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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, de tipo experimental, nivel explicativo y enfoque
cuantitativo, se realizd con el objetivo de demostrar el efecto hepatoprotector del
extracto hidroalcoholico (EHA) de las hojas de Annona muricata (Guanabana) en
Rattus rattus var. albinus con hepatotoxicidad inducida. Se utilizaron 24 especimenes
machos, distribuidos en 4 grupos: Grupo control positivo, grupo control negativo y
grupos experimentales I 'y I1. Al grupo control positivo y experimentales se les indujo
hepatotoxicidad administrandoles por via oral una dosis de 0,2ml/100g pc de
tetracloruro de carbono (CCls). A los grupos experimentales |y 11 se les administrd
por via oral extracto hidroalcohdlico de Annona muricata (Guanabana) a dosis de
200mg/kg pc y 400mg/kg pc respectivamente. Para evaluar el efecto hepatoprotector
del extracto, se utilizaron niveles séricos de GOT, GPT y FAL. Los resultados
presentaron disminucion estadisticamente significativa de los niveles séricos de GOT,
GPT y FAL en ambos grupos experimentales, los mismos que fueron sometidos a las
pruebas de Chapiro-Wilks, ANOVA y Tukey, concluyendo que el extracto
hidroalcoholico de las hojas de Annona muricata (Guandbana) tienen efecto

hepatoprotector en Rattus rattus var albinus.

Palabras Clave: Annona muricata, guanabana, hepatoprotector, tetracloruro de

carbono.



ABSTRACT

The present research work, of an experimental type, explanatory level and quantitative
approach, was carried out with the objective of demonstrating the hepatoprotective
effect of the hydroalcoholic extract (EHA) of the leaves of Annona muricata
(Guanébana) in Rattus rattus var. albinus with induced hepatotoxicity. Twenty-four
male specimens were used, distributed in 4 groups: Positive control group, negative
control group and experimental groups | and Il. To the positive and experimental
control group, hepatotoxicity was induced by administering orally a dose of 0.2 ml /
100 g of carbon tetrachloride (CCls). Experimental groups | and Il were orally
administered hydroalcoholic extract of Annona muricata (Soursop) at doses of 200 mg
/ kg bw and 400 mg / kg bw, respectively. To evaluate the hepatoprotective effect of
the extract, serum levels of GOT, GPT and FAL were used. The results showed a
statistically significant decrease in serum levels of GOT, GPT and FAL in both
experimental groups, which were subjected to the Chapiro-Wilks, ANOVA and Tukey
tests, concluding that the hydroalcoholic extract of the leaves of Annona muricata (

Soursop) have a hepatoprotective effect in Rattus rattus var albinus.

Keywords: Annona muricata, guandbana, hepatoprotector, carbon tetrachloride

vi



INDICE

AGRADECIMIENTO. ...t e il
DE D I C AT ORI A . e v
RESUMEN . .. e \%
AB S T R A T . Vi
INDICE DE TABLAS . e viii
L INTRODUCCION. ...ttt 1
I1. REVISION DE LITERATURA . .....coiiii e, 6
2.0 ANEECEUBNTES. ...ttt 6
2.2 Bases teoricas de 1a investigacion............c.ovvvviiiiiriiiiieiieeeeeeeee, 9
L HIPO T ESIS. . e 17
IV. METODOLOGIA. ..., 18
4.1 Disefio de 1a INVestigacion............oouvriieiiiiii i 18
4.2 Poblacion Y MUBSEIA. ... ..ot e e 20
4.3 Definicion y Operacionalizacion de variables................c.oeviiiinnnn 22
4.4 TECNICAS € INSIIUMENTOS. ... eeeeiee ettt 23
4.5 Plan de analisis. ......oouiiieiiii i e 28
4.6 MAtriz de CONSISTEINCIA. ... .u ettt ettt 29
4.7 PrINCIPIOS BLICOS. ..ttt ittt e e 30
V. RESULTADOS. ... e 31
5L RESUIATOS. . .. e 31
5.2 Analisis de resultados. ........o.oiiiiiii e 33
VI . CONCLUSIONES. ... e 36
ASPECTOS COMPLEMENTARIOS. ... 36
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .. ..o, 38
AN X O S . . 44

Vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona
muricata (Guanabana) a dosis de 200 mg/kg pc y 400 mg/kg pc a través de
los niveles séricos de Transaminasa Glutdmico Oxalacética (GOT) y
Transaminasa Glutamico Pirtvica (GTP) en Rattus rattus var. albinus, con

hepatotoxicidad iINdUCIda..............ooveiiiiii e 31

Tabla 2: Comparacion del efecto hepatoprotector del extracto hidroalcoholico de hojas
de Annona muricata (Guanabana) a dosis de 200 mg/kg pc y 400 mg/kg pc
a través de los niveles séricos de fosfatasa alcalina sérica en Rattus rattus

var. albinus, con hepatotoxicidad inducida.  ................... 32

Tabla 3: Prueba de chapiro — wilks para determinar la normalidad de los grupos de
BSTUTIO ..t 62

Tabla 4: Prueba anova unifactorial para encontrar la significancia de los

grupos de estudio ............oooiiiiiiiii e 63

Tabla 5: Prueba de comparaciones multiples de tukey para los grupos antes y

QO PUBS. ...t 64

viii



l. INTRODUCCION

El higado es la viscera de mayor tamafio del cuerpo humano, quien esta predispuesta
a agresiones por diferentes causas, que ocasionan dafio hepatico. Las enfermedades
asociadas a disfunciones hepaticas representan una causa importante en la morbilidad
y en la mortalidad. El dafio hepatico se esta convirtiendo en un importante problema
de salud publica. Las enfermedades hepaticas, son muy recurrentes hoy en dia, tienen
diferentes causas, ya sea por procesos como lo son las enfermedades inflamatorias,

infecciosas, toxicidad por diferentes agentes y problemas genéticos 2.

Se conocen factores de riesgo comUnmente asociados a la enfermedad hepatica con
etiologia no alcohdlica (EHGNA) como la diabetes tipo I, obesidad, y dislipidemias
@), La cirrosis hepatica es una enfermedad de caracteristicas cronicas, se presenta de
forma difusa y afecta irreversiblemente al higado, se caracteriza por la presencia de
fibrosis y por la aparicion de nédulos de regeneracion, que conllevan a un cambio en
la arquitectura vascular, ademas de la funcionalidad del higado. La cirrosis representa

la fase final de varias enfermedades que afectan al tejido hepatico ¢,

En el Perq, la cirrosis hepatica con una tasa de mortalidad de 9,48 por 100,000
habitantes, ocupa el 5° lugar, constituyendo el 4% de la mortalidad nacional. Se
incluyen en ella tanto a la cirrosis como a los procesos hepéticos agudos. Es importante
sefialar que del total de dichas muertes, el 70% ocurre en varones. Su prevalencia en
personas menores de 25 afios es baja < 1%), sin embargo, la misma se ubica en el sexto
lugar como causa de mortalidad en el grupo de 25 a 49 afios (4.3% global, 3.2% en
varones y 1.1% en mujeres), pasando a ocupar el segundo lugar entre los 50 y 64 afios

(8.7% global, 6.3% en varones y 2.4% en mujeres ©.



Un agente causante de enfermedad hepaética es el tetracloruro de carbono (CCls), que
se empled en la produccion de liquido refrigerante, como agente para limpiar y
desgrasar y para remover manchas. Debido a sus efectos perjudiciales, estos usos estan
prohibidos y solamente se usa en ciertas aplicaciones industriales. La exposicion a
altos niveles de tetracloruro de carbono puede causar dafio del higado, los rifiones y el
sistema nervioso central. ElI higado es especialmente sensible al tetracloruro de
carbono porque las células sufren dafio o son destruidas, pero también los rifiones

sufren dafio por causa de la inhalacion o absorcion del CCly ©

Las pruebas que informan de lesion hepatocelular o citdlisis destacan las
transaminasas: Transaminasa Glutamico Oxalacética 6 Alanina Amino-Transferasa
sérica (GOT); Transaminasa Glutdmico Pirtvica 6 Aspartato Amino Transferasa

sérica (GPT) y la actividad de Fosfatasa Alcalina sérica (FAL) .

Las plantas medicinales han sido utilizadas por el hombre, con diferentes fines. Entre
ellos, como recurso terapéutico, por un gran nimero de habitantes de los paises
occidentales, Apenas hace dos décadas por mdltiples razones, recobra auge y
popularidad debido a la tendencia en los pobladores de las ciudades, sobre todo en
los llamados paises desarrollados a retornar los métodos tradicionales, populares,
caseros 0 a la utilizacion de las llamadas terapéuticas alternativas .Las plantas
medicinales que corresponden a especies vegetales con principios activos que tienen
propiedades terapéuticas comprobadas empirica o cientificamente. Estas producen
metabolitos secundarios utiles para la solucién de problemas especificos de salud en

el hombre ®,



La complejidad fitoquimica de las plantas puede ofrecer beneficios para la salud como
son los compuestos con capacidad antioxidante tienen la finalidad de inhibir la
oxidacion de moléculas y por ende actuar como protectores de biomoléculas frente a
especies reactivas de oxigeno. Una gran cantidad de estas sustancias antioxidantes son
elaboradas desde el propio organismo o en algunas ocasiones obtenidas a partir de una
alimentacion basada en frutas y vegetales, por lo que estos Gltimos se convierten en

una amplia fuente de productos alternativos en el tratamiento de enfermedades ©19),

La Annona muricata L, es un miembro de la familia Annonaceae y es un arbol frutal
con una larga historia de uso tradicional A. muricata, también conocida como
guanabana y graviola, es una planta de hoja perenne que se distribuye principalmente
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo. Diversos estudios documentan la
presencia de acetogeninas citotoxicas en las hojas de guanabana. Es de gran interés
por sus propiedades medicinales, como la actividad antioxidante de la pulpa, las hojas
frescas y secas, y las semillas. Una amplia gama de actividades etnomedicinales se
contribuye a diferentes partes de A. muricata, tener efectos terapéuticos, las
comunidades indigenas en Africa y América del Sur usan ampliamente esta planta en

su medicina popular @),

Numerosas investigaciones han corroborado estas actividades, incluidas las
actividades anticancerosas, anticonvulsivantes, antiartriticas, antiparasitarias,
antipaltdicas, hepatoprotectoras y antidiabéticas. Los estudios fitoquimicos revelan

que las acetogeninas anoxicas son los principales constituyentes de A. muricata L,



encontrandose también metabolitos secundarios como los flavonoides, alcaloides y
acido citrico, etc. Estos metabolitos presentes en A.muricata permitiran la proteccién

del higado t1:12),

El motivo para la realizacion del trabajo de investigacion de lo antes descrito fue
comprobar la propiedad terapéutica del Extracto Hidroalcohdlico (EHA) de hojas de
A. muricata (Guanabana) como hepatoprotector, con el fin de aportar alternativas

fitogquimicas a los tratamientos convencionales de enfermedades hepaéticas.

¢Presentard efecto hepatoprotector el extracto hidroalcohélico de hojas de Annona

muricata (guandbana), en Rattus rattus var. albinus, con hepatotoxicidad inducida?

