transaminasa Glutamico Oxacélica (GOT),

Transaminasa Glutamico Piravica (GPT) y Fosfatasa alcalina.

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS:

v" Se recomienda el estudio de los fitoconstituyentes presentes en Cajanus cajan
(Guandul) de tal forma que pueda seguirse investigando los posibles usos
terapéuticos tanto a nivel hepatico como en otros érganos.

v Seria importante establecer las posibles dosis toxicas de Cajanus cajan para evitar

a futuro la aparicion de efectos adversos por su consumo.
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ANEXOS

ANEXO N° 1: Cajanus cajan (GUANDUL)

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora

ANEXO N° 2: Ubicacion Satelital de San José de Sisa - Provincia ElI Dorado —
Departamento de San Martin. Lugar de donde fue recolectada las hojas de Cajanus

cajan (Guandul).

&

/¥

V4 hospedaje'.las,'j s

brisas del rio sisa™ §
V4 L %

Fuente: Vis satelital de San José de  Sisa. Disponible  en:
https://satellites.pro/mapa_de_San_Jose_de_Sisa
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ANEXO N° 3: Certificacion taxondmica de la planta de Cajanus cajan (GUANDUL)

Fuente: Imagen obtenida por la investigadora
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ANEXO N° 4: Obtencion de Rattus rattus norvegicus var. albinus. De la Universidad
Cayetano Heredia.

5 A v
v e - ‘ ToT—
| - i . -4 i .. A .

Fuente: Imagenes obtenidas por la investigadora

ANEXO N° 05: Aclimatacion de los animales de experimentacion
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ANEXO N° 6: Investigadora realizando pesado y molienda de las hojas de Cajanus

cajan

ANEXO N° 7: Investigadora realizando el tamizado de las hojas de Cajanus cajan
(Guandul) para la elaboracion del extracto hidroalcohdlico en el laboratorio de
ULDECH

ANEXO N¢ 8: Extracto hidroalcohdlico de Cajanus cajan en proceso de maceracion

L
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ANEXO N° 9: Investigadora realizando el Peso del extracto hidroalcohdlico seco de
Cajanus cajan
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ANEXO N° 10: Investigadora Espinoza Rucoba Dory realizando el pesado y marcado
de Rattus norvegicus var. albinus.

ANEXO N° 11: Investigadora realizando la realizando la preparacion y
administracion de Ketamina + xilacina
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ANEXO N¢ 12: Investigadora realizando la puncién cardiaca para la obtencion de
muestras de sangre.

ANEXO N° 13: Investigadora realizando el sondeado a Rattus rattus novergicus var.
albinus para la administracion del extracto hidroalcohélico de Cajanus cajan.
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ANEXO N° 14: Kit de Transaminasas GOT y GPT

Transaminasas 200

Para la determinacion de Transaminasa Glutamico Oualacética
{GOT{AST] ¥ Transaminasa Glutlmloo Pirowvica (GPTIALT)

SIGHIFICACIDN CLINICA

Las tansaminasas GOT y GPT son enzimas ampliamenis
difundidas en ol organismo con slevada conoenirackn en
coraztn, filgado, mdsoulo esqualdtion, ifdn v enirooios.
La actividad sérica on condicionss nomales o3 baja o rala.

Un dafe o endermedad en cuakpuens o6 85506 koS oon=
duns & un ssmamio an s nieles sinoos. A, luego de un
Irfario oo misocandio Se OO U 5 SN0 LN Macada aumens
o de s acividad de GOT (abundanie en misculo card iaoo).
En hepaifs wirales v oiras formes. de enfermedad hepdtica
quid Involucnsn necrosis tisuar, predominan la actividad
sérica die GPT [abundante en bejido hepdtico).

Una slevada actividad de rarsaminasas puede deieciarse
lambin & IAUMas aockdentales O guinigioos v endsrolias
musculanes o micsitis.

FUNDAMENTOS DEL METODO
La GOT cataliza la skguierie reacckin:
GOT
kaspartaln + c-orioghtaraln —p Julamals + mmlaostato

La GFT mataliza la siguienie reaccién:

GPT
lalaring + a<<oioghiamin . Qhitamato + piruvato
Ell pinraio formsdo | oxalaostaio s inesabls ¥ 56 rans-
foma en pirevaio), reacoona conla 2 d=diniirotenilhidracina
procuckEndose, en mado alcaling, un compuesio colorneado
quit S& milde 3 BO5 nim.

