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RESUMEN 

Introducción y objetivo: El Acetaminofén (APAP) es la principal causa de falla hepática 

aguda inducida por fármacos. El objetivo del presente estudio fue analizar la capacidad 

antioxidante y el efecto hepatoprotector de los frutos de las especies Opuntia robusta y 

Opuntia streptacantha, contra la toxicidad inducida con acetaminofén. 

Materiales y métodos: Los frutos fueron colectados y procesados en Aguascalientes, 

México. Los extractos fueron analizados con diferentes métodos para determinar la 

presencia de compuestos bioactivos como flavonoides, ácido ascórbico, betalaínas y 

compuestos fenólicos totales, así como su capacidad antioxidante. Para el ensayo biológico, 

una dosis de los extractos de los frutos (800 mg/kg/día, durante cinco días, oral) o glutatión 

reducido (50 mg/kg/día, durante cinco días, i.p.) fue dada a ratas Wistar machos antes de 

ser intoxicados con APAP (500 mg/kg). Suero sanguíneo y tejido hepático se colectaron 

después de 5 h de intoxicación para realizar pruebas bioquímicas y la expresión génica 

relativa, y después de 24 h para la histología. 

Resultados: Opuntia robusta tuvo mayor cantidad de compuestos bioactivos y actividad 

antioxidante que Opuntia streptacantha. El APAP incrementó significativamente los 

niveles séricos de ALT 217% y AST 402%, y disminuyo los niveles de GSH 11% respecto 

del grupo control. No hubo cambios importantes en los niveles de MDA. La expresión 

génica en el grupo APAP mostró un incremento significativo de los niveles de CYP2E1 y 

ambas isoformas de la SOD; además, una subexpresión de GPx y CAT con respecto al 

grupo control. El estudio histológico mostró que el APAP indujo vacuolación citoplásmica 

de los hepatocitos y reducción del contenido de glucógeno. Los extractos de tuna redujeron 

el daño hepático producido por APAP (ALT 39% y AST 56%), mejoraron la histología y 

restauraron el contenido de glucógeno y GSH. Además, los extractos mostraron capacidad 

de regulación en la mayoría de las enzimas estudiadas. 

Conclusión: Los extractos de tunas de Opuntia robusta y de Opuntia streptacantha pueden 

neutralizar radicales libres generados del metabolismo de APAP (NAPQI) debido a sus 

altos niveles de antioxidantes y protegen profilácticamente contra la necrosis de hepatocitos 

inducida con APAP Por ello, estos extractos pueden ser usados en la falla hepática aguda 

inducida con APAP. 



  

GONZALEZ-PONCE HERSON ANTONIO ǀ DCB 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE AGUASCALIENTES 
12 

 

ABSTRACT 

Background and aim: Acetaminophen (APAP) is the leading cause of drug-induced liver 

failure. The aim of this study was to analyze the antioxidant activity and the 

hepatoprotective effect of the fruits of Opuntia robusta and Opuntia streptacantha, against 

acetaminophen-induced toxicity. 

Materials and methods: Fruits were selected from Aguascalientes, Mexico and extracted. 

Phytochemical tests were done to the extracts to determine the presence of different 

bioactive compounds such as flavonoids, ascorbic acid, betalains and total phenolic 

compounds, as well as their antioxidant capacity by different methods. For the biological 

assay, a single dose of the extracts (800 mg/kg/day, orally) or reduced glutathione (50 

mg/kg/day, i.p.) was given to male Wistar rats during five days, before intoxication with 

APAP (500 mg/kg). Blood and hepatic tissue samples were collected after 5 hrs post-

intoxication for biochemical tests and relative gene expression, and 24 hrs for histology.  

Results: The extract of Opuntia robusta had a greater amount of bioactive compounds and 

showed a significant anti-oxidant activity regarding Opuntia streptacantha. APAP 

significantly increased levels of hepatic transaminases (ALT 217%, AST 402% of control 

group) and decreased levels of GSH (11% of control group). There were not important 

changes in the levels of MDA. The gene expression showed a significant increase of the 

levels of CYP2E1 and both isoforms of SOD; also, an underexpression of GPx and CAT in 

the APAP group regarding the control group. Histopathological analysis confirmed APAP-

induced cytoplasmic vacuolation and reduced glycogen content in hepatocytes. The extracts 

reduced liver damage (ALT 39% and AST 56% of APAP group), improved histology, 

restored glycogen and GSH content. Besides, the extracts showed a gene regulation 

capacity in almost all enzymes. 

Conclusion: Opuntia extracts might scavenge free radicals generated by APAP metabolism 

(NAPQI) due to the high levels of antioxidants and protect prophylactically against APAP-

induced necrotic cell death. Hence, we suggest that these extracts can be used in APAP-

induced acute liver failure. 
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1 INTRODUCCION 

1.1 Estrés Oxidativo Celular 

La oxidación es un proceso en el que ocurre perdida de electrones, captación de oxigeno o 

cesión de hidrogeno (deshidrogenación), mientras que la reducción es el proceso en el cual 

se captan electrones, se pierde oxígeno o se gana hidrogeno. Es decir, todo proceso de 

oxidación se acompaña de otro proceso de reducción y, por lo tanto, son reacciones de 

óxido-reducción o redox. Este proceso es fundamental para la vida de las células animales 

ya que participa en la generación de la energía necesaria para mantener las funciones 

celulares y la actividad metabólica. La producción de ATP mediada por oxigeno vía la 

cadena transportadora de electrones es, sin embargo, acompañada por la generación de 

oxidantes (radicales libres). Por tanto, cuando la oxidación es alta o prolongada pueden 

aparecer el estrés oxidativo, el daño celular y el deterioro funcional del organismo 

(Jaramillo et al., 2012; Vázquez-Medina et al., 2012).  

Los radicales libres son fundamentales en la modulación de varios procesos bioquímicos y 

representan una parte esencial de la vida aeróbica y el metabolismo. A concentraciones 

bajas o moderadas, los radicales libres proveen efectos benéficos en la respuesta celular y 

función inmunitaria, pero a niveles altos estos radicales se vuelven tóxicos y alteran el 

sistema de defensa antioxidante del cuerpo, lo cual puede conducir al estrés oxidativo 

(Jothy et al, 2012). 

Se ha demostrado que el estrés oxidativo está involucrado en más de 100 enfermedades, 

como su causa o consecuencia (Halliwell, 1992; Jothy et al. 2012), y se ha definido como la 

exposición de la materia viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio 

que debe existir entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos antioxidantes 

encargados de eliminar dichas especies químicas, ya sea por un déficit de estas defensas o 

por un incremento exagerado de la producción de especies reactivas del oxígeno. Todo esto 

trae como consecuencia alteraciones de la relación estructura-función en cualquier órgano, 

sistema o grupo celular especializado; por lo tanto, se reconoce como mecanismo general 

de daño celular, asociado con la fisiopatología primaria o la evolución de un número 
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creciente de entidades y síndromes de interés médico-social, involucrado en la génesis y en 

las consecuencias de dichos eventos (Venereo Gutiérrez, 2002; Sena y Chandel, 2012). 

