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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizé con el objetivo de determinar el efecto hepatoprotector y actividad antioxi-
dante del extracto hidroalcohdlico del fruto de dos variedades de Opuntia megacantha “tuna”’, morada y anaranjada. El
contenido de fenoles totales se determino por el método de Folin-Ciocalteu y los flavonoides por el método del cloruro de
aluminio. La actividad antioxidante por los métodos de DPPH, ABTS y FRAP; y el efecto hepatoprotector mediante ensayo
in vivo en ratas albinas de 2 meses de edad, con pesos entre 200 + 20 g, distribuidas aleatoriamente en siete grupos de
5 animales cada uno, los cuales recibieron: grupo | (suero fisiologico), grupo Il (CCl,), grupo llI (silimarina), grupos IVy V
(extracto de tuna morada a 250 y 500 mg/kg), grupos VI y VI, (extracto de tuna anaranjada a 250 y 500 mg/kg). En suero
sanguineo se determind la actividad de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) y se realizo el
estudio histopatolégico del higado. La variedad morada presentd mayor contenido de fenoles totales, flavonoides y activi-
dad antioxidante en relacién a la variedad anaranjada (p<0,05). La actividad de AST y ALT a la dosis de 250 mg/kg son es-
tadisticamente similares a la de silimarina para los extractos de tuna morada y anaranjada. En el estudio histopatolégico,
ambas variedades demostraron proteccion frente al dafio del tetracloruro de carbono. En conclusion, el extracto hidroalco-
hélico de las variedades de tuna morada y anaranjada demostraron tener efecto hepatoprotector y actividad antioxidante.
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SUMMARY

The present research work was carried out with the aim of determining the hepatoprotective effect and antioxidant activity
of the hydroalcoholic extract of the fruit of two varieties of Opuntia megacantha “tuna”, purple and orange. The total phenol
content was determined by the Folin-Ciocalteu method and the flavonoids by the aluminum chloride method. Antioxidant
activity by the DPPH, ABTS and FRAP methods; and the hepatoprotective effect by means of an in vivo test in 2-month-old
albino rats, weighing between 200 + 20 g, randomly distributed in seven groups of 5 animals each, which received: group |
(physiological serum), group Il ( CCl,), group llI (silymarin), groups IV and V (extract of purple prickly pear at 250 and 500
mg/kg), groups VI and VII, (extract of orange prickly pear at 250 and 500 mg/kg). In blood serum, the activity of aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) was determined and the histopathological study of the liver
was performed. The purple variety had a higher content of total phenols, flavonoids and antioxidant activity in relation to the
orange variety (p<0.05). The activity of AST and ALT at the dose of 250 mg/kg are statistically similar to that of silymarin for
extracts of purple and orange prickly pear. In the histopathological study, both varieties showed protection against carbon
tetrachloride damage. In conclusion, the hydroalcoholic extract of the purple and orange prickly pear varieties were shown
to have a hepatoprotective effect and antioxidant activity.
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INTRODUCCION

Las enfermedades hepdticas se han convertido en un
importante problema de salud publica debido a que el
higado por su funcién metabélica y desintoxicante es
afectado por numerosas sustancias como son: firma-
cos, toxinas o virus. El dano hepético estd asociado con
necrosis celular, fibrosis, aumento de la peroxidacién y
el agotamiento del nivel de glutatién en los tejidos. La
mayoria de los quimicos hepatotéxicos danan las célu-
las del higado principalmente al inducir la peroxidacién
lipidica y otros danos oxidativos en el higado®. Los prin-
cipales indicadores del dafio hepdtico son las enzimas
aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotrans-
ferasa (ALT), gamma glutamiltranspeptidasa (GGTP)
y fosfatasa alcalina (FA); la bilirrubina, albimina y ac-
tividad de protrombina miden la capacidad funcional
del higado®. Los problemas hepdticos causados por los
xenobidticos (alcohol) ha llevado a la poblacién a la
automedicacién y/o al uso de la medicina tradicional,
principalmente plantas que contengan antioxidantes®.

