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Resumen

Los frutos de Hylocereus monacanthus se consideran una fuente prometedora de antioxidantes naturales por lo que es un
alimento considerado funcional y nutraceutico. El objetivo de este estudio fue determinar la actividad hepatoprotectora del
extracto etandlico del Hylocereus monacanthus (EEtH) en ratas albinas con toxicidad aguda inducida por tetracloruro de
carbono. Mediante un analisis fitoquimico se demostrd que el fruto de Hylocereus monacanthus contiene fenoles, flavo-
noides, entre otros metabolitos secundarios; la actividad hepatoprotectora se evalu6 a través del ensayo bioquimico de la
albumina (ALB), bilirrubina directa (BD), bilirrubina indirecta (Bl), bilirrubina total (BT), fosfatasa alcalina (FAL), globulinas
(GLOB), proteinas totales (PT) y transaminasa glutamica oxalacética (TGO) en suero y un estudio histopatolégico. El tra-
tamiento con EEtH en ratas albinas con hepatotoxicidad inducida por CCl, mantuvo disminuidos los valores de la actividad
de FAL, TGO, BT, BD, BI; mientras que el valor de las PT permanecié incrementado; sin embargo, los valores de laALB y
GLOB no sufrieron cambios significativos y protegio los cambios histopatoldgicos del CCl,. Se concluye que el EEtH posee
potente efecto hepatoprotector sobre lesiones de origen toxico-metabolico como las provocadas por CCl, en ratas albinas
y se deberia a su elevada actividad antioxidante.

Palabras clave: actividad hepatoprotectora; hepatotoxicidad inducida; Hylocereus monacanthus; ratas albinas; tetracloruro
de carbono.

Abstract

The fruits of Hylocereus monacanthus is considered a promising source of natural antioxidants and are therefore con-
sidered a functional and nutraceutical food. The objective of this study was to determine the hepatoprotective activity
of ethanolic extract of Hylocereus monacanthus (EEtH) in albino rats with acute carbon tetrachloride-induced toxicity.
Phytochemical analysis showed that the fruit of Hylocereus monacanthus contains phenols, flavonoids, among other sec-
ondary metabolites; the hepatoprotective activity was evaluated through the biochemical assay of albumin (ALB), direct
bilirubin (BD), indirect bilirubin (Bl), total bilirubin (BT), alkaline phosphatase (FAL), globulins (GLOB), total proteins (PT)
and glutamic oxalacetic transaminase (TGO) in serum and a histopathological study. Treatment with EEtH in albino rats
with CCl4-induced hepatotoxicity maintained decreased values of FAL, TGO, BT, BD, Bl activity; while PT value remained
increased; however, ALB and GLOB values did not undergo significant changes and protected histopathological changes
from CCI4. It is concluded that EEtH has a potent hepatoprotective effect on toxic-metabolic lesions such as those caused
by CCl4 in albino rats, and this is due to its high antioxidant activity.
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INTRODUCCION

El higado es considerado uno de los 6rganos mds impor-
tantes del cuerpo, por su participacién y regulacién de
multiples funciones fisiolégicas, como el metabolismo,
secrecién, almacenamiento y excrecién de compuestos
endbgenos y exdgenos, con una gran capacidad para
desintoxicar sustancias toxicas y sintetizar material atil,
convirtiéndolo en un érgano muy susceptible de sufrir
lesiones y deterioro, provocando una hepatotoxicidad,
que puede ser inducida quimicamente por los contami-
nantes ambientales, xenobidticos del entorno laboral,
por la administracién de firmacos e inclusive por resi-
duos de sustancias tdxicas contenidas en los alimentos"?.

EI CCl,, es un potente hepatotéxico muy estudiado des-
de el punto de vista bioquimico y patolégico. Su bio-
transformacién se realiza en el reticulo endoplasmadtico
y es mediada por las enzimas del citocromo P450, la
isoforma CYP2E estd implicada como el principal ca-
talizador. La destruccién oxidativa de los dcidos grasos
poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana es su
principal mecanismo de toxicidad de numerosos com-
puestos quimicos. Destruyendo la membrana y ocasio-
nando la pérdida de enzimas asociadas a la membrana y
necrosis®*.

El consumo frecuente de antioxidantes naturales presen-
tes en los vegetales como: los dcidos fendlicos, flavonoi-
des y tocoferoles, reducen el estrés oxidativo generado
por el incremento de radicales libres y modifica el perfil
lipidico. El tratamiento de las enfermedades hepdticas
con plantas medicinales, frutas y verduras atn sigue
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siendo un reto para las pricticas médicas modernas, se
continda en la bisqueda del firmaco hepatoprotector
eficaz con capacidad de prevencién y control de estas
enfermedades crénicas™®.