1.1.1 Mecanismos pro-oxidantes endógenos 

Las células de los organismos aeróbicos producen energía química mayoritariamente por 

consumo de oxígeno en sus mitocondrias. La mitocondria es entonces el principal sitio de 

consumo de oxigeno intracelular y la principal fuente de generación de radicales libres 

(Poljsak, 2011). Por tanto, las fuentes endógenas más importantes de agentes oxidantes que 

contribuyen al envejecimiento son mitocondriales como: la cadena transportadora de 

electrones y la reacción de la óxido nítrico sintasa (Poljsak et al, 2013).  

Las fuentes no mitocondriales de radicales libres son la reacción de Fenton, el estallido 

respiratorio de células fagocíticas (NADPH oxidasas), enzimas del citocromo P-450 

microsomal (monooxigenasas), beta-oxidación peroxisomal, xantina oxidasa, 

lipooxigenasas y ciclooxigenasas (Gilca et al, 2007). La auto-oxidación de muchas 

moléculas biológicamente importantes y la deslocalización de electrones que tiene lugar en 

las reacciones de hemo-proteínas, dan como resultado también la producción de oxidantes 

(Poljsak et al., 2013; Vázquez et al., 2012). 

1.1.2 Radicales libres  

De manera habitual, el oxígeno se encuentra en su forma más estable (O2), con los 

electrones que forman el enlace (p), anti-enlazante con el mismo espín, es decir, en lo que 

se conoce como estado triplete; así el oxígeno es poco reactivo y con una velocidad de 

reacción baja a temperatura fisiológica. Sin embargo, mediante reacciones puramente 

químicas, por acciones enzimáticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se pueden 

producir una serie de especies químicas o sustancias pro-oxidantes (moléculas o radicales 

libres altamente reactivos) que son capaces de generar múltiples reacciones con otros 

compuestos presentes en el organismo y que llegan a producir daño celular. Por lo 

anteriormente expuesto se comprende que, si bien el oxígeno es imprescindible para el 
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metabolismo celular y las funciones del organismo, no se deben olvidar los efectos tóxicos 

que produce (Venereo Gutiérrez, 2002; Briehl, 2015). 

Los radicales libres son especies químicas reactivas con un electrón desapareado o impar en 

un orbital externo, lo que les proporciona una configuración espacial sumamente inestable. 

Poseen una estructura birradicálica, son muy reactivos, tienen una vida media muy corta, 

por lo que actúan cerca del sitio en que se forman (Poljsak et al., 2013). 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) comprenden a los 

radicales libres y moléculas no radicales que contienen oxígeno como el peróxido de 

hidrógeno (H2O2), las cuales pueden participar en reacciones que conducen al incremento 

de agentes prooxidantes dañando el equilibrio redox de las células. También hay especies 

reactivas de nitrógeno (RNS, por sus siglas en inglés), (Halliwell et al, 1992; Riley et al, 

1994).   

Las principales ROS y RNS o sustancias prooxidantes son: 

− Radical hidroxilo (HO•) 

− Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

− Anión superóxido (O2
•–) 

− Oxígeno singlete (1O2) 

− Óxido nítrico (NO) 

− Peróxido (ROO●) 

− Peroxinitrito (ONOO•) 

− Semiquinona (Q•–) 

− Ozono (O3) 

Estas especies reactivas se clasifican en primarias y secundarias. 

1.1.2.1 Radicales libres inorgánicos o primarios. 

Se originan por transferencia de electrones sobre el átomo de oxígeno, representan por 

tanto distintos estados en la reducción de éste y se caracterizan por tener una vida media 

muy corta; estos son el anión superóxido, el radical hidroxilo y el óxido nítrico. 
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1.1.2.2 Radicales libres orgánicos o secundarios. 

Se pueden originar por la transferencia de un electrón de un radical primario a un átomo 

de una molécula orgánica o por la reacción de dos radicales primarios entre sí, poseen una 

vida media mayor que los primarios; los principales átomos de las biomoléculas son: 

carbono, nitrógeno, oxígeno y azufre. 

1.1.2.3 Intermediarios estables relacionados con los radicales libres 

del oxígeno.  

Incluyen a un grupo de especies químicas que sin ser radicales libres producen estas 

sustancias o resultan de la reducción o metabolismo de ellas, ejemplos, el oxígeno singlete, 

el peróxido de hidrógeno, el ácido hipocloroso, el peroxinitrito e hidroperóxidos orgánicos 

(Venereo Gutiérrez, 2002). También hay metales (hierro y cobre) y especies con azufre a 

las cuales se les podría atribuir el aumento en la formación de ROS y del estrés oxidativo, 

poniendo en peligro el equilibrio redox celular. No importa cuán cuidadosos seamos, no 

podemos evitar la formación de radicales libres endógenos y exógenos debido al 

metabolismo normal y a la exposición a oxidantes ambientales (Poljsak et al., 2013). 

1.1.3 Mecanismos antioxidantes 

La capacidad antioxidante es una habilidad de un conjunto de organismos o alimentos para 

atrapar radicales libres y prevenir su efecto nocivo. Estas sustancias que son comúnmente 

conocidas como “antioxidantes” están presentes en alimentos y suplementos alimenticios, 

más frecuentemente en frutas, vegetales, arroz, vinos, carne y otros comestibles de origen 

vegetal o animal. Por tanto, el efecto antioxidante incluye la protección de las células y sus 

estructuras contra el efecto dañino de los radicales libres, especialmente oxígeno y 

nitrógeno (Nekvapil et al., 2012). 

En humanos y bajo condiciones metabólicas basales, ≈0.1% del oxígeno consumido sufre 

una reducción univalente produciendo el radical superóxido (O2
•–), el cual puede reaccionar 

espontáneamente con óxido nítrico (NO) generando peroxinitrito (ONOO–) o ser 

convertido por la superóxido dismutasa (SOD) en oxígeno y peróxido de hidrogeno (H2O2). 
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El H2O2 puede difundir a través de membranas biológicas o ser descompuesto en agua y 

oxígeno por la catalasa, glutatión peroxidasa y peroxirredoxinas, en una serie de reacciones 

que previenen la formación del altamente reactivo radical hidroxilo (HO•). La catalasa 

(CAT) transforma al H2O2 en agua y oxígeno mediante la siguiente reacción de 

dismutación: 

2 H2O2 
𝐶𝐴𝑇
→   2 H2O + O2 

En este contexto, los antioxidantes de los alimentos participan en las reacciones redox 

actuando como antioxidantes (donadores de electrones) o prooxidantes (receptores de 

electrones) dependiendo de su entorno. Por ejemplo, las frutas y vegetales contienen un 

amplio rango de sustancias que son conocidas por su importancia para la salud. Además de 

los mayores constituyentes en la comida como las proteínas, grasas, carbohidratos y 

micronutrientes como vitaminas, minerales y elementos traza; las frutas y vegetales 

contienen otros componentes que pueden tener un efecto positivo para la salud humana. 

Estos compuestos fitoquímicos incluyen carotenoides, flavonoides como epigalocatequina 

galato (té), quercetina (cebolla, vino tinto), genisteína (frijol de soya), taxifolina (frutas 

cítricas), etc., compuestos fenólicos, glucosinolatos, sulfuros alílicos, isotiocianatos, fibras 

dietéticas, fitoesteroles y monoterpenos, y otros compuestos que presentan diferentes 

grados de actividad antioxidante (Choueiri et al., 2012; Yahia, 2010). 