Los antioxidantes naturales se encuentran en muchas
plantas medicinales en forma de 4cidos fenélicos, fla-
vonoides, carotenoides que tienen muchas propiedades
protectoras frente diversas enfermedades degenerativas.
Diversos estudios demuestran que el consumo regular
de frutas aportan agentes antioxidantes al organismo, el
cual afecta positivamente el equilibrio redox del cuerpo,
disminuye el dano oxidativo a los lipidos y mejora el
estado antioxidante en las personas* por lo tanto, un
aumento en la ingesta de estos antioxidantes dietarios
mejorarfan la salud. La accién antioxidante que tienen
las frutas como la tuna es debido a que constituyen una
fuente importante de compuestos, principalmente por
la presencia de betalainas polifenoles, vitaminas, dcidos
grasos poliinsaturados y aminodcidos®, cuyo consumo
regular puede ayudar a prevenir enfermedades degene-
rativas crénicas, asociado con otros factores dietéticos y
estilo de vida®.

El género opuntia ha sido ampliamente utilizado en la
medicina popular, en alimentos y en el campo farma-
céutico por su contenido de vitaminas y minerales’, ha
demostrado propiedades antioxidantes por su contenido
de flavonoides, 4cido ascdrbico y carotenoide®.

La forma silvestre (con espinas) de la tuna, descripta
como Opuntia megacantha Salm-Dick, tiene amplia dis-
tribucién de crecimiento en la regién Ayacucho, prin-
cipalmente en zonas dridas y desérticas, cuyo fruto es
consumido como alimento y por sus propiedades medi-
cinales, ya que es rico en compuestos fenélicos’. Ademds
la tuna aporta diversos nutrientes', asi como altas con-
centraciones de agentes antioxidantes que le confieren
al fruto las caracteristicas de un alimento medicinal'!, es
decir, prevenir enfermedades, mantener la buena salud y
comportarse como hepatoprotector'?.

En el presente trabajo de investigacién se planteé como
objetivo general: determinar el efecto hepatoprotector y
actividad antioxidante del extracto hidroalcohdlico del
fruto de dos variedades de Opuntia megacantha “tuna”.
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MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacién

La investigacion es de tipo experimental con manipu-
lacién del factor de estudio y aleatorizacién del grupo
experimental y grupo control para determinar el efecto
hepatoprotector del fruto de Opuntia megacantha “tuna”
de las variedades morada y anaranjada, recolectadas en la
localidad de Alanya, distrito de Tambillo, departamento
de Ayacucho. Posteriormente, las muestras fueron anali-
zadas en los laboratorios de Farmacia de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga.

Obtencién del extracto hidroalcohélico del fruto de
la tuna

A los frutos de cada una de las variedades se les retir6 la
céscara y luego fueron desmenuzados y macerados en
etanol de 96 % por siete dias con agitacién periédica
en la proporcién de 2000 g con 4 litros de etanol. Se
filtré y se volvié a macerar el residuo hasta agotamiento
con etanol de 96 % (1:5) por siete dias, se juntaron los
extractos, se concentrd y secé a 45 °C en bafio Marfa y
estufa.

Ensayo fitoquimico del extracto

Se realizaron ensayos de coloracién recipitacién si-
Y y
guiendo el método descrito por Lock de Ugaz'.

Determinacién del contenido de fenoles totales

Fue determinado utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu
(Merck), siguiendo el método descrito por Thangaraj™.
Se mezclé 50 pL de los extractos obtenidos con 0,5 mL
del reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N y 2,5 mL de solu-
cién de carbonato de sodio al 5 %. La mezcla fue incu-
bada en la oscuridad por 40 minutos a temperatura am-
biente (20 °C). Después de la incubacién, la absorbancia
fue medida a 725 nm utilizando un espectrofotémetro
visible Thermo Scientific Genesys 10. Se preparé una
curva de calibracién con dcido gilico a partir de una
solucién de trabajo de 50 pg/mL (0,2: 0,4; 0,6; 0,8 y 1,0
mL). Los resultados fueron expresados en mg equivalen-
tes a 4cido gélico por g de extracto hidroalcohdlico (mg