Por lo tanto, el objetivo del estudio fue determinar la
actividad hepatoprotectora del extracto etandlico del
fruto de Hylocereus monocanthus (Lem.) Britton & Rose
sobre la toxicidad hepdtica inducida por tetracloruro de
carbono en ratas albinas a través de efectos bioquimicos
y cambios histopatoldgicos.

MATERIALES Y METODOS

El diseno del estudio es de tipo experimental, longitudi-
nal y prospectivo. Se realizaron los estudios fitoquimico
cualitativo y ensayos bioquimicos en el Instituto de In-
vestigacién de Ciencias Farmacéuticas y Recursos Natu-
rales “Juan de Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia
y Bioquimica y el estudio histopatolégico en la Facultad
de Medicina, ambas de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos.

1. Seleccién del material vegetal

Los frutos de Hylocereus monacanthus (Lem.) Brit-
ton & Rose se colectaron en el sector Monterey del
distrito de Paijdn (80 m), provincia de Ascope, re-
gién La Libertad (figura 1). La clasificacién taxoné-
mica se realiz6 en el Museo de Historia Natural de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, se-
gtn el sistema de clasificacién de Cronquist (1988).
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Figura 1. Fruto de Hylocereus monacanthus (Lem.) Britton & Rose de piel y pulpa roja
Fuente. Elaboracion propia, octubre 2019
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Nombres comunes: Orejona (Nicaragua), pitahaya
o fruta de dragén (Pert), flor de céliz (Venezuela,
Puerto Rico), Belle de nuit (Francia), pitahaya (Co-
lombia), Dragon fruit, Belle of the night (paises an-
glohablantes), Distelbrin (Alemania)’.

2. Obtencidén del extracto

Los frutos frescos de Hyloceres monacanthus (Lem.)
Britton & Rose (4 kg) se trituraron para la reduc-
cién del tamano y se maceré en una solucién de 1 L
de etanol de 96 °GL por 7 dias, en ausencia de la luz
y calor, agitando dos veces por dfa. Posteriormente,
el extracto se filtré al vacio con papel Whatman Ne
42 y se concentrd en un evaporador rotatorio a 45
°C. El extracto sélido se conservé en refrigeracién
para los anilisis posteriores.

3. Estudio fitoquimico cualitativo

Para determinar la presencia de metabolitos secun-
darios en el EEtH, se realizaron ensayos quimicos
con determinados reactivos, que permitieron su
identificacion, calificdindose como ausencia o pre-
sencia, mediante los ensayos de coloracion y/o
precipitacién con modificaciones, considerando:
flavonoides (Shinoda), compuestos fendlicos (Clo-
ruro férrico), taninos (Cloruro férrico, gelatina),
triterpenos y esteroides (Liebermann-Buchard), al-
caloides (Dragendorff, Mayer, Wagner), quinonas
(Borntriger) y saponinas (ensayo de espuma)®.

4. Evaluacién del efecto hepatoprotector
4.1 Seleccién de animales

Se utilizaron ejemplares de Rartus norvegicus var.
albinus, hembras con peso de 125 + 25 g, de 8 a
10 semanas de nacidos, los cuales fueron adquiri-
dos en el Instituto Nacional de Salud del Ministe-
rio de Salud del Pert. Se trasladaron al Instituto de
Investigacién en Ciencias Farmacéuticas y Recursos
Vegetales “Juan de Dios Guevara’, donde fueron
aclimatadas a una temperatura controlada de 22 +
3 °C, humedad relativa de 55 + 15 %, ventilacién
de aire y un ciclo de luz/oscuridad de 12 h de 150 -
300 lux, con acceso libre de alimento y agua’.

4.2 Tratamiento de animales

Para los experimentos de estudio preventivo, 36 ra-
tas se dividieron por igual en seis grupos. El Gru-
po I (control negativo), se administraron aceite de
oliva y solucién salina como vehiculo del control;
el Grupo II ( control positivo), se administraron
por via oral una mezcla de CCl, y solucién salina;
los Grupos III y IV (tratamiento con EEtH a dos
dosis diferentes), se administraron EEtH a 1,0y 0,5
mg/kg, respectivamente y CCl,, el Grupo V (tra-
tamiento con silimarina + CCl,), se administraron
silimarina a una dosis de 20 mg/kg y CCl, y Grupo
VI (tratamiento con EEtH + aceite de oliva), se ad-
ministraron EEtH a una dosis de 1,0 mg/kg y aceite
de oliva. La administracién aguda de CCl, consisti6
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en una dosis oral de 1,2 g /kg de una mezcla 1: 1 (v
Iv) de CCl, y aceite de oliva.