1.1.3.1 Antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos 

Los efectos nocivos de los radicales libres son controlados en los seres vivos por diversos 

sistemas de protección antioxidante que involucran procesos o mecanismos encaminados a 

evitar la oxidación de estructuras de las células. Por ello, un sistema biológico sofisticado y 

evolucionado formado por antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, inhibidores de 

enzimas oxidantes, cofactores de enzimas antioxidantes y quelantes de metales de 

transición es capaz de mantener la homeostasis redox celular. Sin embargo, este conjunto 

de defensas puede ser incapaz de mantener este balance bajo ciertas circunstancias, por 

ejemplo, durante una agresión crónica química o mecánica, lo cual puede conducir al estrés 

oxidativo (Damien Dorman & Hiltunen, 2011). 
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Los sistemas antioxidantes incluyen enzimas como la superóxido dismutasa (EC 1.15.1.1.), 

catalasa (EC 1.11.1.6.), glutatión peroxidasa (EC 1.11.1.9.), glutatión S-transferasa (EC 

2.5.1.18.), y sustratos no enzimáticos como el glutatión reducido, ácido úrico, ácido lipoico, 

bilirrubina, coenzima Q, vitamina C (ácido L-ascórbico), vitamina A (retinol), vitamina E 

(tocoferol), flavonoides, carotenoides (ej. astaxantina, zeaxantina), licopeno, fosvitina, 

resveratrol, compuestos de teína en té verde, y otros. Algunas biomoléculas también son 

consideradas biológicamente activas y antioxidantes clínicamente significativas, por 

ejemplo, transferrina, ferritina, lactoferrina, ceruloplasmina, hemopexina y haptoglobina 

(Nekvapil et al., 2012; Nimse y Pal, 2015).  

1.1.4 Efecto de los radicales libres (Mecanismo de daño) 

Los niveles altos de ROS, comparados con las defensas antioxidantes, pueden dañar 

estructuras celulares de vital importancia. En este contexto, el papel de las ROS en el daño 

o muerte celular ha sido paulatinamente reconocido, ya que los radicales O2
•– e HO• están 

involucrados en cambios crónico-degenerativos, a menudo asociados con un incremento en 

los procesos oxidantes y con una concentración baja de antioxidantes. Adicionalmente, el 

peroxinitrito y el estrés nitroxidativo han sido también implicados en varios aspectos del 

daño celular pues el peroxinitrito también produce un electrón oxidante secundario 

(Jaramillo et al., 2012; Poljsak, 2011).  

La cascada del estrés oxidativo es iniciada cuando los radicales libres obtienen su 

estabilidad por apareamiento de electrones con macromoléculas biológicas como proteínas, 

lípidos y ADN de células humanas causando daño en estructuras celulares que incluyen 

dichas macromoléculas. La cantidad de macromoléculas oxidadas en la célula es el 

resultado de la velocidad con la que son formadas menos las moléculas que son reactivadas 

por la velocidad de los procesos de reparación (Poljsak et al, 2013). En este contexto, la 

formación de radicales libres acorta el tiempo de vida de las células y produce cambios que 

conducen al envejecimiento. Estos cambios contribuyen a la generación de muchas 

patologías como la enfermedad coronaria cardiaca, desordenes neurodegenerativos, artritis, 

diabetes, inflamación, daño pulmonar, envejecimiento y cáncer (Dhalla et al, 2000; Uttara 

et al, 2009; Nowak, 2013). Aunque el envejecimiento es probablemente un proceso 
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multifactorial que no se pude reducir a una sola causa, existe evidencia de la teoría del 

radical libre que detalla el impacto de estos radicales libres sobre el envejecimiento celular 

(Jothy et al., 2012).  

Uno de los mecanismos de muerte celular provocada por el estrés oxidativo es la apoptosis 

activada por diferentes vías de señalización mediadas por la mitocondria, daño al ADN y/o 

estrés del retículo endoplásmico (vía intrínseca), o bien por activación/modulación de 

receptores de muerte celular (vía extrínseca), aunque se presume que solo una pequeña 

porción de la muerte celular generada por la hepatotoxicidad inducida con acetaminofén se 

da por esta vía (Franco et al, 2009). Se ha demostrado que la ruta principal de muerte 

celular tras la intoxicación aguda con acetaminofén es la necrosis por efecto de la 

lipoperoxidación causada por la formación de radicales libres y la disfunción mitocondrial 

por incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial (Ward et al., 2012). 

1.1.4.1 Oxidación de lípidos 

La oxidación de lípidos induce su desnaturalización y afecta la viabilidad de las células ya 

que altera las estructuras ricas en ellos, como las membranas celulares y las lipoproteínas. 

En el primer caso, se altera la permeabilidad, lo que puede conducir al edema y muerte 

celular; mientras que, en el segundo caso, la oxidación de las lipoproteínas de baja densidad 

(LDL) contribuye a la generación de la placa ateromatosa. La oxidación de los lípidos por 

las ROS se produce mediante una reacción en cadena en la que el ácido graso al ser 

oxidado, se convierte en un radical de ácido graso, capaz de oxidar a otra molécula vecina. 

Este proceso se conoce como “peroxidación lipídica o lipoperoxidación” y genera diversos 

subproductos, entre ellos el malondialdehído (MDA), cuya determinación en los tejidos, 

plasma sanguíneo u orina es útil para evaluar el estrés oxidativo (Angelova et al., 2015). 

1.1.4.2 Oxidación de proteínas 

El ataque de las ROS sobre las proteínas de las células puede modificar su estructura y/o 

función. Este daño puede aumentar la actividad de los sistemas proteolíticos intracelulares. 

En efecto, las proteínas oxidadas son más sensibles a la proteólisis, proceso en el que los 
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aminoácidos liberados por el daño oxidativo pueden ser reutilizados en la síntesis de novo. 

Sin embargo, en presencia de estrés oxidativo, la capacidad proteolítica de las células no 

responde frente al elevado número de moléculas oxidadas. En estas condiciones, las 

proteínas oxidadas que no han sido hidrolizadas se unen mediante enlaces hidrofóbicos y 

forman acúmulos que conducen al funcionamiento anormal de la célula. 

Los mecanismos involucrados en la oxidación de proteínas por las ROS se identificaron 

mediante estudios en los cuales los aminoácidos, los péptidos y las proteínas fueron 

expuestos a radiaciones ionizantes para formar radicales HO• o una mezcla de radicales 

HO•/O2
•–. De esta manera la oxidación de las cadenas laterales de aminoácidos, 

particularmente los residuos de cisteína y metionina, pueden ser oxidados por las ROS y 

RNS (Stadtman, 2004; Nagy, 2013). 

1.1.4.3 Oxidación del ADN 

Las especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno pueden oxidar y dañar el ADN. Además, 

durante la lipoperoxidación se generan compuestos electrofílicos y genotóxicos que al 

interaccionar con el ADN forman aductos como: el malondialdehído (MDA), el 4-hidroxi-

2-nonenal (HNE) y el trans-2,4-decadeinal (DDE). En condiciones normales, los aductos 

formados se reparan continuamente para mantener la integridad del ADN; sin embargo, 

cuando esto no ocurre, la replicación del ADN puede conducir a diferentes mutaciones. Las 

modificaciones genéticas resultantes pueden iniciar una serie de eventos que conducen a la 

carcinogénesis. Por ello los proto-oncogenes y los genes supresores de tumores están 

directamente implicados en el cáncer humano (Yin et al., 2013). 