EAG/g de extracto).
Determinacién del contenido de flavonoides

Se determiné utilizando el método descrito por Than-
garaj'®. Una alicuota de 0,50 mL del extracto se mezclé
con 0,50 mL de agua destilada y 0,15 mL de solucién de
nitrito de sodio al 5 % en un tubo de ensayo. Después
de 5 minutos se adicioné 0,15 mL de cloruro de alumi-
nio al 10 %. A los 6 minutos, 2,0 mL de hidréxido de
sodio al 4 % fue anadido a la mezcla. Inmediatamente,
la solucién fue completada hasta 5,0 mL con agua des-
tilada y completamente mezclada. La absorbancia de la
mezcla final fue determinada a 510 nm contra un blan-
co de la reaccién. Se preparé una curva de calibracion
con quercetina a partir de una solucién de trabajo de
200 pg/mL (0,2: 0,4; 0,65 0,8; 1,0 mL). El contenido
de flavonoides de los extractos fue expresado como mg
equivalentes a quercetina/g de extracto (mg EQ/g).
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Determinacién de la actividad antioxidante por el
método de secuestramiento del radical libre 1,1 — di-
fenil — picril — hidrazilo (DPPH)

Se wtilizé el método descrito por Carciochi ez al.’>.
A una alicuota del extracto (150 pL) de extracto se
adiciond a 2850 pL de una solucién metandlica del
radical libre DPPH (20 mg/L) con una absorbancia
ajustada a 1,1 + 0,02 nm leida a 517 nm. Después
de la agitacién, la mezcla fue incubada en la oscuri-
dad por 30 minutos y la absorbancia medida a 517
nm en un espectrofotémetro visible Thermo Scientific
Genesys 10. Se prepar6 una curva estindar con Trolox
(25 - 800 pumol). Los resultados son expresados como
pmoles equivalentes a Trolox por gramo de muestra

(umol ET/g de muestra).

Determinacién de la actividad antioxidante por el
método de secuestramiento del catién radical del 4ci-
do 2,2’- azinobis — (3 — etilbenzotiazolina) — 6 - sul-

fénico (ABTS*)

Se wutilizé el procedimiento descrito por Thaipong ez
al.'. Se preparé una solucién patrén (SP) constituida
por 7,4 mM de ABTS y 2,6 mM de persulfato de pota-
sio a los cuales se dejé que reaccionen por 12 horas. La
solucién de trabajo (ST) fue preparada a partir de 1 mL
de SP disuelto en metanol y se ajust6 la absorbancia a
1,1 £ 0,02 mL, diluyendo con metanol a una longitud
de onda de 734 nm. La muestra (150 uL) fue mezclada
con 2850 pL de solucién de ABTS y se dejé que reaccio-
nen en la oscuridad por 2 horas y se ley6 la absorbancia
a 734 nm. Se prepard una curva estindar con Trolox
(25 — 600 pmol). Los resultados son expresados como
mmol equivalentes de Trolox/g de muestra (mmol ET/g
de muestra).

Determinacién de la actividad antioxidante por el
método de reduccién de hierro (FRAP)

Se realizé segtin la técnica descrita por Thangaraj'. El
reactivo FRAB se preparé con buffer acetato pH 3,6;
20 mM de TPTZ disueltos en HCl 40 mM y 20 mM
de cloruro férrico hexahidratado. La solucién de trabajo
(ST) se obtuvo mezclando y calentando a 37 °C, 25 mL
de buffer acetato con 2,5 mL de solucién de TPTZ y 2,5
mL de la solucién de FeCl, Se mezcl6 150 pL de mues-
tra con 2850 pL de solucién ST, dejdndose reaccionar
por 30 minutos y se leyd la absorbancia a 593 nm. Se
prepard una curva estindar con Trolox (25 - 800 uM).
Los resultados fueron expresados como mmol equiva-
lentes de Trolox/g de extracto (mmol ET/g de extracto).