En los Grupos I y V se administraron una dosis
tinica de CCl, el dfa 3. Los Grupos I y VI recibieron
una cantidad igual de aceite de oliva en lugar de
CCl ., En los Grupos III-V, el tratamiento se inicié
48, 24 y 2 h antes de la intoxicacién con CCl,.Enel
Grupo VI, el tratamiento se inicié 48, 24 y 2 h an-
tes de la administracién de aceite de oliva. Todas las
ratas albinas fueron sacrificadas bajo anestesia con
pentobarbital sédico después de 48 h de la adminis-
tracién de CCl,”

4.3 Ensayos bioquimicos

La sangre de la aorta abdominal de la rata albina
anestesiada se recolecté con pentobarbital sédico,
después del tratamiento con EEtH. El suero se sepa-
16 por centrifugacién, bajo condiciones refrigeradas
(4 °C), 2 2500 rpm durante 15 min. La FAL, TGO,
BT, BD, BI, PT, ALB y GLOB se determinaron por
un analizador de sangre automdtico (modelo ES-
102, marca Bioelab, tecnologia China)’.

4.4 Estudio histopatolégico

Se transfirieron pequefias muestras de tejido hepa-
tico fresco de ratas albinas de los diferentes grupos
experimentales en una solucién de formol al 10 %
para una fijacién adecuada e incrustacion en cera de
parafina. Se prepararon secciones delgadas de tejido
hepidtico de 5 a 6 pm de espesor y se tifieron con
hematoxilina y eosina (H&E) para su examinacién
al microscopio'’.

5. Anadlisis estadistico

Los resultados se expresaron como media + D.S. y
todas las comparaciones estadisticas se realizaron
mediante una prueba ANOVA seguido de la prueba
de Tukey. p<0,05 fue considerado significativo.

RESULTADOS

Metabolitos secundarios en el extracto etanédlico de
Hylocereus monacanthus (Lem.) Britton & Rose

En la tabla 1, se reportan los metabolitos secundarios
del EEtH, donde se evidencia una elevada presencia de
flavonoides y compuestos fendlicos, que constituyen
los principales antioxidantes naturales presentes en el
fruto. Estos compuestos poseen una elevada capacidad
de eliminar radicales libres, disminuir la velocidad del
proceso del dano oxidativo y obstaculizar la peroxida-
cién lipidica en el higado, evidenciando una actividad
hepatoprotectora'"'*

Reporte del efecto del extracto etandlico del Hyloce-
reus monocanthus (Lem.) Britton & Rose sobre los
valores de la FAL, TGO, BT utilizando el modelo ex-
perimental del CCl,

En la tabla 2, se registran los reportes de los tratamientos
con la dosis de 0,5 y 1,0 mg/kg de EEtH, en el cual se
muestra que los valores de la FAL, TGO, BT, BD, BI se

mantuvieron disminuidos; mientras que el valor de las
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Tabla 1. Metabolitos secundarios en el extracto etandlico del fruto de Hylocereus monacanthus (Lem.) Britton & Rose

Prueba Metabolitos secundarios Resultado Presencia
FeCl, Compuestos fenodlicos Coloracién verde o azul +++
Shinoda Flavonoides Coloracion rojiza intensa +++
Gelatina Taninos Ligeramente blancuzco ++
Lieberman - Burchard Triterpenoides Anillo pardo +

Esteroides Coloracion rojiza a verde +
indice de espuma Saponinas Espuma de 1 cm persistente +
Borntrager Antraquinonas Color rojo -
Dragendorff Alcaloides Precipitado naranja -
Bertrand Alcaloides Precipitado blanco -
Wagner Alcaloides Precipitado marrén -
Mayer Alcaloides Precipitado blanco -

Leyenda:

Abundante (+++), moderada (++), poca presencia (+), ausencia (-)
Fuente. Elaboracion propia, agosto 2019

Tabla 2. Reporte del efecto del extracto etandlico del fruto de Hylocereus monocanthus (Lem.) Britton & Rose sobre los valores de la