OBJETIVOS
Objetivo General:

e Demostrar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Annona muricata (Guanabana) en Rattus rattus var. albinus, con hepatotoxicidad

inducida.
Objetivos Especificos:

e Determinar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Annona muricata (Guanabana) a dosis de 200 mg/kg pc y 400 mg/kg pc a través de
los niveles séricos de Transaminasa Glutamico Oxalacética (GOT) vy
Transaminasa Glutamico Piravica (GTP) en Rattus rattus var. albinus, con

hepatotoxicidad inducida.



e Comparar el efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohdlico de hojas de
Annona muricata (Guanabana) a dosis de 200 mg/kg pc y 400/kg mg pc, a traves
de los niveles séricos de Fosfatasa Alcalina en Rattus rattus var. albinus, con

hepatotoxicidad inducida.



REVISION DE LA LITERATURA
2.1. Antecedentes
Usunomena en el 2015 en Nigeria, se llevo a cabo un estudio para evaluar el efecto
hepatoprotector de las hojas de Annona muricata en la matriz extracelular (ECM)
acumulacién, integridad de la membrana lisosomal y dafio hepatico en ratas fibroticas
inducida por dimetilnitrosamina (DMN). EI método fue usando ratas Wistar machos
adultos sanos se dividieron en cuatro grupos 3,
Los resultados obtenidos fueron que el dafio hepatico, la disminucion de la capacidad
de sintesis, la fragilidad de la membrana lisosomal y la alteracién de la funcion de la
MEC fueron evidentes por un aumento en los niveles de LDH, TB, ACP y HA, asi
como una disminucién en el nivel de TP y ALB en sueros de ratas DMN administradas
en comparacion con ratas normales .Sin embargo, el tratamiento simultaneo
con extracto de hoja de Annona muricata significativamente (p <0.05) revirtio las
alteraciones en los anteriores indices®®.
La conclusion fue que este estudio sugiere que la hoja de Annona muricata funciona
como un potente fibrosupresor mediante la supresion de la acumulacién de ECM,

mejora la estabilidad de la membrana lisosomal y la capacidad de sintesis hepatica 2.

Olusola et al; en el 2015 en Nigeria, realizaron un estudio sobre el efecto del extracto
acuoso de las frutas de la xilopia aethiopica (Dunal) en ratas con hepatotoxicidad
inducida con tetracloruro de carbono. Se utilizaron treinta y seis ratas divididas en 6
grupos de 6 animales cada uno para la investigacion. EI grupo 1 sirvié como control,
mientras que los grupos 2, 3y 4 se trataron previamente con Extracto del fruto de X.
aethiopica en la dosis respectiva de 250 mg / kg, 500 mg / kg y 1000 mg / kg peso

corporal durante 21 dias antes de una Unica administracion intraperitoneal de CCla.



Animales en grupo 5 recibio solo el extracto de fruta en una dosis de 1000 mg / kg de
peso corporal, mientras que los del grupo 6 fueron dado solo CCls. Funciones
hepaticas; se evalué midiendo los niveles plasmaticos de AST, ALT, ALP, proteina
total y albumina. Resultados: mientras que la administracion de CCls produjo
elevaciones significativas en la ALT, AST y ALP, hubo una reduccion significativa
tanto en la proteina total en plasma como en la albimina. Conclusion: se puede sugerir
que las frutas X. aethiopica tienen la capacidad de ofrecer un grado significativo de la
proteccion de las células hepaticas contra la hepatotoxicidad inducida por tetracloruro

de carbono en ratas albinas Wistar. Por mecanismo de accién antioxidante %),

Sonkar et al; en el 2016 en la India, se evalud la actividad hepatoprotector del extracto
de bark de hojas de Annona squamosa contra el dafio al higado con tetracloruro de
carbono en ratas wistar. El extracto etandlico de hojas y la corteza de Annona
squsmosa (Annonaceae) se evalud la actividad hepatoprotectora en ratas wistar, con
dafo hepatico inducido por tetracloruro de carbono. El extracto en una dosis oral de
450 mg / kg mostrd un efecto protector significativo por bajar los niveles séricos de
Aspartato Aminotransferasa, Alanina Aminotransferasa, Bilirrubina sérica total y
Malondialdehido equivalente, un indice de peroxidacion lipidica del higado. Las
observaciones bioguimicas se complementaron con histopatologia, examen de
secciones hepaticas. La actividad de extracto también fue comparable a la de la

silimarina, un hepatoprotector conocido .

Oyinloye et al; en el 2016 en Sudafrica, se realizé una investigacion sobre el efecto
protector de Monodora myristica (MM) en el dafio hepético inducido por cadmio en

animales de experimentacion. Se mantuvieron ratas albinas Wistar macho en 200 mg



/ 1 de cadmio: Cd (Cd Como CdCl2) en el agua potable principal de los animales para
inducir hepatotoxicidad. Sumado a esto, los animales recibieron extractos acuosos de
MM a una dosis de 200 0 400 y 20 mg / kg bw de Livolin forte (LF) durante 21 dias.
Al final del experimento, los niveles de biomarcadores de enzimas séricas (Alanina
transaminasa, fosfatasa alcalina y Aspartato transaminasa. Los resultados demuestran
que los extractos acuosos de MM son efectivos en la mejora de los dafios hepaticos
derivados de la toxicidad inducida por cadmio. Lo que indica que los bio-
constituyentes antioxidantes de MM desempefian un papel importante en la prevencion
de la toxicidad hepatica, posiblemente al inhibir la bioacumulacion de radicales libres

en modelos animales @9,

Suchy et al; en el 2017 en la India, en la Universidad de Banasthali, se investigo la
actividad hepatoprotectora del extracto hidroalcohélico de semillas de Annona
Squamosa L. Utilizando el tetracloruro de carbono para inducir la toxicidad hepatica
en ratas. Material y métodos: se evalu6 la actividad frente al tetracloruro de carbono
inducido. Hepatotoxicidad mediante la medicion de los niveles de enzimas séricas
como SGOT, ALP, SGPT vy bilirrubina total para la funcion hepatica pruebas. Se
utilizaron seis grupos de ratas (n = 6) y se administraron por via oral una vez al dia con
solucion salina normal (control normal), con tetracloruro de carbono (control toxico)
0 ASE (100, 200 y 400 mg / kg) durante 7 dias, seguido de la induccion de
hepatotoxicidad. Resultados: El extracto mostré una actividad hepatoprotector
significativa a 100 mg / kg, 200 mg / kg y 400 mg / kg b.w por disminuyendo los
niveles de SGOT, SGPT, ALP vy bilirrubina total en comparacion con el grupo de
control téxico. Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de ASE tiene un potencial

de proteccion hepética que podria atribuirse para una investigacion adicional @7,



Mohammad et al ,2018 en la India, realizaron un trabajo para evaluar la actividad
hepatoprotectora del extracto de semilla de Annona squamosa contra la lesion hepatica
inducida por alcohol en ratas Sprague Dawley. La toxicidad hepatica fue inducida por
alcohol al 50% a nivel de dosis de 12 ml / kg po cada uno, durante 8 dias. Extracto
etanolico de semilla de A. squamosa (SEAE) a dosis de 200 y 400 mg / kg pc se
administraron una vez al dia durante 8 dias consecutivos. La actividad
hepatoprotectora del SEAE fue evaluado en ratas experimentales utilizando diversos
parametros bioquimicos como ALT, AST, ALP, LDH, SBL, albimina, colesterol total
y proteina total; y parametros antioxidantes como SOD, CAT, GSH y TBARS. Eso
demostraron que el tratamiento con SEAE de manera significativa (p <0,05 —p <0,001)
y dependiente de la dosis impidio el aumento inducido por el alcohol en los niveles

séricos de enzimas hepaticas y aumento significativamente

Los niveles de SOD, CAT, y GSH. También disminuyd significativamente el nivel de
MDA. Histopatologia de los los tejidos del higado mostraron que el SEAE atenud la
necrosis hepatocelular y condujo a la regeneracion y Reparaciéon de células hacia
normal. Los resultados de este estudio indican claramente el efecto protector de A.
squamosa contra la lesion hepatica inducida por el alcohol, que puede atribuirse a sus

actividades hepatoprotectoras y antioxidantes 8,

2.2 Bases teoricas de la investigacion

Plantas medicinales
La Medicina Tradicional se basa predominantemente en el uso de materiales vegetales.
Los medicamentos herbales han ganado importancia y popularidad en los Gltimos afios

debido a su seguridad, eficacia y rentabilidad. Uno de los usos importantes y bien



documentados de los productos vegetales es su uso como agentes hepatoprotector. Por

lo tanto, existe una necesidad cada vez mayor de un agente hepatoprotector seguro 9.

La terapia a base de plantas para los trastornos hepaticos se ha utilizado durante mucho
tiempo y ha sido popularizada en todo el mundo por las principales farmacéuticas. A
pesar de la gran popularidad de varias hierbas medicinales en general, y de las
enfermedades hepéticas en particular, siguen siendo modalidades de tratamiento para

las enfermedades hepéticas que aun no se encuentran estandarizadas 9.

Principio activo
Son los compuestos quimicos responsables de la accion farmacoldgica de las drogas
vegetales. Con frecuencia, son varios los constituyentes de la droga que intervienen en

la accion farmacoldgica, con fendmenos de sinergia entre ellos 9,

Extracto vegetal

Son una mezcla de caracteristicas complejas, con una gran variedad de compuestos
quimicos y de facil utilizacion en cualquier campo de la tecnologia. La guanabana
(Annona muricata.) se considera una buena fuente de antioxidantes naturales, y todas

las partes de la fruta se utilizan en la medicina popular tradicional ?%.

Annona muricata (Guanabana)

Arbol perteneciente a la familia Annonaceae. Diversos estudios documentan la
presencia de acetogeninas citotoxicas en las hojas de guandbana. Es un fruto tropical
de gran interés actual por sus propiedades medicinales, como la actividad antioxidante

de la pulpa, las hojas frescas y secas, y las semillas ¢?¥ .El uso etnomedicinal de A.

10



muricata, ha sido ampliamente conocido, sin embargo a la fecha, todavia carece de

validacion clinica y farmacoldgica cientificamente respaldada. (Ver anexo 02). @),

Habitat

Annona muricata L. (Annonaceae), comunmente conocida como guanabana, se
encuentra desde América Central hasta América del Sur, incluidas las regiones
del norte, noreste y sureste de Brasil ?1)- La guanaba es oriunda y muy comin en
Américatropical y las islas del Caribe. Se cultiva a menos de 300 m.s.n.m, en suelos
variados y requiere alrededor de 100 mm de precipitacion anual. Es muy susceptible

a las heladas @,

Descripcion botanica

Pertenece a la familia de las Annonéceas. Su tronco es recto, mide un promedio
cercano a los 6-8 metros, el ramaje intenso con ramas delgadas y grisaceas. Las
hojas son ovadas - oblongas y ocasionalmente eliptico - oblongas, miden de 5 a 15
cm de largo por 2 a 6 cm de ancho. Las flores hermafroditas, se forman sobre
ramitas cortas auxiliares o directamente sobre el tronco. El fruto es asimétrico,
ovoide y mide de 14 a 40 cm de largo por 12 a 18 cm de ancho, esta cubierta por
una céscara delgada de color verde oscuro con varias espinas pequefias de 0,3 a 0,5
suaves y carnosas desprendibles con facilidad cuando el fruto ha madurado. (Ver

anexo 01) @Y,

Composicidén quimica
Entre los constituyentes quimicos encontrados en A. muricata, los alcaloides

(reticulina, coreximina, coclarina y anomurina) .