En resumen, los radicales libres dañan la estructura del ADN produciendo: mutaciones de 

pares de bases, deleciones, inserciones y amplificaciones de secuencia, rompimientos del 

ADN, daño a genes supresores de tumores y amplificación de la expresión de proto-

oncogenes. Además, se ha encontrado que el estrés oxidativo conduce a la transformación 

maligna de las células. Asimismo, la acumulación del daño al ADN se relaciona con el 

proceso de envejecimiento (Jaramillo et al., 2012). 
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1.1.5 Factores que incrementan el estrés oxidativo celular 

Además de los factores endógenos como la respiración celular y exógenos como los 

xenobióticos, existen otros factores que pueden contribuir o provocar una alteración/ruptura 

del equilibrio entre las reacciones prooxidantes y las antioxidantes que se realizan en los 

organismos vivos, produciendo el estrés oxidativo o nitrosativo y generando en algunos 

casos la falla permanente del sistema antioxidante endógeno (enzimático y no enzimático). 

Estos factores pueden ser: la exposición celular a infecciones microbianas, materia 

particulada, humo de cigarro, monóxido de carbono, asbestos, la exposición frecuente al 

alcohol etílico, la radiación ionizante y UV, pesticidas, dioxinas, bifenilos policlorados 

(PBC´s, por sus siglas en inglés), hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH´s, por sus 

siglas en inglés), ozono, y el uso desmedido de productos para el cuidado personal y 

fármacos de venta libre (Poljsak et al., 2013).  

El medio ambiente representa un factor clave para la salud y la enfermedad de los humanos. 

La exposición a muchas substancias como contaminantes y químicos (estresantes 

ambientales) tienen efectos que deterioran la salud y son considerados como contribuyentes 

substanciales de muchas de las enfermedades de mayor significancia en materia de salud 

pública. Las enfermedades ambientales son aquellas generalmente causadas o exacerbadas 

por la exposición a estresantes ambientales que incluyen la inmunosupresión, el cáncer, 

enfermedad crónica de pulmón, diabetes y neurodegeneración (Ballinger, 2005; Pham-Huy 

et al, 2008; Reuter et al, 2010; Jomova y Valko, 2011).  

La célula responde y se adapta a señales ambientales como sustancias tóxicas o estresantes 

a través de múltiples mecanismos que involucran vías de comunicación o procesos de 

transducción de señales. Aunque un gran número de estudios toxicológicos han sido 

diseñados para entender las bases biológicas de la respuesta celular al estrés ambiental, aún 

falta mucha evidencia para aclarar la explicación mecanística de estos efectos. Los 

estresantes ambientales son bien conocidos por mediar una amplia variedad de efectos 

tóxicos como el daño al ADN o la genotoxicidad (Franco et al., 2009).  

Aunque una dieta balanceada provee una cantidad suficiente de antioxidantes, algunas 

personas consumen antioxidantes a partir de suplementos alimenticios con la esperanza de 
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reducir el proceso oxidativo biológico que contribuye al envejecimiento y la aparición de 

enfermedades. Por lo tanto, existe la posibilidad de que, resulte un entorno con actividad 

prooxidante por el consumo excesivo de antioxidantes a partir de suplementos, lo cual 

puede interferir con el mantenimiento de los niveles deseados de ROS. La suplementación 

con antioxidantes puede ser actualmente causa de daño en términos de incrementar el 

riesgo de nuevas enfermedades o interferir en ellas (Miller et al, 2005; Choueiri et al., 

2012). 

1.1.5.1 Exposición a fármacos de venta libre. Antiinflamatorios no 

esteroideos (AINE´s) 

Los AINE´s son medicamentos analgésicos y antiinflamatorios de venta libre (OTC “over-

the-counter”, por sus siglas en inglés) usados para el control del dolor en pacientes 

ambulatorios con artritis, cirugía menor, dolor de cabeza, dismenorrea, dolor de espalda, 

torceduras y esguinces. Por ello, son los fármacos más ampliamente recetados y comprados 

en los Estados Unidos de América (EUA) (Hersh et al., 2007). 

Los eicosanoides son sustancias que participan en la mayoría de las reacciones 

inflamatorias y pertenecen a una familia de ácidos grasos poliinsaturados derivados del 

ácido araquidónico, el cual se localiza en los fosfolípidos de las membranas celulares. Entre 

los eicosanoides se encuentran: las prostaglandinas, la prostaciclina, tromboxanos, 

lipoxinas, leucotrienos y el ácido 12-hidroxieicosatetraenoico (12-HETE). La acción 

analgésica de los AINE´s se debe a la inhibición de la enzima ciclooxigenasa (COX), la 

cual convierte el ácido araquidónico en el precursor de prostaglandinas (PG´s), PGH2. Hay 

dos isoformas de la enzima COX: a) COX-1 es expresada constitutivamente y 

generalmente produce PG´s para modular procesos fisiológicos, b) COX-2 es inducible y 

produce PG´s en respuesta al estrés fisiológico como la infección y la inflamación. Estas 

acciones han fundamentado el desarrollo de inhibidores selectivos de COX-2 con eficacia 

antiinflamatoria, comparada con los AINE´s tradicionales, y para reducir los efectos 

adversos, particularmente en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, dos inhibidores 



  

GONZALEZ-PONCE HERSON ANTONIO ǀ DCB 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE AGUASCALIENTES 
23 

 

selectivos de COX-2 han sido retirados subsecuentemente por incrementar el riesgo de 

eventos tromboembólicos adversos (Lee et al., 2007). 

El uso crónico de analgésicos OTC es más común en los ancianos, muchos de los cuales 

toman AINE´s para aliviar el dolor. Debido a la amplia disponibilidad y seguridad de los 

fármacos OTC, se ha hecho muy común la automedicación con estos agentes. Muchos 

pacientes ignoran el potencial tóxico y adverso de las interacciones medicamentosas 

asociadas con el uso inapropiado o por largos periodos de los analgésicos OTC. Ellos 

pueden usar analgésicos de venta libre en dosis mayores a las recomendadas o en 

combinaciones que aumentan el riesgo de interacciones adversas. Adicionalmente, muchos 

de ellos no saben que los medicamentos para la gripe o tos común pueden contener 

analgésicos OTC. Aunque los analgésicos OTC se han asociado con efectos adversos 

solamente en un pequeño porcentaje de la población, su uso inapropiado transforma el 

incremento del riesgo en ese segmento poblacional en un problema clínicamente relevante 

(Fendrick et al., 2008). 

1.1.6 Antioxidantes naturales 

Los antioxidantes de origen natural han ocupado una posición prominente como 

compuestos fitoquímicos eficaces para la prevención y/o tratamiento de muchas 

enfermedades y trastornos fisiopatológicos en los humanos. La importancia de estos 

compuestos radica en su capacidad antioxidante ya que atrapan o eliminan radicales libres, 

son inhibidores de la lipoperoxidación y reducen el estrés oxidativo celular. Los 

antioxidantes fitoquímicos incluyen moléculas simples como las vitaminas C, E y K; 

pigmentos de plantas como los carotenoides (β-carotenos, xantofilas, licopeno), 

flavonoides, betalaínas y feofitinas; así como metabolitos secundarios de las plantas que 

incluyen compuestos fenólicos simples o más complejos (polifenoles) (Pham-Huy et al, 

2008). 