REACTIVOS PROVIETOS

« Trarsam inasxs 300 GOT provoa:

A. Reactivo A: sclucidn con 100 mb de Fasparatoy 2 mM
de a-netogiutaraio en butler fosiaios 100 mbd, pH 7.4,

= Transam inasxs 200 GPT provea:

A. Reatiive A soludon con 200 mM die dl-alanira y 2 mid
de a<cefogiutaralo en buller feslaloes 100 mbd, pH 7,4,
AeOmmis, ambos equipos DRTVTT

B. Reactiwo B: soluckdn conteninids 1 mmol de 2,4<di
nivolenihidracina |2,4-08FH} en Sodo clorhidnoo 1 molil.
C. Rissothvo G solucitn de Ridriaido de sodo 4 molfl.

E. Blamdard: solucibn de pruvaio de sodio 2 mmolil. Paa
oleciuar b ourva e calbraokn.

REACTIWOS MO FROVISTOS
#Agua desilada.

INSTRUCCIONES PARA SU UWED
Reactivo A [GOT o GPT|C s pai usar.

Ruactivo B: BSiD para usar.

Reactivo C dilulds {0,430 mold); preparsciin:

= Trasyasar el contenido del frasco & un mairaz da | kino.

= Lawar o frasno oo un pedqusto volumen de agua desilada y
pasar ol houido de lrvado al mairae. Ropelc esta operacion
3= wphes.

= Diluir con agua destinda hesta el aloro. Tapar y mezdar
b i irreersidn.

« EFfdasar &n un rasod o plisioon o buen e | n utlzar
frasoo de widria)

Standard: lislo para usar en s curd de GPT, Diuir 1:2 oon
Foaciso A pam |a owrva de GOT.

PRECALCIONEE
Lo readivios 50N para uso disgrdstiod "in winn®.

Reactivo By C: comosivas. H315 + HAZ0: Frovoca irtacion
cubinga ¥ ocular. H314: Provooa quomaduras graes on la
piel y lesiones oodlanes graves. F26E2:; Evitar ol contacio oon
Ios oyos, Lo péed o L ropa. P30S + P51 + PA3E EN CARO DE
CONTACTO COM LOE OU0S: Enjuagar cuidadosamanis oon
agua durante vanos minuios. Ouitar las lendes de conlacio,
sl Bova y resdin (il Fanz + Faxx
EMN CASD DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua
¥ jaibdn abundantes. P20 Lovar guaniesiprendasigalas!
mascany de proleocidn,

LHilzar los reaciivos guardando las precaucionss fabiluales
o frabajo on ol laboratono de andlisis dinicos.

Todos los readiivos y las muesines deben descariarse de
acuardd a la normatiea looal vigonts.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIMNES DE
ALMACEHAMIENTD

Reactivos Provisios: estabks a iemperatura ambente [<
250 Fiasta la fecha do vencimienio indicada en la caja.

IHDICIDE DE INESTABILIDAD O DETERIORD DE LOS
REACTIVOE

Cuando o especrololdmatro ha oo b & 0eno oo
a34a desdlada, lecuras dol Blanoo inferones & 0,270 D.0.
@ 50E nm son indiok de delenon diel mismc. Tamisén indica
detenon la apanoion die urbides.

WUESTRA

Sirn

] Recolecclon: se deba abienor suero 3 la manera usual.
N0 o5 neCEsano gue o padents esid en ayunas para
enfraociin de sangns.

b} fuditivos: no S requisnen.

ST S 1D
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o) Bustancias improrenies conocldas: bs sucms homos
kmados producen esdiados falsamenie slrvados ya gue s
glbbulos Pojos conlionsn 3 a § v mais SrEimas gu o San.
Raferirse a la biblogratia do Young para ko ofecios dao las
drogas en o presenio miloda.

d] Estabilldad & Instrucciomes de almaosnamilentoc on
oaso e nog efooiuarss la delermimcian en o dia, puede

onservarse ¢ suem nefigerado a £C duranie no mas
dix B diaes.

MATERIAL REQUERIDD {no provisio]
« Espacroloidmalnn o fodocolon mio.
= Material voluméTico adecuado.

= Haflo di agua a I™C.

= Rpdo| O time.

CONDICIOMES DE REACCION

= Longiiud de onda: 505 rmenespecinoiotdmetro, Hy 546 o
en folooolorimatno con filing verde |(ED0=550 ren).

= TeMmpeRisEs 0o eacoin: 3mC

= Tiempo de resccidne 40 minulos

= \inlurnesn che mrsesinac 100 ul

= \iplurmen final de reacoidn: B, 1 mi

ARpmativamenio pleden disminuirzo los vollmenes do

Muesia ¥ Reacivos a la miad.