11



Las acetogeninas: muricapentocin, muricatocin C, muricatocin A, annomuricin B,

annomuricin A, murihexocin C, muricoreacin, bullatacinone, y bullatacin.
Flavonoides: Como la rutina

Entre los lipidos tenemos: Acido esteérico, acido linoleico, &cido lignocérico, y

acido gentisico

También estan presentes los siguientes compuestos:

Taninos carcinogénicos

Compuestos fenolicos: acido cafeico, acido p-cumarico, leuncoantocianidinas
Acido ascorbico

Compuestos cianogenéticos: acido hidrocianico

Aceite fijo en las semillas (23,9%)

Fitoesteroles: P sitoesterol, estigmasterol, arronol, ipuranol) @4

Propiedades terapéuticas

En cuanto a la literatura, existen varios estudios farmacologicos que demuestran
gue Annona muricata posee efecto antihipertensivos, vasodilatadores,
antiespasmadicos, cardiodepresivos, antiplasmadicos, anticonvulsivos, antivirales,
antibacterianos, propiedades antidiabéticas, hipolipidicas y antioxidantes. Se utiliza

para la hipertension, la diabetes, el dolor de estémago, la fiebre y vomitos @4,

Tradicionalmente, las hojas se utilizan para dolores de cabeza, insomnio, cistitis,
problemas hepaticos, diabetes, hipertension y como antiinflamatorio,
antiespasmadico y antidisentérico. La decoccion de las hojas tiene efectos

parasiticidas, antirreumaticos y antineuralgicos cuando se usa internamente,

12



mientras que las hojas cocidas, aplicadas por via topica, combaten el reumatismo

y los abscesos @4

Las acetogeninas anomutacina (cis y trans) 10-annonacin-A-ona han demostrado
poseer citotoxidad selectiva en cultivos de células tumorales del pulmén @,
Estudios comparando éstos valores con los de mango: 11.8 + 0.9 umolTrolox/g (1
min) y 13.2 £ 0.3 pumolTrolox/g (7 min), resulté menor la actividad antioxidante de

guanabana en todos los casos 5,

Toxicidad

Los estudios toxicoldgicos no han sido demostrados. En el presente estudio hemos
examinado la toxicidad del extracto acuoso de Annona muricata, los efectos
antidiabéticos y antioxidantes de su administracion crénica en ratas diabéticas
inducidas por estreptozotocina con complicaciones ?®). Seglin estudios se determin
que la toxicidad aguda de Annona muricata fue de 5g/kg de peso vivo,

observandose dafio a nivel renal a partir de 2.5g /kg de peso vivo @7,

Fisiologia hepética

El higado esta considerado como uno de los 6rganos mas vitales que funciona como
centro del metabolismo de nutrientes como los hidratos de carbono, proteinas y lipidos
y la excrecion de metabolitos de residuos. Ademas, también maneja el metabolismo y
la excrecion de drogas y otros xenobioticos del cuerpo, proporcionando asi proteccion

contra sustancias extrafias al desintoxicarlas y eliminarlas ¢®.

La bilis secretada por el higado tiene, entre otras cosas, un papel importante en la

digestion. Las lesiones de las células hepaticas causadas por diversos agentes toxicos,
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como ciertos agentes quimioterapéuticos, tetracloruro de carbono, tioacetamida, etc.,
el consumo cronico de alcohol y los microbios estan bien estudiados. EI aumento de
la peroxidacion de lipidos durante el metabolismo del etanol puede provocar el
desarrollo de la hepatitis que conduce a la cirrosis. Desde tiempos inmemoriales, la

humanidad ha hecho uso de las plantas en el tratamiento de diversas dolencias ?®.

Fisiol6gicamente el higado cumple una funcion vital en el organismo, presentando
multiplicidad funcional metabdlica, digestiva, hemostatica, inmunoldgica. El higado
interviene en el metabolismo de las proteinas captando aminoacidos de la circulacion

portal y a través de trasnominacion. 9,

Hepatotoxicidad

Lesion o dafio hepatico causado por la exposicién a un medicamento u otros agentes
no farmacoldgicos, llamada enfermedad hepatica toxica. El higado esta especialmente
expuesto a toxicidad por razén de su funcion en la biotransformacion, metabolismo y

eliminacion de agentes potencialmente toxicos como el CCly ?9).

Marcadores de la lesion hepatica

Entre las pruebas que informan de lesién hepatocelular o citdlisis destacan las
transaminasas o aminotransferasas y fosfatasa alcalina.

Aspartato-aminotransferasa o transaminasa glutamicooxalacética (AST o GOT) cuya
vida media es de 48 horas.

Alaninoaminotransferasa o transaminasa glutamico-piravica (ALT o GPT) con una

vida media de 18 horas (Ver anexo 24) ©9,
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La GPT es mas especifica de dafio hepético que la GOT, debido a que la primera se
localiza casi exclusivamente en el citosol del hepatocito, mientras que la GOT, ademas
del citosol y mitocondria, se encuentra en el corazén, musculo esquelético, rifiones,

cerebro, pancreas, pulmon, eritrocitos y leucocitos.

Fosfatasa Alcalina: La enzima fosfatasa alcalina se encuentra concentrada en el
higado, hueso, placenta, intestino. En los nifios y durante el embarazo se encuentra en
concentraciones mas altas debido a los procesos de crecimiento 6seo y por accion
placentaria, respectivamente. Esta enzima se encuentra elevada en enfermedades tales

como la hepatitis, enfermedades dseas, entre otras. (Ver anexo 25)@Y,

Hepatoxicidad inducida por CCl4

El CCl4 es una sustancia liquida de aspecto transparente y de facil evaporacion. Debido
a esto, la mayor cantidad de CCl4 que se halla en el aire, se encuentra en forma volatil
por esta razon el uso del tetracloruro de carbono ha disminuido considerablemente
@ El higado es particularmente vulnerable al CCls pues posee una gran cantidad de
enzimas que metabolizan a este xenobi6tico. Algunos de los productos de esta
degradacion pueden desnaturalizar a proteinas celulares, interrumpiendo asi con las
funciones de los hepatocitos. Las sustancias que degradan a las membranas celulares

pueden llevar hacia la muerte celular ©¢2

Toxicidad inducida por CCl4

La causa de la hepatotoxicidad por a la exposicién de CCls induce a cirrosis cronica
después de su exposicién, este compuesto es altamente reactivo en los dérganos,
especialmente en el higado, tiene una alta reactividad quimica. La toxicidad del CCls

se asocia a su conversion en radicales libres de ticlorometilo (CCls) altamente toxicos,
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por la accién del complejo enzimatico citocromo P450, que se combinan con los
lipidos y proteinas de la célula en presencia de oxigeno para formar el radical
triclorometilperoxil (CCI30 -) el cual ataca a las células. El aumento de los niveles de
GPT y GOT constituye la l6gica manifestacion de la presencia de células con dafio y

con pérdida de la integridad funcional de la membrana celular G2,

Mecanismo de accion de Annona muricata frente a hepatotoxicidad inducida por
CCla.

Los flavonoides, alcaloides, presentes en Annona muricata (Guanabana), manifiestan
actividad antioxidante especialmente en extractos, ademas de que los compuestos
fendlicos que se consumen en la dieta son antioxidantes ya que secuestran radicales
libres y previenen la oxidacion biologica (factores etioldgicos de muchas
enfermedades crénicas como infartos y otras enfermedades cardiacas, cancer, diabetes,
envejecimiento celular, etc.)Los antioxidantes pueden prevenir y la oxidacién y en
algunos casos revertir el dafio oxidativo de las moléculas afectadas, podria interferirse
que esta misma actividad antioxidante por los metabolitos antes descritos serian los

responsables de reducir el dafio producida a nivel hepatico por el CCls @4,
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I1l.  HIPOTESIS
3.1. Hipotesis Alternativa (Ha):
El extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona muricata (Guanabana) tiene efecto

hepatoprotector en hepatotoxicidad inducida en Rattus rattus var. albinus.

3.2. Hipotesis Nula (Ho):

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona muricata (Guanabana) no tiene

efecto hepatoprotector en hepatotoxicidad inducida en Rattus rattus var. albinus.
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IV. METODOLOGIA

4.1  Disefio de la investigacion

El presente trabajo de investigacion fue de tipo experimental, de nivel explicativo,

enfoque cuantitativo.
Los grupos de tratamiento que se trabajaron fueron divididos de la siguiente manera:
a) Grupo control Negativo

Estuvo conformado por 06 especimenes de experimentacion Rattus rattus var.albinus
entre 250 a 300 g agrupadas aleatoriamente con alimento balanceado y agua ad libitum
por 7 dias; este grupo se encuentra bioldgicamente saludables, el 5% dia se extrajo
3ml de sangre, que fue correspondiente a la muestra inicial, mediante la técnica de la
puncién cardiaca, el 7™ dia se repiti6 el procedimiento para la muestra final, en ambos

casos las pruebas bioquimicas fueron realizadas en suero.
b) Grupo control Positivo:

Estuvo conformado por 06 especimenes de experimentacion Rattus rattus var.albinus
entre 250 a 300 g agrupadas aleatoriamente con alimento balanceado y agua ad
libitum. EI 5 * dia, se indujo hepatotoxicidad con una mezcla de CCls (1:1v/v) a una
dosis de 0,2ml/100g pc (0,1 ml de CCls + 0,1 ml de aceite de maiz), por sonda
orogastrica N° 6 adaptada para (Rattus rattus var. albinus), 30 minutos después de la
induccion de CCly, se extrajo 3ml de sangre, que fue correspondiente a la muestra
inicial, mediante la técnica de la puncion cardiaca, el 7™ dia se repitié el
procedimiento para la muestra final, en ambos casos las pruebas bioquimicas fueron

realizadas en suero.
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Grupo Experimental I:

Estuvo conformado por 06 especimenes de experimentacion Rattus rattus var.albinus,
entre 250 a 300 g agrupadas aleatoriamente con alimento balanceado y agua ad libitum.
A este grupo se le administro extracto hidroalcohdélico de hojas de Annona muricata
una dosis de 200mg/kg pc via oral diariamente por 7 dias. El 5to dia se indujo
hepatotoxicidad con una mezcla de CCls (1:1v/v) una dosis de 0,2ml/100g pc (0,1 ml
de CCls + 0,1 ml de aceite de maiz) por sonda orogéastrica N° 6 adaptada para (Rattus
rattus var. albinus), 30 minutos después de la induccién de CCla, se extrajo 3ml de
sangre, que fue correspondiente a la muestra inicial, mediante la técnica de la puncién
cardiaca, el 7 ™ dia, se repitio el procedimiento para la muestra final, en ambos casos

las pruebas bioquimicas fueron realizadas en suero.