En las plantas se han identificado dos rutas principales de biosíntesis de polifenoles 

fitoquímicos: a) la vía shikimato y b) la vía del acetato o policétidos. Estructuralmente, los 

polifenoles vegetales tienen un anillo fenólico o bencénico con un grupo hidroxil unido y 
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también ciertos sustituyentes como ésteres y glicósidos presentes como grupos funcionales. 

La mayoría de los polifenoles vegetales tienen dos o tres grupos hidroxil, y por ello son 

llamados polifenoles dihídricos o trihídricos, respectivamente Los polifenoles son 

conocidos por su capacidad para quelar metales traza. También se ha observado que 

atenúan el daño al ADN inducido con fierro al formar complejos con el mismo y 

mantenerlo en su estado Fe+3 después de su oxidación en el estado Fe+2 en presencia de 

oxígeno molecular (Malireddy et al., 2012).  

En las últimas décadas han sido identificados más de 8,000 compuestos polifenólicos en 

diferentes especies de vegetales. Los grupos principales de polifenoles incluyen 

compuestos fenólicos ácidos, flavonoides, estilbenos y lignanos. Desde finales del siglo 

XX, los estudios realizados sobre las propiedades nutracéuticas de los polifenoles han 

sugerido que el consumo frecuente de vegetales ricos en estos compuestos protege al 

organismo contra el desarrollo de enfermedades crónico-degenerativas como: cáncer, 

diabetes, osteoporosis, alteraciones cardiovasculares y patologías neurodegenerativas 

(Pandey y Rizvi, 2009; Graf et al, 2005; Arts y Hollman, 2005).         

1.1.6.1 Fuentes 

Los animales y humanos obtienen polifenoles fitoquímicos a partir de la dieta o 

suplementos nutricionales. La mayoría de los polifenoles fitoquímicos están presentes en 

las plantas como polímeros o como moléculas glicosiladas (conjugados con azúcares). 

Estas moléculas complejas unidas a residuos de azúcar pueden ser O-glicósidos o C-

glicósidos (Malireddy et al., 2012).  

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, así como en cerveza, 

vino, té verde, té negro y soya, los cuales son consumidos en la dieta humana de forma 

habitual y también pueden utilizarse en forma de suplementos nutricionales, junto con 

ciertas vitaminas y minerales. Los flavonoides también se encuentran en extractos de 

plantas y subproductos naturales como arándano, Gingko biloba, nopal, cardo, crataegus y 

propóleo (Crozier et al., 1997). 

Las pocas fuentes comestibles conocidas de betalaínas son el betabel rojo y amarillo (Beta 

vulgaris L. ssp. vulgaris), acelga suiza (Beta vulgaris L. ssp. cicla), granos u hoja de 
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amaranto (Amaranthus sp.) y tunas de los géneros Opuntia e Hylocereus (Azeredo H., 

2009). 

1.1.6.1.1 Nopal 

El nopal es un miembro de la familia de las cactáceas, el cual está distribuido 

principalmente en México y en otras partes del mundo como en África, la cuenca del 

Mediterráneo, el cercano Oriente, algunas partes de Asia, Australia y China. Tiene la más 

amplia variabilidad de germoplasma y un elevado número de usos. El nopal es un cultivo 

de fruta emergente que se desarrolló comercialmente durante la segunda mitad del siglo 

XX. Solamente en México existen cerca de 50,000 hectáreas de cultivo de nopal tunero por 

año para su consumo (Yahia & Mondragon-Jacobo, 2011).  

El grupo Opuntia (nopal) tiene dos géneros, Opuntia y Nopalea, de la familia Cactaceae. 

Este grupo es originario del continente americano y sus especies pueden ser encontradas 

desde el sur del círculo ártico en Canadá hasta la punta de la Patagonia en Sudamérica, y 

desde el nivel del mar hasta una altitud de 5100 metros en Perú, en climas con no más de 

500 centímetros de precipitación anual. México es el país con la mayor diversidad de 

géneros y especies de Cactáceas, incluyendo Opuntia, la mayoría de los cuales son 

endémicas (73 y 78 %, por género y especie, respectivamente). Existen cerca de 200 

especies reconocidas, de las cuales al menos 84 se encuentran en México. La conservación 

de especies de Opuntia en México es importante para la persistencia de la biodiversidad y 

la sustentabilidad económica. Muchas de estas especies se encuentran en regiones áridas o 

semi-áridas, donde están expuestas a diferentes tipos de amenazas generalmente debidas a 

la actividad humana, principalmente por el desarrollo urbano, también por la recolección 

desmedida para su uso directo y para su venta en mercados nacionales e internacionales 

(Bravo, 1978; Flores y Aranda, 1997). 

Las especies Opuntia son localmente abundantes y con frecuencia forman componentes 

dominantes de la flora natural, especialmente en regiones áridas, donde éstas tienen una 

importancia sustancial. Son un componente ecológico importante de la flora de los 

desiertos de Chihuahua y Sonora, en donde forman grupos conocidos como nopaleras, las 
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cuales contribuyen a la estabilidad del suelo y constituyen un componente importante en la 

dieta de diversas especies de mamíferos (Illoldi-Rangel et al., 2012). 

La planta es usada principalmente para la producción de su fruto (tunas), aunque en algunos 

países también se utiliza como un vegetal para consumo humano (nopalitos) o para forraje. 

También es factible usar la planta en forma más integral, para aprovechar las propiedades 

de la parte vegetal (cladodios). La familia Cactaceae se caracteriza por producir mucílago, 

un carbohidrato complejo que se encuentra en la fibra que obtenemos de la dieta. Por esto y 

otras razones, el mucílago es un excelente prospecto para ser usado como aditivo no 

solamente en la industria alimentaria, sino también en otro tipo de industrias (Sáenz et al., 

2004).  

Se han realizado una serie de estudios sobre la composición química y nutricional del nopal 

principalmente en variedades fácilmente disponibles, algunas de ellas sin identificar. Sin 

embargo, la diversidad y variabilidad del nopal en diferentes partes del mundo, 

especialmente en México, es muy grande, y en consecuencia también lo es en el contenido 

del fruto. Es decir, la variabilidad es expresada en todas las partes de la planta, incluido el 

fruto. Características tales como la piel, el color y textura de la pulpa, el contenido de 

azúcares y la acidez de su jugo están directamente relacionadas con la presencia, la 

intensidad y la actividad de compuestos nutricionales y funcionales (Yahia & Mondragon-

Jacobo, 2011). 