FAL, TGO, BT, utilizando el modelo experimental del CCl,

Grupos de

e BT (mg/dL) BD(mg/dL) BT (mg/dL) PT(mg/dL) ALB (g/dL) GLO (g/dL) FAL (U/dL) TGO (U/dL)
Control normal 1,410 £ 0,740 + 0,670 + 6,020+  4956x0515* 3,026+ 110,49 + 90,74 +
0,065* 0,054* 0,071* 0,981* 0,892* 2,795* 1,988*
Control con CCl, 2,520 + 1,430 + 0,154 + 3,190 + 5,006 + 3,186 = 390.,78 + 201,21 &
0,089* 0,146* 0,057* 0,493* 0,609* 0,795* 5,262 4,2123*
EEtH (0,5 mg/kg) + 1,890 + 0,740 + 0,252 + 4710 + 4,554 + 3,656 + 212,77 + 149,36 +
ccl, 0,098 0,097* 0,046* 0,578 0,336* 0,365* 5,870 4,871*
EEtH (1,0 mg/kg) + 1660+  0,700£0,011*  0212% 5,140 + 4830+  3410+0480 120,63+ 115,74 +
ccl, 0,175* 0,098 0,836* 0,884* 3,069* 5,960
Silimarina 1,540 + 0,930 + 0,124 + 5,880 + 4,786 £ 2,068 + 115,22 + 95,68 +
(20 mg/kg) + CCl, 0,164* 0,023* 0,066* 0,799* 0,753* 0,191* 2,121* 3,580
EEtH 1,0 mg/kg 1,540 + 0,810 + 0,156 + 5,990 + 4,956 + 3,026 + 112,35 + 89,96 +
0,097* 0,043* 0,025* 0,341* 0,649* 0,162* 3,101* 2,166*

Valores promedio + desviacion estandar, por seis animales de cada grupo n=6. *p<0,05 comparaciones multiples entre grupos de tratamiento (ANOVA

seguido de test de Tukey)
Fuente. Elaboracion propia, diciembre 2019

PT permaneci6 incrementado. Asi mismo los valores de
la ALB y GLOB no mostraron cambios significativos y
grupo experimental tratado con EEtH a una dosis de
1,0 mg/kg evidencio valores significativos'.

Caracteristicas histopatoldgicas del higado en el es-
tudio experimental. A= Grupo normal; B= Control
con CCl; C= EEtH (0,5 mg/kg) + CCl; D= EEtH
(1,0 mg/kg) + CCl,s E= silimarina (20 mg/kg) + CCI,
y F= EEtH 1,0 mg/kg.

En la figura 2, se observan las caracteristicas histoldgicas
del higado de los animales correspondientes de los gru-
pos de experimentacién experimental y control

Las secciones del higado correspondiente al grupo he-
patotdxico control (figura 1B) mostré un desorden y
degeneracién celular, presentando formacién de tridn-
gulos por separacién de canaliculos bien marcados, he-
morragias y edemas en la superficie por la separacion

de hepatocitos, higado graso. Las figuras 1C y 1D, co-
rresponden a grupos hepatotdxicos que recibieron en su
dieta el EEtH a 0,5mg/kg y 1,0 mg/kg de peso de rata.
Se puede ver un menor nivel de desorden y dafio celular,
presentando goticulas en el higado, restos canaliculares,
restos biliares, restos sanguineos, pequenos sangrados de
los hepatocitos'

DISCUSION

La actividad hepatoprotectora del EEtH podria atri-
buirse a los compuestos fendlicos que estdn relacionados
principalmente a sus propiedades redox, la capacidad
del grupo hidroxilo para atrapar radicales libres, quelar
iones metdlicos y ser atrapadores de oxigeno singuletes
y tripletes o descomponer peréxidos'. Por lo tanto, es-
tos compuestos participan en los mecanismos que invo-
lucran la eliminacién de radicales libres generados por
induccién del CC14, permitiendo una disminucién del

CIENCIA E INVESTIGACION 2022; 25(1)
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Figura 2. Caracteristicas histopatolédgicas del higado en los experimentos de estudio preventivo. Los tejidos hepaticos se tifieron con
H&E (100x). A= Higado de rata normal; B= Control con CCI,; C= EEtH (0,5 mg/kg) + CCl,; D= EEtH (1,0 mg/kg) + CCl,; E= silimarina
(20 mg/kg) + CCl, y F= EEtH 1,0 mg/kg + aceite de oliva.

Fuente. Elaboracion propia, diciembre 2019

dafo del tejido hepdtico y una eficiente regeneracion
posterior'“.