PROCEDIMIENTO
En dios tubos marmados B {Blanon) y D {Desconocida),
colocar

=] O
Reactivo A [GOTa GPT) OS5 mil 0,5 ml
Colocar on bafo de agua a 370 £ 0,5C unos minuios.
Sunfo s 100 ul
Agua destilada 100 wl =

Mezdar por agilacidn suave @ inubar exactamenie 30
minuios y agregar:

Reactive B 05 mi 0,5ml
Mezdar. Dejar 10 minuios a 3. Luego agregar
Reactivo C diluida Smil Smi

Mazdar por irserskdn i rotirar dol baflo. Despuds de 2
minulos keer la absorbancia en iotocolonmedno con fileo
e [ 500=550 nmi; &n especroiotdmeteo a 505 nm o Hg
E4E, levando o aparais a cero DU0. oon agua destiada.

ESTABILIDGD DE L& MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de la rescodn a5 aslabls durante 30 mindios
pod |o guie la absorbancla debs ser klda demniro de ese

lapsa.

CALCULD FE LOE RESULTADDS
i) Empleardo tablas de corversion:
Es cillculo 5o basa en la absortividad del cromogeno ¥

los valores de aciividad enomalica pusden deducirse do
las iables de convorsidn obienidas por CoMparacidn oon
o mitndia UV consenoional, sempne Qus las eolurss s
efscilon an las sigdenies condicones do medidac cubelias
o Carms parsiolas de 1 om oo espesor, Semiancho o banda
5 B rm y longiud de anda 505 nm o Hy B4E.

GOT (30 mim):
Mriodo LW
Hg BB Dol 505 nm
g
0,00 B 0,034
0,030 T 0,047
0,040 o 0,061
0050 14 0,080
0,050 19 0,100
oam 3 0,15
0,080 E 0,123
0,020 A 0,148
0,100 3E 0,164
0,110 a1 0,180
0,120 4B 0,198
0,130 1] 0210
0,140 BE 0,224
0,150 Bl 0,233
0,160 BT 0,254
0,17 L 0,263
GPT.
Mitrodo LW
Hg B4E CorfeanCknal 505 nm
)
0,00 B 0,034
0,040 | 0,061
0,050 14 0,100
0,080 ] 0,123
0,100 3 0,164
0,120 ) 0,196
0,140 a2 0,224
0,150 ar 0,254
0,180 a2 0,284
000 a7 0,314
0z B2 0,340
0z40 LT 0,354
0360 B2 0,383
0280 EB 0415
0,300 I 0,842
0.0 BD 0,458
0.0 a7 0,534
0,350 ] 0,524
0,280 104 0,552

b} Emipleardo curva de calibrackin:
Emplear o Standard como se indicd en INSTRUCCIONES
FRA S LS. En 9 fubns ool

SR S p BT
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Tubo Skandard Roacikeaod Sguadesi GEFT GoT
{mil} imil} (i) Uiy el
1 0,00 1,00 OLE - -
F 0,05 0,95 OLE -] T
3 0,10 0,50 oLZ 1B 1z
4 0,15 0,85 oLz & il
5 0,20 0,80 oLz aF i}
L] 0,25 0,75 oLz 4E T
T 0,30 0,70 oLz BE 48
a 0,20 0,50 0z w B
g 0,50 0,50 OLE 113 -

Mezclary agregar a cada fuba, con inlersalos de 172 miniio
antre una ¥ oine, 1 ml de Reactso 2. Mexclar, ncubar 10
miFeices. & 370 jpontados desde o agregado del Reactvo
B al primer fubo). Luego agregar 10 mil da Reacivo C© pres
parado a cada o, manteniendo o interdaio o 102 minuio.
KMexclar cada b0 inmedialamenio por iFeerskan y nednar
dol Bafo. Diex minulos despuds, e absorbancia con
Tilir werde | 500-E50 nm) o en especroloidmeino & S05 nm,
levando & aparato aoeen 0.0, oon agua destileda. E] oolor
as esiable 30 mirRos.

Restar a cada leciura b obrlenida con o G N* 1, obion ks
ooz las Lechsas Comegidas.

En un papal milimeirado, azaron sklema oo coondenadas
oolocando on ol e varical ke Leciras Comegidas y o o
horzontal las activwidades para GPT y GO T. Detenminar en o
granog koS punins COMESpOondenies & Dada fubo. Unssndolcs.
S ohdenen las curdas respecivas para SOT § GPT. Tomer
&N cusnia o pam mda ieonica debe ullizarse o gealico

Do pondienio.

CONVERSION DE UNIDADES
Lo% resulfacos plssden Lo sxnpresadas on LM o on las an-
figuas unidades del método (Karmen o Wroblesky], para io
que deben utilzarse las siguienies eouvalencias:

Ui = e armardmil (0 Weroblesiogiml ) 0,282
UHarmen'mil (o Wroblesiopml) = LW x 2,07

Mo ohslamie debo IenErss on OUna Que & SUENS P ks
icos o CONMErScn no Skeempne o5 oxacia.