Evaluacién del efecto hepatoprotector in vivo

Se wutilizé 35 ratas albinas Holtzman, de 2 meses de
edad, con pesos comprendidos entre 200 + 20 g, distri-
buidas en 7 grupos de 5 animales cada uno, agrupados
en jaulas individuales, en el bioterio de la Universidad
Nacional de San Cristébal de Huamanga, con control
de temperatura y horas de luz y oscuridad. Una semana
antes de iniciar propiamente el experimento, las ratas
solo recibieron una dieta normocalérica, normoproteica
y agua ad libitum. Los tratamientos se realizaron por via
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orogdstrica de la siguiente forma: Grupo I (suero fisio-
lé6gico); Grupo II (CCl)) se le administré suero fisiol6-
gico durante 7 dias y CCl, (1 mL/kg de peso i.p. al 50
% v/v con aceite de oliva) en el 6° y 7° dia; Grupo 111
(silimarina 100 mg/kg de peso/d) y CCl,; los grupos de
estudio IV y V, recibieron el extracto de tuna morada
(250 y 500 mg/kg de peso/d) respectivamente, y CCl, y
los grupos de estudio VI 'y VII, a los cuales se les admi-
nistré el extracto de tuna anaranjada (250 y 500 mg/kg
de peso/d) respectivamente, y CCl,"7. Al 8° dfa todos los
animales fueron anestesiados y se les practicé eutanasia
por administracién de tiopental por via IP*8. Se recolec-
t6 sangre del corazdn, la cual fue centrifugada a 3500
rpm por 15 min, para la obtencién de suero y realizar
los andlisis bioquimicos. La muestra de higado fue con-
servada en formalina al 10 % para su estudio histopato-
l6gico®. El cuidado de los animales de experimentacién
fue realizado de acuerdo con los lineamientos dados por
el Instituto Nacional de Salud® y a la declaracién de la
Asociacién Médica Mundial®'.

La determinacién de la actividad de AST y ALT se rea-
liz6 empleando los reactivos de la casa Wiener Lab*?,
para lo cual en tubos marcados con B (blanco) y T (tra-
tamiento) se agregaron el sustrato para AST y ALT y
se colocaron en bafio de agua a 37 °C por 5 minutos,
luego se agregd 100 pL de agua al tubo B, y 100 pL de
suero al tubo T seglin tratamiento, los cuales se mezcla-
ron por agitacién y se incubaron 30 minutos. Se agre-
garon a cada tubo 0,5 mL de 2,4-dinitrofenilhidracina
1 mM, se mezclaron y se dejaron 10 minutos a 37 °C,
luego 5 mL de hidréxido de sodio 0,4 M, se mezclaron
por inversién y realizindose la lectura a 505 nm. Para el
célculo de valores se emplearon curvas de calibracién.
Para la evaluacién histopatoldgica del higado se realiza-
ron cortes de 3 a 5 um de espesor y se colorearon con
hematoxilina y eosina®.

Anilisis de datos

Los datos obtenidos se presentan como medias + des-
viacién estdndar y se representan en tablas y figuras. Las
diferencias entre las medias se analizaron mediante la
prueba T-Student para el contenido de fenoles totales,
flavonoides y actividad antioxidante y anélisis de varian-
za para evaluar la actividad de las transaminasas AST y
ALT y la prueba de comparaciones multiples de Tukey
y Dunnett con un nivel de confianza del 95 %, para el
cual se utilizé el paquete estadistico SPSS versién 20.

RESULTADOS

En el extracto hidroalcohdlico del fruto de las varie-
dades de tuna morada y anaranjada, se encontraron la
presencia de compuestos fendlicos, taninos, flavonoides,
azucares reductores, catequinas y lactonas. Los fenoles
dieron una coloracién verde oscura al ensayo de cloruro
férrico; los taninos precipitaron al ensayo de gelatina;
los flavonoides una coloracién naranja rojizo al ensayo
de Shinoda; los azicares formaron precipitado de color
rojo al prueba de Benedic; las catequinas una coloracién
verde carmelita a la luz ultra violeta, y las lactonas una
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coloracién roja al ensayo de Baljet; estos hallazgos con-
cuerdan para el mayor nimero de metabolitos secunda-
rios presentes en el género opuntia®.