1.1.6.1.2 Tuna 

La tuna es un fruto carnoso, de forma variante, tamaño y color, con un número consistente 

de semillas duras. Se caracteriza por su alto contenido de azúcar (12 a 17%) y su baja 

acidez (0.03 a 0.12%). Tiene un mayor contenido de vitamina C respecto de la manzana, 

pera, uva y plátano, y además es rica en potasio, calcio y fosforo, y baja en sodio. Puede ser 

considerada un alimento de importancia funcional y nutracéutica por su alto contenido de 

compuestos químicos que se caracterizan por sus propiedades nutricionales y benéficas 

para la salud. Es bien conocida en la medicina tradicional por sus propiedades 

hipoglicémicas e hipolipidémicas. La evidencia científica ha proporcionado información 

sobre los beneficios del consumo de la tuna: disminuye el estrés oxidativo y brinda efectos 
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cardioprotectores en humanos, además, tiene efectos anti-ulceras y hepatoprotectores en las 

ratas. Atención especial merecen sus componentes no nutritivos como los antioxidantes 

fitoquímicos. La importancia nutricional de la tuna se debe principalmente al contenido de 

ácido ascórbico, fibras y aminoácidos libres (particularmente prolina, glutamina y taurina). 

Otros componentes como lípidos, proteínas, ácidos orgánicos y minerales no difieren 

significativamente de otras frutas tropicales (Cassano et al., 2009). 

La fruta de algunos tipos de nopales contiene dos pigmentos betalaínos, un colorante 

natural ampliamente usado en la industria alimentaria, betacianina (morado-rojo) y 

betaxantina (amarillo), ambos con propiedades reductoras y para atrapar radicales libres. 

Las actividades antioxidantes totales de diferentes tunas de color medidas por diferentes 

ensayos están altamente correlacionadas entre sí y también con las concentraciones de 

compuestos fenólicos totales, betalaínas y ácido ascórbico (Yahia & Mondragon-Jacobo, 

2011). 

Otros estudios de investigación han identificado la presencia de flavonoides como 

flavonoles glicosilados, de los cuales se encuentran en cantidades significativas rutina, 

isorhamnetina-3-rutinósido y canferol-3-rutinósido en los extractos de tunas rojo-moradas y 

amarillas (Sáenz et al., 2009). 

1.1.6.2 Tipos de antioxidantes naturales 

La clasificación de polifenoles vegetales se basa en: a) el número de anillos fenólicos o 

bencénicos presentes, y 2) el número y tipo de sustituyentes presentes en los anillos 

fenólicos. Los polifenoles fitoquímicos generalmente son clasificados como: a) fenoles 

simples (ácido gálico y ferúlico), b) estilbenos (dihidrofenoles como el resveratrol), c) 

chalconas y d) flavonoides. Los metabolitos secundarios vegetales como los fenólicos 

simples y los polifenólicos, son conocidos por jugar un papel crucial en las plantas como: 

protectores contra el estrés oxidativo y la radiación ultravioleta, cicatrizantes, en la defensa 

contra microorganismos, hongos, herbívoros y competidores vegetales, y en la resistencia a 

enfermedades. Sin embargo, los mecanismos de protección y su rol fisiológico aún no son 

bien entendidos. (Malireddy et al., 2012). 
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1.1.6.2.1 Flavonoides  

Los flavonoides son un grupo amplio y diverso de metabolitos de las plantas con más de 

10,000 compuestos que han sido identificados hasta ahora; sin embargo, solo pocos de ellos 

se han estudiado con detalle (Pollastri y Tattini, 2011). Estos compuestos fueron 

descubiertos por el premio Nobel Szent-György, quien en 1930 aisló de la cáscara del 

limón una sustancia, la citrina, que regula la permeabilidad de los capilares. El término 

flavonoide se usa para designar a los pigmentos de las plantas. Todos son derivados de la 

benzo-γ-pirona o cromona (Figura 1).  
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Figura 1. Las plantas verdes biosintetizan a los flavonoides a partir de la fenilalanina, teniendo como 

principal intermediario a la benzo-γ-pirona, cuya estructura se muestra en la figura, así como la numeración 

de los átomos de sus anillos. Esto es básico para establecer la nomenclatura de los flavonoides derivados de la 

benzo-γ-pirona. (Tomado de Andersen & Markham, 2005). 

 

Los flavonoides contienen en su estructura química un número variable de grupos hidroxilo 

fenólicos con excelentes propiedades de quelación del hierro y otros metales de transición, 

lo que les confiere una gran capacidad antioxidante (Figura 2). Los flavonoides de origen 

vegetal tienen tres grupos hidroxilo, dos de los cuales se ubican en el anillo A en las 

posiciones cinco y siete, y uno se localiza en el anillo B en la posición tres. Las acciones 

bioquímicas de los flavonoides dependen de la presencia y posición de varios grupos 

sustituyentes que afectan el metabolismo de cada compuesto. Pueden encontrarse en forma 

libre y en forma combinada (aglicona o β-glicósidos). Basados en su estructura química, los 

grupos de flavonoides incluyen: flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles, antocianinas e 

isoflavonas (Malolepska y Urbanek, 2000; Graf et al., 2005).  



  

GONZALEZ-PONCE HERSON ANTONIO ǀ DCB 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE AGUASCALIENTES 
29 

 

Flavonoles                                         Isoflavonoles                                   Isoflavonas 

          

                      Flavonas                                    Flavanonas                               Isoflavanonas 
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Figura 2. Continúa  
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Antocianidinas                              Chalconas 

 

Figura 2. Los flavonoides son un grupo de compuestos naturales que comparten una estructura básica similar. 

La gran mayoría son pigmentos ampliamente distribuidos en los alimentos de origen vegetal. En esta figura se 

presentan las estructuras químicas de los diferentes tipos de flavonoides. (Modificado de Havsteen, 2002). 

 

Los flavonoides protegen al organismo del daño producido por agentes oxidantes, como los 

rayos ultravioleta, la contaminación ambiental, sustancias químicas presentes en los 

alimentos, radicales libres derivados del metabolismo celular, etc. El organismo humano no 

puede producir estas sustancias protectoras, por lo que debe obtenerlas con los alimentos o 

en forma de suplementos. Están ampliamente distribuidos en plantas, frutas, verduras y en 

diversas bebidas. Los nutriólogos estiman que el consumo promedio de flavonoides por 

humano en una dieta normal es de 1-2 g por día, siendo predominantes los flavonoles 

especialmente la quercetina (Andersen & Markham, 2005). 

Estas sustancias desempeñan un papel esencial en la protección frente a los fenómenos de 

daño oxidativo y pueden tener efectos terapéuticos en diversas patologías como la 

cardiopatía isquémica, la aterosclerosis o el cáncer. Sus propiedades anti-radicales libres se 

dirigen fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo y superóxido, especies altamente 

reactivas implicadas en el inicio de la peroxidación lipídica. También se ha descrito su 

capacidad de modificar la síntesis de eicosanoides (con respuestas anti-prostanoide y anti-

inflamatoria), de prevenir la agregación plaquetaria (efectos antitrombóticos) y de proteger 

a las lipoproteínas de baja densidad de la oxidación (prevención de la placa de ateroma) 

(Cai et al., 2014; Yi et al., 2011, Navarro-Núñez et al., 2009). 