WALODRES DE REFERENCIA

So consideran vakres normakss e Fansaminasas (GOT y
EPT)hasta 12 UM 51 bien se han hallads indhdduos nomma-
ks con wakores hasta 18 LM, los niveles oo ersamingsss
que B¢ ncueningn endre 12 y 18 W deben onsiderarse

ST P SRS .
So recomienda gue cada labomiono esiablenca sus propios.

valones die relerencia.

LISNTACIONES DEL PROCEMBIENTD
Ve Sustancias inlefensnies conodidas &n MUESTRA
= La iemporalura ambssnie v ol Bempo o inDubscin son
orittoos. For cada grado de iemperatam, |3 varackin e
del T
« B astor died maoeda rescodmibsnscla procesar un blanoo de Soss

ros (sin inoubar o agregando o suen despuls del Reaciva
B} cuando sa trabaja con muesiras hemolzadas, muy
iCHNOas O Cuando S8 sospecha la presencia de ceosis.

PERFORMANCE

&) Reproducibllidad: procesando replicados do las mismas
muesTas &n un mema dia, se obfuvionon los sigulenies
danos

GOT:

Mz DuE [
1231 + 1,50 Ui T.r
42,001 + 2,18 UA 447 %
55511 + 3,44 U 51T %

GPT:

Mz DE [
15510 + 0,73 Ui 4,73 %
2330 + 1,16 LN 4,98 %
44,814 +2,35Un B2 %

bj Limdbe de detecoldn: depende del S omphssdo.
En especirmdotdmedro a BOS nm (pon ouboins de caras
paralelas de 1 om de espesor, neprocuacibildad = 2 neng,
luz egpuria = 0,5 %, semiancho de bamda < B nmj para un
oo rrabruierass o O, D0 (0000 s e rudrmas scsarmabeb: i cstobbatol oed
detsciable ser de 0.5 LU para un nivel de GOT o S8 WUy
0.2 U para wn nbeel de GPT de &4 LA

€] Ramgo dinamécd: 5l la achividad de la mussin 85 maryor
da B LA de GOT o GPT, debe repetirse la determinacicn

diluyendo previamenie la muesTa con soluckon TelobSgica
o ermpleando mancr canddad g S,

PRESENTACION
GOT: equipe para Z00-400 determinaciones (Cod. 1751002,
GPT: equips para 200-200 determinaciones (Cod. 1751002,

BIBLIDGRAFLA

= Refman, 5. & Frankel, F. = &m. ). Clin. Fath. 28:68 1557

= Frankel, 5. - Gradeohi’s Clinical laboralory methods and
diagnosiic Vol 1 pag. 123 = Ed. por Frankol, Redtman i
Saonnrvirth = (7 Ed., 15707,

= Young, 0US. = "Efecis of Onugs on Qlinical Laboratony Tests",
AA0T Pross, 4% ad., 2001.
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ANEXO N° 15: Kit de Fosfatasa Alcalina

FOSFATASA ALCALINA - LS (DGKC)

Reactivo lguido para la determinacion de la enzima

d =
va&ek1r

diagnaslics

Fosfatasa Alcaling en suero o plasma optimizedo segln DGEKC.

Para wso ol disgedstics i ViEn. ABto pafa Usar ah auloasalicador.
SIGNIFRCAMCIA CLINICA

La encima Pesfate alealing s escuosira condiatrada s ol higada,
ik, placinis, inlistiss, ¥ algonod temone. En ke nfiod v durasti sl
aifibafado @ antuinbia of ontieiracenet mdd adtad delsds & ok
procisod  de  cRCMENID ko ¥ por aciidn  placesnania,
Fekgerlivananie. EMa entima e isountra divada o avlermedades
Raliek Cofo la Tepatith v aslerimedadin Gk, e olri.
FUNDARENTOS DEL METODO

La feslatasa akcalna catalita la hidedliis de p-hirolerlosfano & p-
Mitradisl w Poslano, pood s ndose o ausonls die abierbancia o 205
. progarcional & la cercaniracils di eedima e L s eEra

ity ot i Beda e b p E-Riirefanol + fesfato

REACTIVOS

Consirvates e I v B'C. y promgide de la luz, sstabks hasia la
T d cadhoridlaad indicada o b etisuata

Cornpiniad el i b Rialiog:

Baactien 1:
Bulter DEA pH 98 L3M
M2 1LlmM
Estabulirantic no feaclbgg (49
Raactien 2:

e-bitradivillpatats 16 mbd
Estabulirantic no feaclbgg (49

Prigafacidn dal Bascrio de Trabajo: Mezclar 10 &l dic Raactieo 1 eos T
il die Reatn I o prepara o solufmis feguonido mansmends
propercadn. Enabildad del raathe i raage: 10 diss emne 2° § 8°C,
Disarainad o Fiatlivg 4 tu abtorbancia of mayer de OB DUD. a 305 sAm.
codlra Blanco & agua.