C) Grupo Experimental I1:

Estuvo conformado por 06 especimenes de experimentacion Rattus rattus var.albinus,
entre 250 a 300 g agrupadas aleatoriamente con alimento balanceado y agua ad libitum.
A este grupo se le administrd extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona muricata
una dosis de 400mg/kg pc via oral diariamente por 7 dias. El 5to dia se indujo
hepatotoxicidad con una mezcla de CCls (1:1v/v) una dosis de 0,2ml/100g pc (0,1 mi
de CCl; + 0,1 ml de aceite de maiz) por sonda orogastrica N° 6 adaptada para (Rattus
rattus var. albinus), 30 minutos después de la induccidn de CCls, se extrajo 3ml de
sangre, que fue correspondiente a la muestra inicial, mediante la técnica de la puncién
cardiaca, el 7 ™ dia, se repitio el procedimiento para la muestra final, en ambos casos

las pruebas bioquimicas fueron realizadas en suero.
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La muestra biologica utilizada fue el suero obtenido por puncion cardiaca antes y
después del estudio, para lo cual los animales fueron previamente anestesiados con una
dosis de ketamina + xilacina proporcion 9:1 a una dosis de (0,2ml/kg pc), para lo cual,
se utilizd una jeringa de tuberculina para administrar por via intramuscular la dosis
adecuada. Esperandose de 5 a 10 minutos para lograr efecto, luego se procedié a
rasurar la zona donde se encuentra ubicado el corazon para una mejor extraccion, se
procedio a extraer 3 ml sangre por puncion cardiaca empleando una jeringa de 5ml con
agujaN°23, para los respectivos andlisis de transaminasas (GOT y GPT) y la fosfatasa
alcalina (FAL) . Después de haber extraido la sangre por medio de la puncién cardiaca,
se colocaron en los tubos de ensayo correspondientes para ser llevados a la centrifuga
3000 rpm por 15 minutos y obtener el suero con el que se trabajé para los analisis

correspondientes.

4.2 Poblacion y Muestra

Poblacién Bioldgica:

Estuvo conformada por los especimenes de Rattus rattus var albinus machos de 3 a 4
meses de edad teniendo como pesos promedios entre 250 a 300 g, procedentes del
bioterio del INS — LIMA. (Ver anexo 15)

Muestra Biologica:

Estuvo formada por 24 especimenes de Rattus rattus var.albinus machos de pesos
promedios entre 250 a 300 g que fueron distribuidos de manera aleatoria en cuatro
grupos con 6 especimenes cada uno; control negativo, control positivo, control
experimental | y control experimental Il. Fueron aclimatados en ciclos de luz —
oscuridad de 12 horas por un periodo de 7 dias; a temperatura de aproximadamente

22°C en el lugar libre de ruido, fueron acondicionados en jaulas de polipropileno, en
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la cual se empleo viruta para el encamado de los especimenes, cambiandose a diario,
cuidando la salud de los animales de experimentacion, recibiendo una alimentacién

balanceada segun indico el INS-LIMA. (Ver anexo 14)

Poblacion vegetal:

Estuvo formado por las hojas de Annona muricata (Guanabana) cultivadas en el centro
poblado de Samne, en el distrito de Otuzco, provincia de Otuzco, departamento de la
Libertad, Per0. Se recolecto la muestra de hojas de Annona muricata en los lugares de

cultivo de estos arboles frutales. (Ver anexo 02)

Muestra vegetal

Se recolectaron 2000 g (2 kg) de hojas de Annona muricata (Guanabana) en el centro
poblado de Samne, en el distrito de Otuzco, provincia de Otuzco, departamento de la
Libertad, PerG. Se tuvo en cuenta arboles con hojas sanas, sin presencia de plagas o
contaminadas con pesticidas. La seleccion de hojas se realiz6 siguiendo los criterios

de inclusion y exclusion. (Ver anexo 03).

Criterios de inclusién

% Las hojas de Annona muricata (Guanabana) deben estar de tamafio homogéneo.
% Las hojas de Annona muricata (Guanabana) deben estar, completas con color y

apariencia sana. (ver anexo 08).

Criterios de exclusion
% Las hojas de Annona muricata (Guanabana) en mal estado.
¢ Las hojas de Annona muricata (Guanabana) que presenten plagas e incompletas.

(ver anexo 07).
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4.3 Definicion y Operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICION DISENO OPERACIONAL INDICADORES ESCALA, DE
CONCEPTUAL MEDICION
DEPENDIENTE Proteccion de Se determind la disminucién de | Valores de transaminasas (GOT | Variable
Efecto Hepatoprotector enfermedades hepaticas los niveles de las enzimas Y GPT) y Actividad Fosfatasa | Cuantitativa de
experimentales en Transaminasa Glutamico
de hojas de Annona animales de laboratorio. oxalacética  sérica (GOT): Alcalina en UI/L obtenidas a | razon.
muricata. Transaminasa Glutamico | partir de las absorbancias de las
pirivica sérica (GTP) vy la

Actividad de Fosfatasa Alcalina

sérica.

muestras.

INDEPENDIENTE

Extracto

hidroalcoholico

de Annona

muricata (Guanabana).

Extracto preparado a base
de hojas de Annona
muricata
(Guanébana).Utilizando
como solvente agua y

alcohol.

Producto obtenido a través del
extracto hidroalcoholico de hojas
de Annona muricata empleando
dos dosis a 200mg/kg pc y 400

mg/kg pc.

Grupo control negativo, solo
comida balanceada y agua.
Grupo control positivo, CCls
0,2ml /g.

Grupo experimental 1, 200
mg/kg pc de extracto de hojas
de Annona muricata.

Grupo experimental 11, 400
mg/kg pc de extracto de hojas
de Annona muricata.

Variable Cualitativa

nominal.
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4.4 Técnicas e Instrumentos

Recoleccion de hojas de Annona muricata.

Se recolectaron hojas frescas de Annona muricata (Guanabana), en el centro poblado
de Samne, en el distrito de Otuzco, provinciade Otuzco, departamento de la Libertad,
un equivalente a 2 kg (2000g), procedentes de arboles, que contengan hojas frescas y
libres de plagas ,las hojas recolectadas fueron lavadas con agua corriente, después
lavadas con agua destilada y luego fueron limpiadas con algodon y alcohol 70° para
eliminar restos de materias extrafias presentes en las hojas, para su posterior

utilizacion en la preparacion del extracto hidroalcohdlico.(ver anexo 03)

Para la determinacion taxondmica de la planta se recolectaron 4 ramas completas con
tallos, hojas, flores y frutos, las cuales fueron llevadas a una prensa para ser secadas
adecuadamente, para su identificacion en el Herbarium Truxillense (HUT) la cual fue

identificada con el codigo N° 59603. (Ver anexo 04).

Preparacion del extracto:

Las hojas de Annona muricata (Guanabana), que previamente fueron lavadas con agua
corriente y agua destilada fueron limpiadas con algodén y alcohol de 70°, secandose
bajo sombra sobre papel Kraft, a temperatura ambiente 24°C, una vez seca las hojas,
se procedido a seleccionar hojas en buen estado las cuales fueron molidas con ayuda
de un mortero y pilén posteriormente tamizadas con un tamiz (Endecotts) N°60, en el
laboratorio de la ULADECH, hasta la obtencion de un polvo fino. La maceracion se
realizd pesando 200 g de polvo fino de hojas de Annona muricata en una solucion
hidroalcoholica al 70% , agregando 800ml de una solucidn hidroalcohdlica, preparada

a partir de etanol de 96° en proporcion 1:4 (583ml de alcohol de 96°y 217 ml de agua
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destilada), la maceracion se realiz6 durante 6 dias en un frasco color &mbar, pasados
los 6 dias se procedio a la filtracion al vacio con una bomba (Zeny) y papel Whatman,
el filtrado fue evaporado en bafio maria (Memmert) a una temperatura de 35°C; hasta
lograr un peso constante, realizado el bafio maria, se obtuvo 31,4g de extracto seco y

el rendimiento de la técnica fue 15,7% p/p.(Ver anexo 07)()
Pesos y seleccion de Rattus rattus var albinus

Se trabajo con 24 especimenes machos, con 4 grupos de trabajo grupo control
negativo, grupo control positivo, grupo experimental una dosis de 200mg/kg pc vy el
grupo experimental una dosis de 400mg/kg pc, los cuales fueron pesados y marcados
con un plumon indeleble para identificar cada grupo de trabajo. Se trabajé con un
cuaderno de notas, donde se redactaban los procedimientos, que se realizaron como
los pesos de las ratas y el grupo al cual pertenecian cada una de ellas, también se
realizaban los célculos correspondientes para determinar las dosis a administrar del

extracto hidroalcohdlico de Annona muricata y de CClas. (Ver anexo 15)

Administracion de extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona muricata

(Guanabana).

Para la administracién del extracto, se pesé 1,3g de extracto seco, fue diluyo en 12 ml
de agua destilada para su posterior administracion. Este procedimiento se realizd por
7 dias en los cuales se administro el extracto a los grupos experimentales una dosis de

20mg/kg pc y 400 mg/kg pc.

El sondeo se realizé adecuando una sonda orogastrica N° 6 para la administracion del
extracto hidroalcoholico de hojas de Annona muricata, este procedimiento se realizd

durante las mafianas en promedio de 9.00 a 9.30 am.
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Grupo experimental I, dosis de 200mg/kg pc de EHA, como inductor de la
hepatotoxicidad se administré via oral 0,2 ml/100g pc de CCls utilizando una sonda
orogastrica. Como hepatoprotector se administrd 0,5 ml de EHA de hojas de Annona
muricata (Guanabana) por 7 dias, para lo cual se pesdé 330 mg de extracto seco y se

diluyo con agua destilada, para la posterior administracion a los 6 especimenes de este
grupo.

Grupo experimental IlI, dosis de 400mg/kg pc EHA, como inductor de la
hepatotoxicidad se administré via oral 0,2 ml/100g pc de CCls utilizando una sonda
orogastrica, Como hepatoprotector se administr6 1ml de EHA de hojas de Annona

muricata (Guanabana) para lo cual se pes6 660 mg de extracto seco y se diluyd con

agua destilada, para la posterior administracion a los 6 especimenes de este grupo.

Para los grupos experimentales de EHA a 200mg/kg pc y 400mg7kg pc se pesaron a

diario 990mg de extracto seco diluido en agua destilada, que fueron aforados a 12ml.

La concentracion del EHA de Annona muricata fue de 11%p/v.

(Ver anexo16)

Induccion de la Toxicidad con CCla:

Para el grupo control positivo previo a la induccion se administro agua 'y comiday el
5° dia se realizé la induccion, para los grupos experimentales 1y 11 se les administraba
EHA de Annona muricata (Guanabana) via oral. EI 5° dia 30 minutos despueés se les

inducia la toxicidad con CCl4 via oral utilizando una sonda orogastrica N°6.