En este contexto, además de sus conocidos efectos antioxidantes, los flavonoides presentan 

otras propiedades que incluyen la estimulación de las comunicaciones a través de las 

uniones en hendidura (uniones gap), el impacto sobre la regulación del crecimiento celular 

y la inducción de enzimas de destoxificación como las mono-oxigenasas dependientes del 
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citocromo P-450, entre otras. En los animales, los diferentes efectos biológicos que 

producen los flavonoides se dividen en cuatro categorías: a) fuerte afinidad por los 

polímeros biológicos, b) formación de enlaces con iones de metales pesados, c) catálisis del 

transporte de electrones y e) capacidad para atrapar radicales libres (Havsteen, 2002). 

Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y en el exterior de las plantas, 

apareciendo sólo rastros de ellos en las partes de la planta por encima de la superficie del 

suelo. Una excepción son los tubérculos de cebolla que contienen gran cantidad de 

quercetina 4'-D-glucósidos. Desempeñan un papel importante en la biología vegetal; así, 

responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y 

diferenciación de las plantas. Otras funciones incluyen un papel antifúngico y bactericida, 

confieren coloración, lo que puede contribuir a los fenómenos de polinización y tienen una 

importante capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre (Martínez et al., 2002). 

En resumen, los flavonoides son un grupo de compuestos bioactivos que se encuentran en 

los vegetales y en algunos alimentos procesados. Su consumo regular se asocia con la 

disminución del riesgo de varias patologías crónicas como el cáncer, la enfermedad 

cardiovascular y las alteraciones neurodegenerativas. Sus acciones a nivel molecular 

incluyen propiedades antioxidantes, así como la capacidad para modular varias rutas 

enzimáticas importantes. Los avances de las evidencias científicas indican que los 

flavonoides desempeñan un papel benéfico en la prevención de enfermedades, aunque para 

confirmarlo se requiere realizar un mayor número de estudios clínicos y epidemiológicos 

(Kozlowska y Szostak-Węgierek, 2014).       

1.1.6.2.2 Betalaínas 

Las betalaínas son pigmentos hidrosolubles que contienen nitrógeno, los cuales son 

sintetizados a partir del aminoácido tirosina en dos grupos estructurales: las betacianinas 

(rojo-violeta) y las betaxantinas (amarillo-naranja). El ácido betalámico (Figura 3a) es el 

cromóforo común de todos los pigmentos betalaínicos. La naturaleza de la adición del 

residuo del ácido betalámico determina la clasificación del pigmento como betacianina o 

betaxantina (Figura 3b y c, respectivamente) (Azeredo, 2009). 
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Figura 3. Estructuras generales del ácido betalámico (a), betacianinas (b) y betaxantinas (c). Tomado de 

Azeredo (2009). 

 

Las diferencias estructurales reflejan la variación de los subgrupos de las betalaínas. Las 

betacianinas contienen un residuo ciclo-3,4-dihidroxifenilalanina (ciclo-Dopa). La 

condensación con la estructura cerrada de ciclo-Dopa extiende la resonancia electrónica de 

los anillos aromáticos difenólicos. Esta conjugación extra brinda un pico máximo de 

absorbancia desde 480 nm (amarillo, betaxantinas) hasta cerca de 540 nm (violeta, 

betacianinas). Antocianinas y betalaínas nunca han sido reportadas en la misma planta, ya 

que al parecer son mutuamente excluyentes en el reino plantae. Las betalaínas pueden ser 

encontradas en raíces, frutas y flores. Estas absorben radiación visible sobre el rango de los 

476-600 nm con un máximo de 537 nm a pH 5.0 (Strack et al., 2003). 

Con relación a los aspectos estructurales, se ha reportado que las betacianinas son más 

estables que las betaxantinas, ambas a temperatura ambiente o tras calentamiento. 

Comparando la estabilidad de diferentes betacianinas, las glicosiladas son más estables que 

las agliconas, probablemente debido al alto potencial de óxido-reducción de las primeras. 

Algunos estudios indican que la estabilidad de las betacianinas resulta de su esterificación 

con ácidos alifáticos o aromáticos, especialmente en la posición 6-O. Las betalaínas no son 

susceptibles a rompimientos hidrolíticos con cambios de pH como las antocianinas, 

reaccionan fácilmente con el O2 por lo que deben protegerse del contacto con el ambiente 

para evitar su decoloración y su pérdida, son fotosensibles y pueden degradarse por la 

presencia de metales como: fierro, cobre, estaño y aluminio. La temperatura es el factor 

más importante para la estabilidad de las betalaínas durante el procesamiento y 
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almacenamiento de alimentos. Algunos estudios han reportado que las betalaínas pueden 

degradarse a temperaturas altas (Cai y Corke, 1999). 

Varios trabajos de investigación han demostrado la potente actividad antioxidante de las 

betalaínas in vitro. Algunos reportes basados en pruebas in vitro colocaron al betabel como 

uno de los 10 principales vegetales con mayor capacidad antioxidante, siendo las betalaínas 

los compuestos parcialmente responsables de este efecto benéfico (Azeredo, 2009). Uno de 

los primeros estudios in vivo sobre la actividad biológica de las betalaínas mostró que la 

betanina de la remolacha roja producía incrementos transitorios de la presión sanguínea y 

de la frecuencia cardiaca, al ser administrada por vía intravenosa. Estos efectos 

cardiovasculares no se observaron cuando las betalaínas fueron administradas por vía 

intraesofágica, probablemente por su degradación en el tracto gastrointestinal (Reynoso et 

al, 1999). Posteriormente, los estudios sobre estos compuestos se centraron en las funciones 

fisiológicas asociadas a su actividad antioxidante (Khan, 2016). 

En efecto, la protección contra la lipoperoxidación ha permanecido como uno de los 

factores esenciales para valorar a un antioxidante in vivo. La evidencia preliminar se obtuvo 

de un estudio in vitro que mostró que la betanina y la betanidina son inhibidores eficientes 

de la lipoperoxidación de las membranas y de la oxidación de las lipoproteínas de baja 

densidad (LDL): la betanina mostró mayor eficacia que la betanidina (Kanner et al, 2001; 

Khan, 2016).     

2 ANTECEDENTES 

2.1 Acetaminofén (Paracetamol, APAP, N-acetil-p-aminofenol) 

El Acetaminofén, introducido en la medicina desde 1893 por von Mering, es un metabolito 

activo de la fenacetina, analgésico derivado de la anilina. Este medicamento fue aprobado e 

introducido en EUA por la FDA (Food and Drug Administration) en 1960, como tableta de 

liberación inmediata de 325 mg. Las cápsulas y tabletas de 500 mg fueron aprobadas en 

1973 y 1975, respectivamente. Basados en la literatura disponible, la FDA ha determinado 

que el acetaminofén es un medicamento antipirético y analgésico de venta libre, seguro y 
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efectivo a una dosis máxima diaria de 4 gramos en 24 horas (Mancipe, Fernández & 

Fernández, 2010). 

Aunque el acetaminofén es reconocido como un medicamento seguro y efectivo, también 

ha sido asociado con una morbi-mortalidad significativa (hepatotoxicidad) si se ingieren 

inapropiadamente dosis mayores a las terapéuticas (Krenzelok & Royal, 2012).  

2.1.1 Mecanismo de acción del Acetaminofén 

El Acetaminofén (Figura 4) es ampliamente usado para el manejo del dolor y la fiebre 

como una alternativa de la aspirina y otros AINE´s o inhibidores selectivos de la COX-2, 

pero su acción a nivel molecular está poco definida. Aunque éste no inhibe enzimas COX a 

concentraciones terapéuticas in vitro, el acetaminofén ha demostrado que inhibe una 

variante de COX in vivo. Simmons et al. (1999) demostraron que una variante de COX-2 es 

especialmente sensible al acetaminofén.  