BALIESTRA

D pralarenda utilze suero B & hasdlnks o plasma Beparisizada.
Mo otlizar plasma oblenido oon odalis, Nosrwo o difao va gue
intarfiaran con &l iesayn. L foslatcs alcaliva b sstabke & ho mesos &
s et 3" v B'C. v sobie s s 2 - 200,

SATERLAL NBECESARIO SO BNCLLIDG
Espictrofaldesatra Sanual @ auldmdtics o fetssslovinmtee do flros

e cubita lermoisabli, capaz di imadi alkerbandia o 205 nm, bafio
ermorajulado, cresdmetns, pipetad, calibrador y suengs comtnele.

62

TECHICA

Uirwant il Paiets o ot s ura G Sa Faalitard o enkaps [3I780). Las
pipitas & uliler dabes ctar Bmgias v Bbies & reddud para no
ol ST T il P ety

Farastivn d trabajo |rml) 100

ol S ey |rml) ooz

Mirdar v wansfenr a la cubala del sspectrofetdsanra. ncubsr 60
saondo a la tempsrabors da reaccidin. Leer |a absorbascia inicial (A1)
4 405 Am. Repotin laleenord 3 lod 60 siguindes, deadlod

Adaplacionis para la aphcacidn de e reactivd an aul ool sdnes
asldn duponibkis o solcilud. B fgeniabiidad dl labaratono valdar
wila aplcasadn,

CALIBRACION

- E L ealivacidn so recomtiinda wiilitar cabbrades sdiios WALTROL-
C [odfigey F0-130], procede de igual forma gus com Lis s sira.
& B recomienda iecalibvar o Cudlgued MOSSHID qus e iddesdia
alpuno o eNlos atomedmianies:
o Hlere di reaclive camibia
o S Faalita s fanlenmenie prreitio did aguiges
& LG kot di comtrel has cambiado O s eRcuesIran Roera
o st ada

CALOULOS

Facter = Conein bracidn Calibrador
Aafmic Cabbrado

Actiidad PAL (LWL Facisd x Abs. Mot

O bk st wnlizar ol siguinte facto:

Actieifiad PAL [ULY = Sk frrin x ITS1

Fannd = VI x  A000 = 3751
EmwuaFutim

o'm inluirean el da reacdidn

o= Coid. dio ixtineidn milmalar did p-WFF 2 405 nin.
P Espisor did paso de luz en lacubsta

PR T R TR S FE

CONTROL DE CALIDAD

- Es eodssibiils analitar josbs oon Lt SUeSIrat sienss oo ok
valoradi para Fealataca Akalng por eie Sdiodo. S retonhed
la utiizacidn di los susros controkis VALTROL-N (cbdign 210-100)
¥ VALTROL-F | codign 210-1100




®  5jlos valores obtenidos para bas controles se encuentran fuera del
range de tolerancia, revisar el instrumento, el reactivo y el
calibrador.

*  Cada laboratorio debe disponer de su propio Control de Calidad y
establecer b morrecciones necesanias en caso de gue noose
curnpla con las tolerancias permitidas para los controles.

ADVERTENCAS ¥ MEDIDAS DE PRECALCION:

#  Los volimenss indicados pueden ser alterados propardionalmente
sin alterar bos resultados.

= El factor podria variar en autoanalizadores por diferenda en el
espesor de paso de luz En este caso utilizar un calibradiar sérico
VALTROL-C (cddigo 210-130) para obtener el factor,

#  Nowtilizar plasma obtenido con oxalate, fluoruno o ditrato ya que
interfieren con el ensayo

=  Consultar en nuestra pagina WEB la ficha de seguridad de este
rexctivo y obserar todas las medidas de precaudcn necesarias
para la manipulacidn y efiminacidn de residuaos.

=  En autcanalizadores debe wtilizarse contenedores de reactives
MUESOS.

ESPECIFICACIONES DE DESERMPERO:

=Linealicad: 825 UfL.
Para valores superiores 825 UL, diluir la muestra con suero fisioldgico y
el resultade obtenida e multiplica por el factor de dilucidn.

-Limite de deteccidn: 4 UfL

-interferencias: Hemoglobina sobre 10 grfdl, bilirubina sobre 20
mg/dL y [a lipemia {triglicéridos sobre 1000 mg/dl) podrian interferir en
Ia técnica. Otros medicamentos y sustancias podrian interferir (4],

-Exactitud: Los reactivos VALTEK no muestran diferencias sistemdticas
significativas cuanda se comiparan con atros reactivas comerciales. Los
detalles del estudio comparativo estin disponibles bajo solicitud.