En la tabla 1 se observa que el contenido de fenoles to-
tales y flavonoides fue mayor en la variedad morada que
en la anaranjada (p<0,05).

El fruto de la tuna de la variedad morada presenta ma-
yor actividad antioxidante que la variedad anaranjada
(Tabla 2), los cuales fueron demostrados con la capa-
cidad de captar los radicales libres DPPH y ABTS y el
poder reductor del hierro (FRAB).

En las figuras 1 y 2 se muestran las actividades del as-
partato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransfe-
rasa (ALT) frente al tetracloruro de carbono (CCl,). En
ambos casos se observan un incremento de la actividad
de dichas enzimas en comparacién con los grupos que
recibieron los tratamientos (p<0,05). El efecto hepato-
protector de los extractos de la tuna morada y anaranja-
da a la dosis de 250 mg/kg, es estadisticamente similar a
la de silimarina para AST y a la dosis de 250 mg/kg para
tuna morada y 500 mg/kg para la tuna anaranjada para

ALT segtn la prueba de Tukey.
DISCUSION

La actividad antioxidante encontrada en ambas varie-
dades de tuna, es por su contenido de fenoles y flavo-
noides, lo cual estd en relacién con el trabajo realizado
en el fruto de Opuntia ficus indica, donde se reporta la
actividad antioxidante por su contenido de vitamina C
y polifenoles?.

El fruto de la tuna presenta actividad antioxidante debi-
do a que en la porcién comestible contiene abundantes
polifenoles y flavonoides que poseen efectos protectores
para la salud. Los polifenoles son sustancias naturales
que son antioxidantes con el potencial de proteger y
combatir enfermedades degenerativas en el ser huma-
no, debido a estos compuestos contiene gran ntimero de
grupos hidroxilos con propiedades quelantes®.

En trabajos similares, se reporté que la tuna de la varie-
dad morada (ptrpura) mostré un contenido muy alto

de betacianinas, fenoles, vitamina C y mayor capacidad
antioxidante que la variedad naranja®.

Al evaluar el efecto hepatoprotector del extracto hidro-
alcohdlico de tuna, tanto de las variedades morada y
anaranjada, se observan proteccion del higado en forma
similar al grupo tratado con silimarina, al no presentar
niveles elevados de la actividad de transaminasas AST
y ALT; asf como, infiltrado inflamatorio crénico en es-
pacio porta, como se observa en el grupo tratado con
tetracloruro de carbono.

El CCl, forma radical triclorometilo que causa dafo a
nivel del higado, generando necrosis y dano hepdtico en
general”.

Los radicales libres estin involucrados en dafos al hi-
gado, corazén y cancer®®. El estrés oxidativo es el prin-
cipal mecanismo del dano hepdtico generado por el te-
tracloruro de carbono?. La terapia antioxidante inhibe
los cambios oxidativos deletéreos y es considerada una
herramienta muy importante para los tratamientos de

las enfermedades hepdticas®.

Los frutos de la tuna son consideradas una fuente im-
portante de compuestos antioxidantes por su contenido
de fenoles y flavonoides con propiedades hepatoprotec-
toras, como se demostré al flavonoide astilbina3®.

La silimarina se viene utilizando en problemas del hi-
gado por sus excelentes propiedades regeneradora y an-
tioxidante3 32, neutraliza los radicales libres, estimula la
produccién de glutatién reducido y mejora el metabo-
lismo hepdtico®.