Para el grupo control positivo y los grupos experimentales de 200mg/kg pc y de

400mg/kg pc, el sondeo se realiz6 usando una sonda orogastrica adaptada, mediante
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la cual se administrd 0,2 ml/100g pc de CCls, de forma répida, ya que el CCls es un
disolvente volatil tiende a deformar el embolo de jebe de la jeringa. Toda la
experimentacion fue realizada en un lugar libre de ruido y con las medidas de

bioseguridad correspondientes. ?® (Ver anexo 16)
Identificacion del dafio hepatico:

La muestra bioldgica utilizada fue suero obtenido por puncion cardiaca inicial y final,
para lo cual los animales fueron previamente anestesiados con una dosis Ketamina +

Xilacina proporcion 9:1 a una dosis de 0.2ml/kg pc. (Ver anexo 17)

La depilacion de las ratas se realiz6 usando una tijera y/o maquina de afeitar, para

facilitar la técnica de puncion cardiaca. (Ver anexo 18)

Puncidn cardiaca, se realizé previamente la depilacion de la zona donde se ubica el
corazén, para lo cual se doblé la pata del animal de experimentacion para tener como
referencia donde palpar para ubicar la zona adecuada para la extraccion de sangre, se

utilizé una jeringa de 5ml, aguja N° 23. (Ver anexo 19)

La sangre extraida mediante puncién cardiaca, fue llevada a la centrifuga en tubos de
ensayo a 3000 rpm por 15 minutos; asi se obtuvo el suero con el que se trabaj6 los

analisis bioquimicos de las Transaminasa séricas GOT y GPT y FAL. (Ver anexo 20).

Se utilizé la técnica de medicion enzimatica GOT y GPT segun lo propuesto por
Wienner Lab y la determinacion de actividad FAL por método cinético propuesto por
Valtek. Para la medicion de transaminasas las muestras fueron llevadas al
espectrofotometro (UNICO UV-2100). Siguiendo los pasos a continuacion :(Ver

anexo 22).
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REACTIVOS PROVISTOS
Transaminasas 200 GOT provee:

A. Reactivo A: solucion con 100 mM de l-aspartato y 2 mM de a-cetoglutarato en

buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4.
Transaminasas 200 GPT provee:

A. Reactivo A: solucion con 200 mM de dl-alanina y 2 mM de a-cetoglutarato en

buffer fosfatos 100 mM, pH 7,4. Ademas, ambos equipos proveen:

B. Reactivo B: solucion conteniendo 1 mmol de 2,4-dinitrofenilhidracina (2,4-DNFH)

en acido clorhidrico 1 mol/I.
C. Reactivo C: solucién de hidréxido de sodio 4 mol/l. S.

Técnica para GOT y GPT: Los reactivos son llevados a un bafio de agua de 37°C,
las pipetas que se emplean deben estar limpias y libres de residuos para no contaminar

los reactivos.

Transaminasa Glutamico Oxalacética sérica (GOT): Se agrega 0.25ml del reactivo
A, luego se deja 5 minutos en bafio Maria, se agrega 50ul de suero obtenido de la
sangre de los animales de experimentacion, se esperd por 30 minutos en bafio maria y
se agreg6 0.25ml reactivo B, se esperd 10 minutos en bafio maria y se agrega 2.5ml
del reactivo C y se deja 2 minutos en bafio maria, finalmente se llevd a leer, en el

espectrofotdmetro a 505nm (UNICO UV-2100). (Ver anexo 24)

Transaminasa Glutamico Piruvica sérica (TGP): Se agrega 0.25ml del reactivo A,
luego se deja 5 minutos en bafio Maria, se agrega 50ul de suero obtenido de la sangre

de los animales de experimentacion, se esperd por 30 minutos en bafio maria y se
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agrego 0.25ml reactivo B, se esperd 10 minutos en bafio maria y se agrega 2.5ml del
reactivo C y se deja 2 minutos en bafio maria, finalmente se llevé a leer, en el

espectrofotémetro a 505nm (UNICO UV-2100). (Ver anexo 24)
Fosfatasa Alcalina sérica (FAL)

Reactivos: Conservados entre 2° y 8°C y protegidos de la luz, estables hasta la fecha

de caducidad indicada en la etiqueta.

Técnica: el volumen de la muestra (suero) empleada es de 0.02 ml y del reactivo de
trabajo fue de 1ml, después de emplear las cantidades necesarias se procedié a mezclar
y se transfirié a la cubeta del espectrofotometro (UNICO UV-2100). El tiempo de
incubacion es de 60 segundos a la temperatura de reaccion. La absorbancia inicial (Al)

se lee a 405 nm y el proceso de lectura se repite a los 60 segundos exactos.

Instrumentos utilizados: Balanza, jaulas, bebederos, depositos de plastico, frascos de
vidrio, embudo, bureta, pipetas, tubos de ensayo, papel filtro, tamiz, jeringas, sonda

N°6,espectrofotometro,centrifuga,bafio maria.(Ver anexo 25).

4.5 Plan de analisis

Los resultados fueron sometidos a la prueba de Chapiro — Wilks para determinar la
normalidad, prueba ANOVA (Analisis de varianza) para variables cuantitativas, a
un 95% de confianza (o< 0.05) y un error del 5% y la prueba de comparaciones de
Tuckey. Se utilizo6 el Paquete estadistico SPSS (paquete estadistico de ciencia social)

v 20.0. (Ver anexo26, 27, 28).
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4.6 Matriz de Consistencia

Titulo de la Formulacion Objetivos Hipotesis Tipoy Variables Definicion | Indicadoresy | Plan de
Investigacion del Disefio Operacional | Escala de Analisis
Problema Medicién
Efecto ¢(Cuél es el | Objetivo general: Hipotesis El presente Dependiente Prueba
hepatoprotector efecto Determinar el efecto hepatoprotector | Alternativa: trabajo de Efecto Se determin6 la | Grupo CHAPIRO
hepatoprotector del extracto hidroalcohélico de hojas El extracto Hepatoprotector disminucion de
del extracto de Annona muricata (Guanabana) en | hidroalcohdlico de investigacién . los niveles de | Experimental 1 WILKS para
del extracto Ratt tt Ibi hojas de Annona de hojas  de Fosfatasa
; ot : . attus rattus var. albinus, con ;
hidroalcohalico ) hidroalcohdlico |\ ooooricidad inducida. muricata tiene fue Annona Alcalina | 200mg/kgpe | CEEmIner
de hojas de de hojas de efecto experimental muricata transaminasas la normalidad
. Annona - T . Guanabana). , i
Annona muricata et Objetivos especificos: Egngfggﬁc&g& N1 de nivel ( ) GOTyGPT Experimental 2 de los grupos
(Guanabana) en murlce} . Evaluar el efecto hepatoprotector del in(;)ucida en Rattus | explicativo Es el producto de estudio
(Guanabana), | extracto hidroalcohélico de hojas de rattus var. albinus P Independiente | " dg a 400mg //kg ’
Rattus rattus var. | €n Rattus rattus | Annona muricata (Guanabana) a 200 VI .| enfoque , Pruebas
albinus con var. albinus | mg/kg pc y 400 mg/kg pc sobre los Ellgg:f;cliol\lu'a- cuantitativo Exiracto :Lz\ézsracigﬁ dlz i arametricas
con toxicidad | niveles de transaminasas GOT y GTP hidroalcohélico de ' hidroalcohélico | il o Variable P
hepatotoxicidad inducida? en Rattus rattus var. albinus, con . Ja cualitativa de ANOVA
‘ hepatotoxicidad inducida hojas de Annona de Annona muricata,
inducida. muricata no tiene . utilizando nominal para el
efecto muricata alcohol de '
Comparar el efecto del extracto , o analisis de
hidroalcohélico de las hojas de hepatopro_te_ctor en (Guanébana). 96°C, en dos
Annona muricata (Guanabana) a 200 heé)at(_)éoxmgad gggcen/tliacmnes Variable Ul/L los
mg/kg pc y 400 mg/kg pc sobre los inducida en Rattus m/kg ey Resultados.

niveles de concentracion de fosfatasa
alcalina en Rattus rattus var. albinus,
con hepatotoxicidad inducida.

rattus var. albinus.

400mg/kg pc.

Cuantitativa de

razon
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4.7 Principios éticos

Para el siguiente trabajo, se utilizaron los principios éticos descritos en el cddigo de

Etica para la investigacion, version 001 de la ULADECH.

Proteccion a los animales. - Los animales 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. En el &mbito

de la investigacion es en las cuales se trabaja con animales G,

Beneficencia y no maleficencia. - Se debe asegurar el bienestar de los animales que
participan en las investigaciones. En ese sentido, la conducta del investigador debe
responder a las siguientes reglas generales: no causar dafio, disminuir los posibles

efectos adversos y maximizar los beneficios 2,

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 préacticas injustas. ¢
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V. RESULTADOS
5.1 Resultados

Tabla 1: Efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohélico de hojas de Annona
muricata (Guandbana) a dosis de 200 mg/kg pc y 400 mg/kg pc a través de los
niveles séricos de Transaminasa Glutamico Oxalacética (GOT) y Transaminasa

Glutamico Piravica (GTP) en Rattus rattus var. albinus, con hepatotoxicidad

inducida.

GRUPOS DE GOT INICIAL GOT GPT GPT Significancia
TRATAMIENTO Ul/L FINAL INICIAL  FINAL P
ul/L Ul/L uUl/L

CONTROL 26.0+£8.4 20.5+4.18 17.3t4.3  15.7#6.1
NEGATIVO

CONTROL 146.5+£19.5 151.9422.5 99.247.4  126.2+12. 0.000*
POSITIVO 7

(CCla)

E.H.A de Annona 137.0+£21.5 103.1+13.3 85.1+6.7 34.8+6.7
muricata a dosis
de 200mg/kg pc +

CCla

E.H.A de Annona 152.5+ 33.9 87.249.1 99.8+5.8 25.4+5.7
muricata a dosis
de 400mg/kg pc +
CCls

* Prueba ANOVA (p<0.05)
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Tabla 2: Comparacion del efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohélico de
hojas de Annona muricata (Guanabana) a dosis de 200 mg/kg pc y 400 mg/kg pc
a traves de los niveles séricos de fosfatasa alcalina sérica en Rattus rattus var.

albinus, con hepatotoxicidad inducida.