-Repetibilidad intraserie- n=X)

Hivel MedialL/L) Cv.
Hormal 151 115%
Patolégico 513 11%%
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-Reproducibilidad interserie: n=20

Hivel Mediafl/L) [
Normal mne 0,98%
Patoldgico 1867 107

Estas datas han sido obtenddes utilizando un autcanalizador MINDRAY
de la serie BS. Los resultados pueden variar al cambiar de instrumento o
al realizar el procedimiento manualmente.

“Lertificado de Conformidad y Trazahbilidad dispandble a solicitsd
RAMGOS DE REFERENCLA
Cada laboratorio debe establecer sus propios rangos de referencia en

funcién de la poblacidn de pacientes. Los rangas de referencia que ==
Enumeran a continuackin estin tomades de L bibliografia exstents,

Mujeres 64 - 306

Homibres BO - 306

Nifios hasta 15 afios hasta 644

Nifios hasta 17 afios hasta 483
BIBLMOGRAFIA

1. Tietz, MEW. {ed) Fundamentals of Clinkcal Chemistry
'W.A. Saunders Co., Philadelphia, 1976,

2. Henry, L., Clindcal Chemistry, Principles and Technics.
Harper and Row Publishers. New York, 1964,

1 Young, D5, et al, Clin Chemn. 18[10], 1972

4. ¥oung D5, effects of drugs on clinical laboratory tests,
4" . AACC Press, 1995,
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ANEXO N°16: Adaptacion de las posibles vias alternas de formacion de acrilamida.

Triacylglycerol
Monoacylglycerol Asparagine  Asparagine/carbonyl
AT
1 —coz\ / Maillard

L) o, B
H /A:;tion ~NH,
acrolein \
AT
leidalion — Wheat
Gluten

0 /
\3
von e

AT lic acid
B acry \AT
jB-Alanine Lactic acid «—

Serine
T AT Cysleine

Aspartic acid

Fuente:  Calderon J.  Aspectos sobre acrilamida. Disponible en
http://www.scielo.org.co/pdf/pml/vi0nl/v10nlall.pdf
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ANEXO N° 17: Presentacion esquémica del higado

Ligamento coronano

Diafragma (traccionado
hacia arsiha) Ligamento trangular izguierdo
Ligamentio
triangular
derecha

Apendice fibrosao

Lébulo izquierdotdel higado

Labudo
derecho )
del higado Ligamento falcforme
Barde
inferior
del higado

Borde inferior del higado

Ligamento redondo del higada (vena umbilical
oblteradal que forma ef borde ibre del

Impiresiones ligamento falciforme
castales

Vision anterior \| 5%

Vesicula bilkar

Honda) Venas hepaticas

Ligamento
oronario

Vena cava inferior

Area desnuda
Impresion suprarrenal

Apéndice fibroso Porcidn hepatomenal de
del his ldf; L ligamento coronario
gade
Ligamento triangulas Ligamento tnangular derecho
Izquierdo Conducto colédoco
Impresidn Conducto hepitico comin

RS H -
BASINCA Conducto cstico

Impeesion esoligica 2o
r Impresion renal
fsura para

s PRE R
WO » Ll
el ligarmento venoso Impresion duodenal

: 3 o cuatirado
Lobulo caudado Lobulo cuadrade

Proceso papilar
Proceso caudado

Arteria hepltica propia

Vesicula biltar

Ligamento falciforme

Ligamento redondo del higado

Vena porta hepatica Impresson colica

Fisura para ¢l ligamento redondo
CSREES R

Cara visceral

Fuente: Picasa. Caras y lecho del higado. Disponible en
https://www.google.com.pe/search?dcr=0&biw=1366&bih=608&tbm=isch&sa=1&ei=Kzls
XMOIlym5wLSuK3IAw&qg=caras+y+lecho+del+higado+NETTER&oq=caras+y+lecho+de
I+higado+NETTER&gs_l=img.3...266220.284990..285484...0.0..0.520.6448.0j23j6j0j1j1.....
1....1..gwsizimg.......35i39j0i67j0j0i5i30j0i8i30.KB8_AbqOwBo#imgrc=1BHY672EvuwOkM
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TABLA N° 01: Valores basales de transaminasas (GOT y GPT) post aclimatacion del
grupo control Negativo.

GRUPO DE TRATAMIENTO Transaminasa glutdmico  Transaminasa glutamico

oxalacélica BASAL piravica BASAL
CONTROL NEGATIVO Ul/L ul/L
RATA1 14 15
RATA 2 14.5 10
RATA3 15.7 10
RATA 4 18 14.5
RATAS 19.2 11
RATA 6 175 14
PROMEDIO 16.5 12.4
DESVIACION ESTANDAR 2.1 2.3

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora

TABLA N° 02: Valores basales de transaminasas (GOT y GPT) post aclimatacién del

grupo positivo.