Segln la prueba de Dunnnet, el tratamiento con los
extractos del fruto de tuna morada, anaranjada vy sili-
marina més tetracloruro de carbono redujeron el incre-
mento de los marcadores enzimdticos de la hepatotoxi-
cidad (AST y ALT) de forma significativa (p<0,05),
respecto al grupo que sélo recibié CCl,. Estos resulta-
dos también fueron reportados en otros estudios pu-
blicados, que evidencian el efecto protector contra la
administracién de tetracloruro de carbono (CCl,) mds
silimarina a 25 mg/kg®".

Tabla 1. Contenido de fenoles totales y flavonoides del extracto hidroalcohdlico del fruto de Opuntia megacantha “tuna”, variedades

morada y anaranjada.

Tuna morada

Tuna anaranjada

Ensayo Media * DE Media * DE p<
Fenoles totales (mg EAG/g extracto) 18,40 £ 0,09 13,51+ 0,09 0,05
Flavonoides (mg EQ/g extracto) 4,86 +0,15 2,52 +0,25 0,05

Tabla 2. Capacidad secuestradora del radical libre DPPH, ABTS Y FRAB del extracto hidroalcohdlico del fruto de Opuntia megacantha

“tuna”, variedades morada y anaranjada.

Ensayo

Tuna morada

Tuna anaranjada

(mmol ET/g extracto) Media * DE Media = DE p<
DPPH 21,46 + 0,83 11,68 + 1,55 0,05
ABTS 56,29 + 1,10 52,75+ 0,32 0,05
FRAB 52,03 + 0,85 36,17 + 1,37 0,05
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Figura 1. Actividad de aspartato aminotransferasa sérica en ratas al administrar el extracto hidroalcohdlico del fruto de Opuntia
megacantha “tuna”, variedades morada y anaranjada. p<0,05.

120,00

10382 ¢

100,00

50,00

65,24 E 64,53 :{ 6553 @

60,00 59,88
5694 & 5482 x2

40,00

Aspartato aminotransferasa (UIL)

20,00

0,00

T ] T T I T T
S5F CCl4 Silimaring M 250 mghkg M 500 mghkg A 250 mghkg A 500 mglkg
TRATAMIENTO

Figura 2. Actividad de alanina aminotransferasa sérica en ratas al administrar el extracto hidroalcohdlico del fruto de Opuntia
megacantha “tuna”, variedades morada y anaranjada. p<0,05
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Grupo Parénquima Infiltrado Esteatosis
inflamatorio

A: Control Homogéneo Escaso Ausente

B: Silimarina Homogéneo Ausente A gota grande

C: CCls Leve tendencia nodular ~ Crénico A gota grande

D: Extracto de tuna morada Homogéneo Escaso Agota grande

E: Extracto de tuna anaranjada Leve tendencia nodular  Escaso Ausente

Figura 3. Estudio histopatoldgico del higado de rata al administrar el extracto hidroalcohdlico del fruto de Opuntia megacantha “tuna”,
variedades morada y anaranjada.
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Los resultados del efecto hepatoprotector obtenidos en
los grupos que recibieron extracto hidroalcohélico de
tuna de las variedades morada y anaranjada y tetracloru-
ro de carbono, pueden explicarse por sus componentes
con actividad antioxidante como los flavonoides y fe-
noles. El dano hepidtico es causado principalmente por
el estrés oxidativo generado por radicales libres, cuyos
atenuadores son los antioxidantes, como: vitaminas, mi-
nerales, flavonoides y polifenoles®.

En resumen, el fruto de la tuna presenta efecto hepato-
protector debido a su contenido de polifenoles, princi-
palmente flavonoides, que son poderosos antioxidantes
al disminuir el estrés oxidativo y atrapar radicales libres,
tanto iz vivo como in vitro; ejerciendo un efecto similar
al de la silimarina.

CONCLUSION

El extracto hidroalcohdlico del fruto de Opuntia me-
gacantha “tuna” de las variedades morada y anaranjada
presentaron efecto hepatoprotector y actividad antioxi-
dante, siendo superior la variedad morada por el mayor
contenido de fenoles totales y flavonoides en relaciéon a
la variedad anaranjada.
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