GRUPQOS DE FAL INICIAL FAL FINAL Significancia
TRATAMIENTO ul/L ul/L P
CONTROL NEGATIVO 31.748.4
35.749.3
CONTROL POSITIVO 102.1+6.0 128.8+43.2 0.000*
(CCly)
E.H.A de Annona 120.948.2 34.3+8 4

muricata a dosis de
200mg/kg pc + CCls4

E.I—!.A de Ann_ona 132.8+4.6 29 3+13.2
muricata a dosis de
400mg/kg pc + CCls

* Prueba ANOVA (p<0.05)
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5.2 Andlisis de resultados

En la tabla 01, se observa que los valores séricos de GOT y GPT iniciales y finales
del grupo control negativo no tienen una variacion significativa ya que los valores
finales no diferencian significativamente de los valores iniciales, se debe a que este
grupo se administrd agua y alimento, el grupo control positivo quienes fueron
inducidos con tetracloruro de carbono (CCla), los valores de las transaminasas fueron
de GOT de 146.+19.5 a2 151.9+22.5 y GPT de 99.2+7.4 a 126.2+ 12.7; el aumento de
los valores de transaminasas esta asociado al efecto toxico descrito para el CCls por
Basu et al que la toxicidad del CCls se asocia a su conversion en radicales libres de
ticlorometilo (CCls) altamente tdxico, por la accion del complejo enzimético
citocromo P450, que se combinan con los lipidos y proteinas de la célula en presencia
de oxigeno para formar el radical triclorometilperoxil (CCIz0 -) el cual ataca a las
células. El aumento de los niveles de GPT y GOT constituye la l6gica manifestacion
de la presencia de células con dafio y con pérdida de la integridad funcional de la

membrana celular ©®,

Se puede observar también que, los valores séricos de transaminasas en los grupos
experimentales presentaron una disminucion, teniendo en cuenta que los valores
fueron para el grupo de 200mg/kg pc la GOT fue de 137.0+21.5a 103.1+13.3 UI/L;
y para la GPT de 152.5+ 33.9 a 87.2+9.1UI/L para el grupo de 200mg/kg pc GPT de
85.1+6.7 a 34.8+6.7 UI/L, para el grupo de 400mg/kg pc fue de 99.8+5.8 a 25.4+5.7
UI/L la disminucion de los valores de transaminasas hepaticas GOT y GTP puede estar
asociado a la presencia de los metabolitos en hojas de Annona muricata (Guanabana)

como lo describe Yang el at , que las hojas de Annona muricata son ricas en
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flavonoides, alcaloides de isoquinolina y acetogeninas anonaceas, encontrandose
flavonoides como la rutina y quercetina que podrian tener el efecto antioxidante, la

cual hace disminuir el dafio hepético secuestrando radicales libres.®%

También Sonkar el at, menciona sobre el efecto hepatoprotector del extracto de las
hojas de la familia de Annona contra el dafio al higado con tetracloruro de carbono en
ratas wistar. En el grupo, que se administré el extracto hidroalcoholico a una dosis oral
de 400 mg /kg pc mostré un efecto hepatoprotector superior que al grupo experimental
I a quien se le administro una dosis de 200mg/kg pc, ya que en el grupo de 400mg/kg
pc, presento una disminucion significativa los niveles séricos de GOT y GPT lo que

indica que tiene mayor efecto hepatoprotector. %,

En la tabla 02, obtenemos los resultados de Fosfatasa Alcalina sérica ,que se utilizd
como marcador indirecto de dafio hepatico, se puede observar que los valores para el
grupo control negativo fue de 31.7+8.4 a 35.74£9.3UI/L,es el grupo de animales sanos
es larazén, por la cual no se observa diferencia significativa en los valores obtenidos,
en comparacion con el grupo control positivo, los cuales presentaron los siguientes
valores de 102.1+6.0 a 128.8+43.2 UI/L, la cual puede evidenciar claramente el
incremento de la actividad de la Fosfatasa Alcalina sérica, estos valores son explicados
por Poupon et al ,que describe a la fosfatasa alcalina (FAL) sérica no solo es un
indicador de colestasis, sino también un marcador sustituto de la gravedad de la cirrosis
biliar primaria y la colangitis esclerosante primaria, con la pérdida de actividad del AP
hepatico podria promover la sobrecarga de lipopolisacaridos y la posterior

exacerbacion y perpetuacion de la inflamacion G7).
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En la tabla 2,también se observan los valores de los grupos experimentales de
200mg/kg pc fue de 120.9+8.2 a 34.3+8.4 UI/L y el grupo de 400mg/kg pc fue de
132.8+4.6 a 29.3+13.2 UI/L, los cuales evidencian una disminucion de los niveles de
Fosfatasa Alcalina sérica después de haber terminado el tratamiento con el extracto
hidroalcoholico de Annona muricata (Guanabana),Oyinloye describe que los
resultados demuestran que los extractos de Monodora myristica pertenecientes a la
familia de las anonaceaes , son efectivos en la mejora de los dafios hepaticos derivados
de la toxicidad inducida por agentes toxicos como el CCls, Lo que indica que los
bioconstituyentes antioxidantes de Monodora myristica, desempefian un papel
importante en la toxicidad hepatica, posiblemente al inhibir la bioacumulacion de

radicales libres 19,

Olusola también concluye que X. aethiopica perteneciente al grupo de la familia
annonaceae, tienen la capacidad de ofrecer un grado significativo de la proteccién de
las células hepaticas contra la hepatotoxicidad inducida por tetracloruro de carbono
disminuyendo los valores altos de fosfatasa alcalina sérica ,por mecanismo de accién
antioxidante, es por ello que los valores de fosfatasa alcalina sérica ,disminuyeron
después del tratamiento y esto puede deberse al efecto hepatoprotector del extracto de

hojas de Annona muricata 4.

La complejidad fitoquimica de los extractos de plantas puede ofrecer beneficios para
la salud .Annona muricata, se ha utilizado para curar una amplia gama de
enfermedades humanas. Se sabe que los frutos, hojas, tallos y raices de Graviola son
ricos en flavonoides, alcaloides de isoquinolina y acetogeninas anonaceas. Estos

metabolitos son los que podrian estar ejerciendo el efecto hepatoprotector 4.
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VI. CONCLUSIONES:

El extracto hidroalcohdlico de Annona muricata (Guanabana) a dosis de 200mg/kg
pc, administrado a Rattus rattus var.albinus con hepatotoxicidad inducida presentd
efecto hepatoprotector demostrado a través de la disminucion de los niveles séricos
de GOT de 137.0£21.5 a 103.1£13.3 Ul/L y para GPT de 85.1+6.7 a 34.8+6.7

ul/L

El extracto hidroalcohdlico de Annona muricata (Guanabana) a dosis de 400mg/kg
pc, administrado a Rattus rattus var.albinus con hepatotoxicidad inducida presento
efecto hepatoprotector demostrado a través de la disminucién de los niveles séricos
de GOT de 152.5+ 33.9 a 87.2£9.1 Ul/L y para GPT de 99.845.8 a 25.445.7

UI/L.

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Annona muricata (Guanabana) a dosis de
200mg/kg pc y 400mg/kg pc, presentd disminucién de los valores séricos de
Fosfatasa Alcalina en el grupo de 200mg/kg pc de 120.9+8.2 a 34.3+8.4 Ul/L y el
grupo de 400mg/kg pc de 132.8+4.6 a 29.3+£13.2 UI/L en hepatotoxicidad inducida
en Rattus rattus var.albinus. Comprobando que, la dosis de 400mg/kg pc presento

mejor efecto hepatoprotector.

ASPECTOS COMPLEMENTARIOS:

Recomendaciones

Se recomienda el aislamiento de los metabolitos con capacidad hepatoprotectora
de Annona muricata con la finalidad de poder formular nuevas formas de consumo

de esta planta.
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e Es necesario determinar los posibles metabolitos toxicos presentes en Annona
muricata para reducir la probabilidad de efectos adversos.
e Se sugiere continuar con las investigaciones a diferentes dosis y con diferentes tipos

de procesos de obtencion del extracto con el fin de determinar mejores resultados.
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ANEXQOS

ANEXO 01: TAXONOMIA DE LA PLANTA DE Annona muricata
(GUANABANA).

REINO Vegetal
DIVISION Spermatophytia
SUBDIVISION Angiosperma,
CLASE Dicotiledénea
SUBCLASE Archylamudae
ORDEN Ranae
FAMILIA Anonaceae
GENERO Annona
ESPECIE Muricata L.

FUENTE: VIVIANA BARAHONA. RIOBAMBA — ECUADOR .2015

ANEXO 02: GUANABANA (Annona muricata).

El nombre cientifico es "Annona muricata”, pero se la conoce con los nombre
comunes de: Guanabana, Catoche, Anona de México, Graviola, Anona de la India,
Mole, etc.

FUENTE: Partes de la guanabana.Disponible en:
https://www.interempresas.net/FeriaVirtual/Catalogos_y documentos/81972/046---
11.05.10---Cultivo-de-la-Guana--769-bana.pdf
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ANEXO 03: RECOLECCION DE LA PLANTA DE GUANABANA (Annona
muricata), EN EL DISTRITO DE SAMNE- LA LIBERTAD

-

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.

ANEXO 04: SECADO DE MUESTRA DE Annona muricata, PARA SU
DETERMINACION TAXONOMICA.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.
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ANEXO 05: CERTIFICACION DE LA PLANTA DE Annona muricata
(GUANBANA).

FUENTE: FOTO OTORGADA POR EL HERBARIO DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

ANEXO 06: UBICACION DEL CENTRO POBLADO DE SAMNE, EN EL
DISTRITO DE OTUZCO, PROVINCIA DE OTUZCO, DEPARTAMENTO DE LA
LIBERTAD, PERU.

g 3
(1on

' Agallpampa

S Plazapampa ;
CJ amne {‘@
104

Salpo
Shiran 4

Marha
Chacual Datos de mapas ©2017 Google  Términos deuso  Informar de un e

FUENTE: Google Maps. Disponibles en: https://www.google.com/maps
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ANEXO 07: LAVADO Y DESENGRASADO DE LAS HOJAS DE Annona
muricata.

MATERIAL [
i ’
DE VIDRIO /
\ )= ol
’ v -

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR ALUMNA TESISTA.
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ANEXO 08: SELECCION DE HOJAS SECAS EN BUEN ESTADO.

FUENTE: FOTO OTORGADA POR LA ALUMNA TESISTA

ANEXO 09: MOLIENDO LAS HOJAS SECAS DE Annona muricata
(GUANABANA).

DESECRES
wwLbeItes

FUENTE: FOTO OTORGADA POR LA ALUMNA TESISTA
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ANEXO 10: PREPARANDO EL TAMIZADO DE LAS HOJAS DE Annona
muricata (GUANABANA).

FUENTE: FOTO OTORGADA POR LA ALUMNA TESISTA

ANEXO 11: PREPARACIQN DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
Annona muricata (GUANABANA).

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.
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ANEXO 12: EXTRACTO DE Annona muricata (GUANABANA)

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.

ANEXO 13: PREPARACION DE MATERIALES PARA LA REALIZACION DE
INDUCCION DE HEPATOTOXICIDAD.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.
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ANEXO 14: BOLETA DE COMPRA DE MATERIAL BIOLOGICO RATAS
ALBINAS, OTORGADA POR EL INS (INSTITUTO NACIONAL DE SALUD).

1 MINISTERIO DE SALUD R.U.C. 20131263130
j INSTITUTO NACIONAL DE SALUD BOLETA DE VENTA
. 1 Ay Av. Defensores del Morro N 2268 - Lima - Lima - Chorrillos ELECTRON‘CA
‘u-\} I’s”‘f" Telf: 748-1111 - Anexo 1550/ 1397
L B002 - 0000112
Sedor(es) : VASQUEZ GUEVARA .YANHY YAVHE Fecha : 17/08/2017
Direccion : MZ.HLT.05 SEC.SAN MIGUEL TRUJILLO LA LIBERTAD - TRUJILLO
CANT/ CODIGO / DESCRIPCION P.UNITARIO \ IMPORTE \

Ratas Albinas 14.32

/ 12.00 | 10404030401
6.00 |10404030406

Alimento Balanceado para Ratones x 1 kilo 3.18

FUENTE: DATOS OTORGADOS POR EL INS (INSTITUTO NACIONAL DE
SALUD).