La administracién de EEtH mantiene disminuidos los
valores del TGO, FAL y de la bilirrubina (BT, BD, BI)
en el suero. Esto se podria deber al hecho de una ré-
pida regeneracién del parénquima hepdtico, permitien-
do preservar la funcién biliar y la estabilidad funcional
de la membrana plasmadtica, ligeramente afectados por
induccién del CCL . El mantenimiento de los valores
elevados de las PT, se atribuye a un eficiente proceso de
restauracion del ensamblaje de los ribosomas en el reti-
culo endoplasmdtico, permitiendo estabilizar la sintesis

ininterrumpida de las proteinas®.

La administracién de CCl, ocasiona una lesién de la
membrana celular de los hepatocitos, alterando su
funcionalidad y permitiendo liberar su contenido cito-
plasmdtico a la circulacién sanguinea. Esto se eviden-
cia por un incremento de los valores del TGO, FAL y
la bilirrubina, marcadores de la disfuncién hepdtica/
lesién hepdtica. La hiperbilirrubinemia se caracteriza
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por una excrecidon defectuosa de la bilis por el higado,
incrementdndose la velocidad de unién, conjugacién
y excrecién de los hepatocitos que es proporcional a
la tasa de degeneracién del eritrocito, el incremento
de los niveles de BD, BI, BT reafirma su alteracién
funcional y la gravedad de la necrosis generada’. La
depresién de los niveles de las PT es ocasionada por
una interrupcién y disociacién de los polirribosomas
del reticulo endoplasmdtico®®

El CCl, es biotransformado por las enzimas del citocro-
mo P450 hepético, produciendo metabolitos reactivos en
el reticulo endoplasmitico del higado, tal como el radical
triclorometilo y su reaccién con el oxigeno, que forma el
radical altamente reactivo triclorometilperoxil. Este radi-
cal ataca con mayor rapidez a los lipidos de la membrana
del reticulo endoplasmdtico en comparacién con el tri-
clorometilo, provocando una peroxidacién de lipido, al-
terando la homeostasis de calcio, elevacion de las enzimas
hepdticas, afectando la funcionalidad de las membranas
del plasma, mitocondrias y del reticulo endoplasmadtico,
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incrementando la concentracién intracelular de calcio,
conduciendo a la pérdida de la integridad celular y final-
mente la muerte’.

El tratamiento con EEtH permitié observar hepato-
citos grandes y poliédricos, ntcleos abundantes y re-
dondos, fibras reticulares presentes en ambos lados, los
capilares de las sinusoides presentan un calibre normal
sin obstruccién, totalmente descongestionadas y con
una buena posicién radial en relacién a la vena cen-
trolobulillar. Los ensayos bioquimicos de las funciones
hepdticas, respaldaron los resultados positivos del estu-
dio histopatolégico'®".

La induccién del CCl, ocasiona una lesién hepatoce-
lular, caracterizado por un incremento de TGO, BT y
FA 'y evidenciando grados variables de inflamacién y ne-
crosis de predominio centrolobulillar, acumulacién de
grasa en el hepatocito, incremento de fosfolipidos por
una disminucién de la oxidacién de las grasas mitocon-
driales, colestasis blanda caracterizado por la presencia
de canaliculos biliares dilatados y trombos de bilis, in-
flamacién de conductos biliares y conductos vasculares
acompafiados de restos sanguineos y goticulas de gra-
sa’’. El incremento de los dcidos grasos se puede deber
no por el incremento de su sintesis, sino a la inhibicién
o destruccién del mecanismo de su secrecién. Estudios
previos mencionan que el colesterol total (CT) y trigli-
céridos (TG) incrementan el higado graso inducido por
el tetracloruro de carbono®.

El efecto hepatoprotector del EEtH es semejante a la Si-
limarina, un producto obtenido de fuentes naturales. Su
principal mecanismo de accién, es la actividad antioxi-
dante contra los radicales libres generados por el CCl, y
la proteccién al dafio hepdtico que se evidencia por los
valores disminuidos de TGO, FA, Billirrubina y otros
marcadores bioquimicos, acompafnado de una ausencia
de necrosis, esteatosis o fibrosis a nivel histologico®.

CONCLUSION

El presente estudio sugiere que el EEtH tiene una po-
tente actividad hepatoprotectora en la lesién hepdtica
inducida por CCl, en ratas albinas. La actividad hepa-
toprotectora del EEtH se puede explicar al hecho que
posee elevada actividad antioxidante inhibiendo el efec-
to deletéreo de los radicales libres generados por CCl,.
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