GRUPO DE TRATAMIENTO Transaminasa glutamico ~ Transaminasa glutamico

oxalacélica BASAL pirivica BASAL
POSITIVO ul/L ul/L
RATA1 14 15
RATA 2 16 14
RATA 3 13 10
RATA 4 14 13
RATAS 16 13
RATA6 13 10
PROMEDIO 14 125
DESVIACION ESTANDAR 1.4 2.1

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora
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TABLA N° 03: Valores basales de transaminasas (GOT y GPT) post aclimatacién del
grupo Experimental 1.

GRUPO DE TRATAMIENTO Transaminasa glutdmico  Transaminasa glutamico

oxalacélica BASAL piravica BASAL
EXP 01 Ul/L Ul/L
RATA1 15 11
RATA?2 14 17
RATA3 17 12
RATA 4 14 15
RATAS 16 13
RATA 6 13 10
PROMEDIO 14 13
DESVIACION ESTANDAR 1.5 2.6

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora

TABLA N° 04: Valores basales de transaminasas (GOT y GPT) post aclimatacién del

grupo Experimental 2.

GRUPOS DE TRATAMIENTO Transaminasa glutdmico ~ Transaminasa glutamico

oxalacélica BASAL pirdvica BASAL
EXP 02 Ul/L Ul/L
RATA1 13 14
RATA 2 14 13
RATA 3 12 14
RATA 4 14 15
RATAS 15 13
RATA 6 11 11
PROMEDIO 14 13.3
DESVIACION ESTANDAR 15 1.4

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora
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ANEXO N° 18: Prueba de CHAPIRO-WILKS para determinar la normalidad de

los grupos de estudio.

Pruebas de normalidad

GRUPOS Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.

INICIAL-CN .886 6 .295
INICIAL — CP .950 6 737
INICIAL-EXPO1 .861 6 191
INICIAL-EXP02 .935 6 .618
FINAL-CN .937 6 .634
FINAL-CP .965 6 .857
FINAL - EXP 01 913 6 457
FINAL - EXP02 .918 6 .488
INICIAL-CN .873 6 .238
INICIAL — CP 793 6 .051
INICIAL-EXP01 .989 6 .985
INICIAL-EXP02 .989 6 .985
FINAL-CN .989 6 .987
FINAL-CP .901 6 .379
FINAL - EXP 01 .852 6 .164
FINAL - EXP0O2 .947 6 .720

* Este es un limite inferior de la significacion verdadera. a Correccion de la significacion de Lilliefors

INTERPRETACION:

Teniendo en cuenta el namero de muestra utilizado en la investigacion la prueba que aplica
para determinar la normalidad fue la de CHAPIRO — WILKS (n< 30). En el gréfico
observamos que la significancia el valor P > 0.05 ES DECIR SE ACEPTA LA HIPOTESIS
NULA por lo que se concluye que los datos provienen de una DISTRIBUCION NORMAL.
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TABLA 06: Datos validos segln criterio de normalidad

Resumen del procesamiento de los casos

GRUPOS Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N | Porcentaje N | Porcentaje
GOT INICIAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL - CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXPO1 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXP02 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP 01 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP02 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
GPT  INICIAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL - CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXPO1 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
INICIAL-EXP02 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CN 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL-CP 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP 01 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%
FINAL - EXP02 6 100.0% 0 .0% 6 100.0%

INTERPRETACION: Se puede observar que el 100% de los datos obtenidos cumplen el

supuesto de normalidad, por lo que no se observan datos perdidos.

ANEXO 19: Prueba ANOVA unifactorial para encontrar la significancia de los grupos
de estudio transaminasas (GOT y GPT)

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.