ANEXO 15: PESADO Y SELECCION DE LOS GRUPOS DE EXPERIMENTO.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.
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ANEXO 16: INDUCCION DE HEPATOTOXICIDAD CON CCL4 A Rattus rattus
var. albinus.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.

ANEXO 17: ADMINISTRACION DEL ANESTESICO (KETAMINA +
XILACINA) VIA INTRAMUSCULAR.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.



ANEXO 18: DEPILACION DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.

ANEXO 19: TENICA DE PUNCION CARDIACA EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.
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ANEXO 20: MUESTRAS LLEVADAS A LA CENTRIFUGA.

FUENTE: FOTOS OTROGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.

ANEXO 21: TOMA'Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS.

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.
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ANEXO 22: MEDICION DE LOS VALORES DE TRANSAMINASAS Y
FOSFATASA ALCALINA SERICA.

- { X
Y ) e | ) -

FUENTE: FOTOS OTORGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.

ANEXO 23: MUESTRAS CON EL REACTIVO PARA SU LECTURA EN EL
ESPECTROFOTOMETRO

FUENTE: FOTOS OTROGADAS POR LA ALUMNA TESISTA.

55



ANEXO: 24 KIT DE TRANSAMINASAS GOT Y GPT.

Transaminasas 200

Para la detarminaclon e Transaminasa Gluiamics Dxalacética

{GOT[AST) y Tranzaminasa Glutamico PInivica [GPTIALT)

SIGHIFICACIIN CLINICA

Las ransaminasas S0T y GPT s0n enzimas ampllamente
difundidas en &l prganismo con elevada concantracdan en
corazon, higado, mosculo esguektico, nfion y erltroctos.
La actividad senca en condicionss normales es baja o nula.
Un dafio o enfermedad en cualgulera de estos 2|ldos con-
duce a un aumento en los niveles sércos. Asl, luego de un
Infarto de miocardlo 52 producs 2N SL2 LN Manado sumer-
o de |3 aciividad e GOT [abundante en musculn candiaco).
£n hepatitis virales y otras fmas de enfermedad hepatica
que Involucren necrosls Hsular, predominara la acividad
sérica de GPT (abundante en it hepatico),

Una elevada actividad e ransaminasas puede datectarse
tambien en traumas accidentales o quininglcos y =n dstronas
MUSCULAres o miosiis.

FUNDAMENTOS DEL METODO
La GOT catallza |a siguiente reacoion:

GOT
l-aspartaio + s-cetoghutarato —s glutamato + oxalacetato

La GPT cataliza |a sigulente reaccion:

GPT
l-alanina + s-celogluaraic — - gutamato + pinrdato

£] piruvato frmado (el oxalacetato es Inestable y se trans-
foama en piruvato), reacckona con la 2. 4-dnkrofeniihkiracing
FI'MLE:EI'PHI:IEE-. an medo alcaling, un WI'HPI.IEIETI:I coloreadn
que =& mide a 505 nm.

REACTIVOS PROVISTDS

- Trangaminasas 200 SOT provea:

A Reactivo A: soluchén con 100 mM de l-aspariato y 2 mi
de a-oeingluiarain en bufter fosfaos 100 mM, pH 7.4.

- Trangaminasas 200 GPT proves:

& Reactho A: solucion con 200 mM de di-alanina y 2 mild
de a-celngluiarain en bufier fostaos 100 mM, pH 7.4.
Agemas, Ambos equIpos Provesn:

B. Reacilvo B: solucion contenlends 1 mmol g2 2.4-d-
nitrofeniihldracing (2. 4-DMFH) en acldo clomidico 1 moifl.
C. Reactivo C; soluckin de hidrixido de sodio 4 mobil.

5. Standard: soluckin de pinvato de sodlo 2 mmodl. Para
efiachuar 13 curva de callbracian.

REACTIVOS MO PROVISTOS
Agua destiaga,

INSTRUCCIONES PARA 5U USO
Reactlvo & (GOT o GPT): listo para usar.

Raactive B: lIsto para u=ar.

Reactivo C diluido (0,40 mall); preparacion

- Trasvasar el conbenido del frasco a3 un mabaz de | .

- Lavar el frasco con un pequefio volumen de agua destlada y
pasar el iquido de lavado al matraz. Repetr esta oparacian
3-4 veCes.

- Dlluir con agua destlada hasta el aforo. Tapar y mezclar
blen por Invession.

-Enwasar en un frasco de plastico de buen dame (no utilzar
frasco de vidria).

Standard: listo para usar en 13 curea de GPT. Dilulr 1:2 caon

Reactivo A para la curva de GOT.

PRECAUCIONES

L6 MrEacivos 50N para uso diagnostico “in wino™.

Raactlvo B y C: comosivos. H3 15 + H320: Provoca imitacian
cutanea y ocular H314: Provoca quemaduras graves en la
plel y leskones ooulares graves, P252: Evitar & contacio con

los ofos, |3 pldd ola ropa. PES + PES1 + P333 EN CASO DE
CONTACTOCON LOE OJOE Enjuagar culdadosamenis oo

agua durantz varlos minuios. Quitar 1as kentes de contacho,
&l lleva y resulta facl. Seguir enjuagando. P302 + P3sZ:
EM CASD DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua
¥ Janén abundanbes. PZA0: Lievar guantes/prandas garas’
Mascara de protecsian,

Lriizar los reactivos guardands |as precawcionss habituales
de traba)o en el laboratorio de analisls clinkcos.

Todos los reaciivos y |as mussiras deben descartarss de
acuerdo a la normativa local vigenbe.

ESTABILIDAD E INSTRUCCIONES DE

Al MECENAMIENTO

Reactives Provistos: estabies a temperatura amblents (<
25 hasia la Techa de wencimiento Indicada en 13 cala.

INDICHDS DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE LOS
REACTIVOE

Cuando el especirofotomein ha sido levado 3 Cefo con
aqua destliada, lechuras del Elanco Inferores a 0,270 DuO.
a =05 nm son Indicio de delenom del mismo. Tamblen indica
deteron [ apancion de uidez

MUESTRA
Suer
3) Recolecclon: e debe obiener suen de 3 manera usual.

Mo &5 necesano gue el pacients estd en ayunas para la
gxiraccion de sangre.
b Aditivos: no 52 requisren.

BTADAEIIT S & 1TT
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¢} Sustancias Interferentas conoeldas: 08 SUSTE hemo-
llzad0s producen resuitados fasaments slevalas va que los
ghibuios rojos contiznen 3 a 5 veces mas enzimas gue & suer.
feferinse 3 la bbliografla de Young para los efectos de las
drogas en 2l presente metsdo.

dj Establlidad & Inetrucclonss de almacenamlsnto: en
cas0 de no efeciuarse 13 deteminacion 2n & dia, puede
conservarse el suemo refrigerada a 4°C durante no mas
de 3 dias.

MATERIAL REQUERIDO {no provisio)
- Especinafiobimetn o fodosnlorimetro.
- Materal volumeinco adecuado.

- Bafio de agua a 37T°C.

- Reloj o timer.

CONDICIONES DE REACCION

- Longitud de onda: 505 nm en especinafotometo, Hg 545 0
en fofocolorimetro con fitro verde (S00-550 nm).

- Temps=ratura de reaccion: 370

- Tiermpo @2 reacelan: 40 minuios
- Wolumen de muestra: 100 ul

- Walumen final de reaociars 6,1 mi
Altemativamente puedsn disminuirse los voldmeneas de
Muesira y Reacivos a la mitad.

PROCEDIMIENTO
En dos ubos marcados B (Blanco) y D (Desconocido),
[ralte ok |

B D
Reacive & (GOTo GPT) 0.5ml 05mi
Colocar en bafio de agua a 37-C £ 0,50 unos minuios.
Suene - 100 ul
Agua deatilada 100wl -

MeZTlar por agiacion suave & Incubar exactamente 30
mirubos ¥ Sgregar.

Reactlve B 0.5 mi 0.5 ml
Mezzlar Dejar 10 minwios a 37°C. Luego agregar:
Reactve C dilulido Smil Smil

Mezzlar por Inversian w refirar del bafio. Despuss de 2
miruios keer l@ absorancia en folocolorimetns con fliro
verde (S00-550 nmj; en especirofoiometro a 505 rmo Hg
D45, llevando & EPEEIII a caro 0.0, con a-guﬂaamada

ESTABILIDAD DE LA MEFCLA DE REACCHIN FINAL
£l color de la reaccién es estable durante 30 minutos
par l» que |3 absorkancla debe s2r lelda dentro de ese

lapso.

CALCULD DE LOS RESULTADGS

a) Emipleands tablas de converskin;
Este calowio 52 basa en 13 absortvidad del cromogena §

los valores de activigad enzimatca pusden deduckss de
las tablas de convershan obtenidas por comparackin con
el método UV convenclonal, slempre que las lechurss se
gfachlen en 38 siguenies condlciones de medlda cubeias
ge caras paralelas de 1 om de espesor, semiancho de banda
< 8 nm y longhud de onda 505 nm o Hy S46.

GOT (30 mbn):
Metodo L
Hyg 546 convencional 505 nm
(L)
0,020 3 0,034
0,030 T 0,047
0,040 10 0,061
0,050 14 0,050
0,060 19 0,100
0,070 23 0,115
0,050 2E 0,129
0,090 3 0, 146
0,100 36 0,164
0,110 41 0,150
0,120 46 0,196
0,130 G 0210
0, 140 55 0,224
0,150 61 0,235
0,160 &7 0,254
0,170 T4 0,265
GPT.
Metodo LV
Hyg S4E convencional 505 nm
(LT}
0,020 = 0,034
0,040 g 0,061
0,060 14 0,100
0,050 1B 0,125
0,100 23 0,164
0,120 27 0,196
0, 140 32 0,224
0,160 LT 0,254
0,150 42 0,254
0,200 47 0,314
0,220 52 0,340
0,240 57 0,354
0,260 62 0,355
0,250 GE 041
0,300 T4 0,442
0,320 a0 0,468
0,340 ar 0,454
0,360 9& 0,524
0,350 104 0,552

b} Empisando curva da callbrackin:
Emplear el Ftandard como s2 Indlcd en INSTRUCCIONES
PARA SU WSD. En ©fubos colocar:
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Tube Standam Reacivod Aguadest GPT  GOT
(mi} (mi) (m) M fum

1 00 1,00 0.2 -
2 05 0,85 0.2 e 7
3 010 0.50 0.2 18 12
4 05 .85 0.2 25 i
5 02 0,60 0.2 a7 i
6 025 0.75 0.2 45 a7
T 030 0.70 0.2 56 48
B D40 0,60 0.2 7 B1

5 030 0.50 g2 13

Mazclar y agregar a cada wbo, con Intervalos de 1/2 minuio
entre una y oo, 1 mi de Reactvo B. Mezclar. Incubar 10

minuios & 37:C (contados desde el agregado del Reattive
B al primer tuba). Luego agregar 10 mi de Reactvo C pre-
parado a cada fubo, manteniende &l Intervaio de 1/2 minuto.
Mezclar cada wno Inmediatamenis [por IMVersian ¥ retirar
del Baflo. Dlez minutos despues, leer absorbancia con

fitro verde (S00-S50 nm) 0 en especrofotometra a 505 nm,
ll=vanida E|E|:EI11D acem D0, con aJua desllada. El color

25 estabia 30 minuios.