Inter-grupos 59285.576 7 8469.368 79.376 .003
Intra-grupos 4267.970 40 106.699

Total 63553.545 47

Inter-grupos 24315.583 7 3473.655 36.776 .003
Intra-grupos 3778.227 40 94.456

Total 28093.810 47

INTERPRETACION: Aplicando la prueba anova puede observarse que existe que
el valor p<0.05 por lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis
alternativa, es decir existe diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
tanto antes como después para los valores de GOT Y GPT.
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TABLA 07: Prueba de comparaciones multiples de TUKEY para los grupos antes y
despues
Variable Diferencia de Error
dependiente (I) GRUPOS (J) GRUPOS medias (I-J) tipico Sig.
Limite Limite
Limite inferior superior inferior
INICIAL-CN FINAL-CN -24.83333(*) 5.96376 .004
GOT FINAL-CP -117.16667(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP 01 -54.61112(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP0O2 -79.55553(*) 5.96376 .000
INICIAL - CP FINAL-CN 71.88888(*) 5.96376 .000
FINAL-CP -20.44445(*) 5.96376 .028
FINAL - EXP 01 42.11110(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP0O2 17.16668 5.96376 .104
FINAL-CN 44.22222(*) 5.96376 .000
INICIAL-EXPO1 FINAL-CP -48.11112(%*) 5.96376 .000
FINAL - EXP 01 14.44443 5.96376 .259
FINAL - EXP02 -10.49998 5.96376 .649
INICIAL-EXP0O2 FINAL-CN 36.44445(%) 5.96376 .000
FINAL-CP -55.88888(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP 01 6.66667 5.96376 .949
FINAL - EXP02 -18.27775 5.96376 .068
FINAL-CN FINAL-CP -92.33333(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP 01 -29.77778(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP02 -54.72220(*) 5.96376 .000
FINAL-CP FINAL-CN 92.33333(%) 5.96376 .000
FINAL - EXP 01 62.55555(%) 5.96376 .000
FINAL - EXP02 37.61113(%) 5.96376 .000
FINAL - EXP 01 FINAL-CN 29.77778(*) 5.96376 .000
FINAL-CP -62.55555(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP0O2 -24.94442(%) 5.96376 .003
FINAL - EXP0O2 FINAL-CN 54.72220(%*) 5.96376 .000
FINAL-CP -37.61113(*) 5.96376 .000
FINAL - EXP 01 24.94442(%*) 5.96376 .003
INICIAL-CN FINAL-CN -19.00000(*) 5.61117 .031
FINAL-CP -83.36667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 -43.40000(*) 5.61117 .000
GPT FINAL - EXP02 -38.60000(*) 5.61117 .000
INICIAL - CP FINAL-CN 29.63333(%*) 5.61117 .000
FINAL-CP -34.73333(%*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 5.23333 5.61117 .981
FINAL - EXP02 10.03333 5.61117 .631
INICIAL-EXPO1 FINAL-CN 14.00000 5.61117 227
FINAL-CP -50.36667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 -10.40000 5.61117 .589
FINAL - EXP02 -5.60000 5.61117 .972
INICIAL-EXP0O2 FINAL-CN 14.00000 5.61117 227
FINAL-CP -50.36667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 -10.40000 5.61117 .589
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FINAL - EXP02 -5.60000 5.61117 972
FINAL-CN FINAL-CP -64.36667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 -24.40000(*) 5.61117 .002
FINAL - EXP02 -19.60000(*) 5.61117 .024
FINAL-CP FINAL-CN 64.36667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 39.96667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP02 44.76667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 FINAL-CN 24.40000(*) 5.61117 .002
FINAL-CP -39.96667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP02 4.80000 5.61117 .988
FINAL - EXP02 FINAL-CN 19.60000(*) 5.61117 .024
FINAL-CP -44.76667(*) 5.61117 .000
FINAL - EXP 01 -4.80000 5.61117 .988

* La diferencia de medias es significativa al nivel .05.

INTERPRETACION: Se puede observar que los valores de P son < 0.05 en la
comparacion inter grupos antes y después en los grupos resaltados; lo que nos indica
que en estos grupos la significancia es p < 0.05 es decir EXISTE DIFERENCIA

ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE ESOS GRUPOS
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TABLA N° 8: Valores Basales post aclimatacion de Fosfatasa Alcalina de los cuatro

grupos de experimentacion.

FOSFATASA BASAL POST ACLIMATACION UI/L

GRUPOS DE CONTROL CONTROL EXPERIMENTAL EXPERIMENTAL
TRATAMIENTO NEGATIVO POSITIVO 1 2

RATA1 16 15.1 14.9 151
RATA 2 16.5 17.3 15.2 16.3
RATA3 19.2 16 175 18.24
RATA 4 15.8 18.4 19.2 19.2
RATAS 17.1 154 16.4 14.8
RATA 6 145 19 15 17.4
PROM EDIQ 16.51666667 16.86666667 16.36666667 16.84
DESVIACION

ESTANDAR 1.574060566  1.619464932 1.740114939 1.75065702

Fuente: Datos obtenidos por la investigadora.

TABLA N° 09: Prueba ANOVA UNIFACTORIAL para encontrar la significancia

de los grupos de estudio-anova fosfatasa Alcalina.

ANOVA
F Sig.
Inter-grupos 722 .305
Intra-grupos
Total
Inter-grupos 221.14 .001

Intra-grupos
Total

Fuente: SPSS 20.0 sobre los datos obtenidos por la investigadora en el estudio.

Interpretacion:

Se puede observar que los valores de Fosfatasa Alcalina antes de iniciar el tratamiento
con Cajanus cajan no es significativa ( 0.305) sin embargo después del tratamiento con
los extractos de Cajanus cajan los valores nos demuestran que existe diferencia

estadistica altamente significativa a favor de Cajanus cajan (0.001)
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ANEXO N°¢ Certificado sanitario de Bioterio-Vicerrectorado de investigacion de la

Universidad Cayetano Heredia.
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