Restar a cada kectura 13 obtenida con & ubo K* 1, obbenkén-
dise |35 Lecharas Comegldas.

£n un papel milmetrado, trazar un sistema de coordenadas
colocando en el ele verlical Ias Leciuras Comegldas y en &l
horizonial |3s acividades para GPT y GOT. Detemminar en el
grafico ias puntos comespondentes 3 cada ubo. Uniéndolos
se obtiensn a6 curvas respectivas para GOT y GPT. Tener
&n cuenta que para cada técnica debe utilizarss ol grafico
comespondiente.

CONVERSION DE UNIDADES
Los resuftados pueden ser expresados en Ll o en [as an-

tiguas unidades del método (Karmen o Wioblesky), para lo
que deben uillzarss a5 slgulentes eguivalancias:

Ul = UKarmen'mi (o Wrodlesky!mi) x 0,432
UKamenmi (o Wrobleskymi) = U x 2,07

Mio obstante debe tenense en cuenia que en sUeros patold-
glcos la conversian no slempre 25 exacia.

WALORES DE REFERENCIA

Se conglderan valores nomales de transaminasas (GOTy
EPT) hasta 12 L. '3 blen s han halado Individuos noma-
leg con valores hasta 18 LU, los niveles de transaminasas
que 52 encueniren enfre 12 y 15 W deben conskderarse
S06PEChOs0s.

Serecomienda que cada laboratono estanlezca sus propls
valorzs de refersncla

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

veer Sustancias Interferentes conocidas en MUESTRA.

- La temperatura amblente y e tempo de Incubacion son
critieos. Por cada grado de temperatura, 1a vanacion es
aproximadaments del 7%.

- El autor el método recomienda procasar un blanco de sue

1o (5N Incubar o agreganda 8l suer despuss del Reactive
B) cuando sa frabala con muesias hemolzadas, muy
lctéricas 0 cuando s& s0specha la presencla de cetosls,

PERFORMANGCE

a) Reproducibilidad- procesand repicatos de |35 mismas
muesras en uwn mismd dia, & ohuvienn 1os EJ'gI.I'Eﬂ‘IE'ﬂE-
datos:

GOT.
Mivel D5, Cu
19,3 Ui 1,504 7%
43,0 Ui 21584 447 %
64,5 Ui 3440 17 %
GPT.
HMivel 0.5, Cu
16,5 Ui 0,78 47 %
233 Ui 1,164 4,53 %
44,8 Ui 235U 5,2 %

bj Limfte de detecclon: depends del fotdmetro empleado.
En EE-F'Eﬂtl'ﬂrﬂmmEtl'D 3 505 nm -:{'-[H"I cuDetas o2 caras
paralelas de 1 cm de espesor, reproduciblidad + 2 nm,
Iz espua < 0,5 %, samiancha de banda < 3 nm) para un
cambio minime ge 0,001 0.0. & minime camilo ge acividad
detectable serd de 0,5 UV para un nivel de GOT de B3 UA y
0,2 UA para un nivel de GPT de 64 UA

¢) Rango dinamlco: = 13 aciividad de la mussira es mayor
de 80 U de GOT o GPT, debe repetise 13 deferminacion
diluyendo previaments |a MUEsTa con solucion feiologica
a Emﬁem menar canidad de suam.

PRESENTACION
GOT: equipo para 200-400 determinaciones (Cod. 1751002)
GPT. equipo para 200-400 determinaciones (Cod. 1761002,
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- Reftman, 5. & Frankel, F.- Am. J. Clin. Path. 23:56 {1957},

- Frankel, 5. - Gradwohls Clinlcal laboratory methods and
diagnostic Vol. 1 pag. 123 - Ed. por Frankel, Reftman y
Sonnenwirn - (72 Ed., 1970).

- Young, D.5. - "Effects of Drugs on Clinical Laboraiory Tests”,
AACT Press, 4* ed., 2001,
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Simbolos
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ANEXO 25: KIT DE FOSFATASA ALCALINA SERICA.
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o+ Silos valores abtenidos para los contioles s& encusitian fuera del
rango de tolerancia, revisar el instrumento, el reactivo v &l
Califiradar.

o Cada laboratorio debe disponer de su propio Control de Calided y
establecer las corfeccions necesarias en caw de que no s
curtple con las tolerancias permitidas para los controles

ADVERTENCIAS Y MEDIDAS DE PRECALICION:

o Los voldmenes indicados pueden ser alerados proporcionalmente
sin altera los resultados.

o [l factor podria variar en autoanalizadores por diferencia en &l
BSESQF de pasa de luz. En este caso utiizar un caibrador sérico
WALTROL (cddign 210130 para obtener el factor.

o o utifzar plasena obtenido con oxalats, Muoturo o ctfato ya gue
intefiesen con el ensay

o Consultar e Auestra paging WEB 12 fica de sequridad de este
feactivo y observar todas las medidas de precaucin necesarias
pata & manipulacidn y eliminacidn de residuos.

o En auloanalizadores debe utilzarse contenedores de reactivos
i,

ESPECIFICACIONES DE DESEMPERO:

Linealidad: 825 U/L
Para valores superiores 825 /L, dilir la muestra con suero fisokdgico y
¢l esultad obtenide s& multiphca por el factar de diucida.

-Lirite de detecridn: 4 UfL

nterferencias: Hemoglobing sobre 10 gr/dL, bilirrubing sobre 20
Ly la lipeiia ({riglicéricos sobee 1000 mg/dL) podrian interferir en
I éenica. Otros medicamentas y sustancias padeian interferi (4).

-Exactitud: Los reactives VALTEK no muestran diferencias sistematicas
signil'itaﬁws CuAnda $& Comparan con atros reactivos comerdialés. Lo
detalles del astudio comparativo estan dispanibles bajo solicitud.

-Repetibilidad intraseri: n=20

Niel  MelUl) V.

Rorrial 151 115%
Paloldgico 513 119%

Reproducibilidad interserie: i=20

Nl Meiall) OV
Normal 708 D 38%
Palokgico 187 107%

Eslios datos han sido obtenides wtilizando un autoanalinador MINDRAY
d I serie BS. Los resultados pueden variar &l cambiar de instrumento o
al realizar ¢l procedimiento manualimente.

Certilicado de Conformidad y Trazabilidad dispanble 2 solicitud
RANGOS DE REFERENCIA

Cada labioratorio debe establecer sus propios rangos de referencia en

funcion de la poblacion de pacientes, Los ranges de referencia que s
enumeran & continuacide estdn tomados de la bibliogeafia exstente.

Mujeres - 106
Horbres 80~ 106
Nifos haste 15 alos hasta 644
Niios haste 17 alos hasta 483
BIBLIOGRAFIA

1. Tietz, NIW. (s ) Fundamentats of Clinical Chemistey
W.B. Saunders Ca, Philadelphia, 1976.

2. Henry, R.J., Clinical Christry, Principles and Technics.
Harper and Row Publishers. New York, 1364,

3. Young, D5., et 3l Clin Chem. 18{10), 1972

4, Young D.5., effects of drugs on dinical laboratory fasts,
4" e, AACE Prass 1985,

REVNE 1

61




ANEXO 26:

TABLA 03: PRUEBA DE CHAPIRO — WILKS PARA DETERMINAR LA
NORMALIDAD DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO
Pruebas de normalidad

GRUPOS Shapiro-Wilk

Estadistic

0 al Sig.

INICIAL G (-) 957 6 797
INICIAL G (+) 945 6 .696
INICIAL G
(EXP1) 877 6 .256
INICIAL
G(EXP2) .834 6 116
FINAL G (-) .956 6 .788
FINAL G (+) 937 6 634
FINAL G
(EXP1) 917 6 485
FINAL G
(EXP2) 961 6 .826
INICIAL G (-) .989 6 .986
INICIAL G (+) 842 6 134
INICIAL G
(EXP1) 747 6 190
INICIAL
G(EXP2) .868 6 218
FINAL G (-) 942 6 672
FINAL G (+) 825 6 .097
FINAL G
(EXP1) .824 6 .096
FINAL G
(EXP2) .830 6 .108

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

FUENTE: SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS POR LA
INVESTIGADORA EN EL ESTUDIO
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ANEXO 27:

TABLA:

04

PRUEBA ANOVA UNIFACTORIAL

PARA

ENCONTRAR LA SIGNIFICANCIA DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

ANOVA

F Sig.
Inter-grupos
arp 43.850 .000
Intra-grupos
Total
Inter-grupos
grup 110.575

Intra-grupos

Total

FUENTE: SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS POR LA INVESTIGADORA EN

EL ESTUDIO
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ANEXO 28:

TABLA 05: PRUEBA DE COMPARACIONES MULTIPLES DE TUKEY PARA

LOS GRUPOS ANTES Y DESPUES

Comparaciones multiples HSD de Tukey

Variable dependiente (N GRUPOS (J) GRUPOS
Sig.
GOT INICIAL G (-) INICIAL G (+) .000
INICIAL G (EXP1) .000
INICIAL G(EXP2) .000
FINAL G () 1.000
FINAL G (+) .000
FINAL G (EXP1) .000
FINAL G (EXP2) .000
INICIAL G (+) INICIAL G (EXP1) .988
INICIAL G(EXP2) .999
FINAL G () .000
FINAL G (+) .885
FINAL G (EXP1) .072
FINAL G (EXP2) .000
FINAL G (-) FINAL G (+) .000
FINAL G (EXP1) .000
FINAL G (EXP2) .000
FINAL G (+) FINAL G (EXP1) .676
FINAL G (EXP2) .005
FINAL G (EXP1) FINAL G (EXP2) 291
GTP INICIAL G (-) INICIAL G (+) .228
INICIAL G (EXP1) .001
INICIAL G(EXP2) .003
FINAL G (-) 1.000
FINAL G (+) .000
FINAL G (EXP1) .000
FINAL G (EXP2) .000
INICIAL G (+) INICIAL G (EXP1) 464
INICIAL G(EXP2) .681
FINAL G (-) 434
FINAL G (+) .000
FINAL G (EXP1) .000
FINAL G (EXP2) .000
FINAL G (-) FINAL G (+) .000
FINAL G (EXP1) .000
FINAL G (EXP2) .000
FINAL G (+) INICIAL G (EXP1) .000
INICIAL G(EXP2) .000
FINAL G (EXP1) FINAL G (EXP2) .000

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

FUENTE: SPSS 20.0 SOBRE LOS DATOS OBTENIDOS POR LA INVESTIGADORA EN

EL ESTUDIO.

64