Cada isoforma COX ha sido reportada por ser diferencialmente activada de acuerdo a la 

concentración de ácido araquidónico: COX-2 es 2-4 veces más activa que COX-1 a 

concentraciones de ácido araquidónico por debajo de 0.5 µM; COX-1 es más activa que 

COX-2 cuando las concentraciones de ácido araquidónico están por encima de los 2.5 µM. 

El Acetaminofén es un potente inhibidor de la síntesis de prostaglandinas en células 

intactas, a bajas concentraciones de ácido araquidónico, pero este efecto decrece con el 

incremento en la concentración del mismo, sugiriendo que puede inhibir la función de 

COX-2 (Lee et al., 2007). Como antipirético, actúa a nivel del centro termorregulador al 

bloquear la síntesis de prostaglandinas en medios pobres de peróxido como el hipotálamo, 

se produce vasodilatación periférica y, en consecuencia, se incrementa el flujo sanguíneo de 

la piel, sudoración y disipación de calor, lo que contribuye al efecto antipirético. Respecto a 

su efecto analgésico, este medicamento es útil para el control del dolor de leve a moderada 

intensidad como cefaleas, mialgia, dismenorrea y dolor posparto (Mendoza, 2008). 
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Figura 4. Estructura química del Acetaminofén (Paracetamol). 

 

2.1.2 Biotransformación del Acetaminofén 

Su absorción está relacionada con el grado de vaciamiento gástrico y, por lo general, las 

concentraciones sanguíneas máximas se alcanzan en un lapso de 30-60 min, presentando 

una biodisponibilidad del 88%. Se une poco a proteínas plasmáticas (20%) y se distribuye 

en todos los líquidos corporales. Se biotransforma en el hígado por enzimas microsómicas 

formando conjugados inactivos con ácido glucurónico y sulfato inorgánico (90%) (Figura 

5). Su vida media de eliminación es de 2-3 hrs a través de la orina y no se ve afectada de 

manera notoria por la función renal. Con cantidades tóxicas o en presencia de trastorno 

hepático, la vida media puede aumentar al doble o más (Katzung, 2005; Mendoza, 2008). 

 

Figura 5. Representación esquemática del proceso de biotransformación del acetaminofén (Paracetamol). 

(Modificado de Katzung, 2005). 

 

2.1.3 Toxocinética del Acetaminofén 

En adultos, las dosis terapéuticas (30-50 mg/kg/día) son consideradas seguras. En caso de 

sobredosis y al saturarse las vías metabólicas de conjugación, intervienen enzimas del 

citocromo P-450 (oxidasas de función mixta) generando metabolitos intermediarios muy 

reactivos (quinoneiminas) que son capaces de formar uniones covalentes con 

macromoléculas biológicas, dando lugar a hepatotoxicidad. De acuerdo con la FDA, cada 

semana aproximadamente 50 millones de adultos consumen fármacos que contienen 

acetaminofén. La ingesta de APAP a dosis elevadas produce necrosis hepática 
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centrolobulillar que puede llegar a ser fatal. Las alteraciones bioquímicas tempranas de la 

intoxicación son bien conocidas, mientras que el mecanismo que conduce a la muerte del 

hepatocito es menos entendido (Terrones, 2012; Mendoza, 2008). 

2.1.3.1 Iniciación del daño celular inducido con Acetaminofén 

Una gran porción de la dosis terapéutica de APAP es directamente conjugada con ácido 

glucurónico o sulfato a través de las glucuroniltransferasas o sulfotransferasas, 

respectivamente. El fármaco conjugado (glucurónido de APAP) es excretado por la bilis a 

través de las proteínas asociadas a la resistencia de múltiples drogas 2 (MRP2, por sus 

siglas en inglés) y en sangre a través de la MRP3. La eliminación biliar del sulfato de 

APAP es mediada principalmente por MRP2 y en menor grado por proteínas de resistencia 

al cáncer de mama (BCRP/ABCG2) (Zamek-Gliszczynsky et al., 2005). 

La parte remanente de la dosis que no se conjuga directamente con grupos hidrofílicos, es 

metabolizada por el citocromo P-450 (CYP-450) generando un metabolito reactivo, N-

acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI). Aunque un gran número de enzimas P450 pueden 

metabolizar APAP, la isoenzima más relevante es CYP2E1, especialmente en humanos. 

Además del CYP2E1, las isoformas del CYP450 que participan en el metabolismo del 

APAP son: CYP1A2, CYP3A4 y CYP2A6 (Gonzalez, 2005; Abdelmegeed et al., 2010).  

El metabolito reactivo formado (NAPQI) reacciona con el glutatión reducido (GSH) 

espontáneamente o catalizado por la transferasa de glutatión (GST) para formar un aducto 

NAPQI-GSH, el cual es principalmente excretado en la bilis por MRP2, disminuyendo así 

la posibilidad de lesionar a la célula. Después de una dosis tóxica de APAP, el contenido 

total de GSH hepático puede disminuir hasta en un 90% afectando tanto al compartimento 

citosólico como al compartimento mitocondrial. Como resultado de la disminución 

significativa del GSH intrahepático, el radical NAPQI remanente puede reaccionar con 

blancos alternativos, en particular con proteínas celulares principalmente mitocondriales. 

Las proteínas con las que el NAPQI establece aductos incluyen: la sintasa de glutamina, la 

glutamato deshidrogenasa, la aldehído deshidrogenasa, la N-10 formiltetrahidrofolato 

deshidrogenasa y la glutatión peroxidasa. Por tanto, se pensaba que la unión covalente del 
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NAPQI con las proteínas celulares era la causa de muerte celular por necrosis (James et al., 

2003). 

En años recientes, se describió que la unión covalente del radical NAPQI con proteínas 

celulares en general o la modificación selectiva de una o más enzimas importantes no 

parece ser la causa directa de la necrosis celular hepática inducida con APAP, ya que solo 

es un evento inicial importante en la toxicidad, el cual necesita ser amplificado y propagado 

para causar la muerte celular (Jaeschke et al. 2003; Jaeschke y Bajt, 2005).  

 

Figura 6. Destoxificación del NAPQI con glutatión reducido (GSH) y toxicidad inducida por sobredosis con 

acetaminofén (APAP). (Modificado de Katzung, 2005). 

 

2.1.3.2 Disfunción mitocondrial y propagación del daño celular en 

hepatocitos 

Se ha postulado que en el daño hepático agudo por intoxicaciones con Acetaminofén los 

blancos celulares primarios son proteínas mitocondriales con las cuales el metabolito activo 

NAPQI forma uniones covalentes, provocando una perdida subsecuente de la actividad o 

función mitocondrial, inhibición de la cadena respiratoria con disminución de los niveles de 

ATP y muerte celular por necrosis (Figura 7) (Jaeschke et al. 2003). 
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Además de lo anterior, se ha descrito que cuando los niveles de GSH hepático se empiezan 

a recuperar después de la depleción inicial causada por el NAPQI, las concentraciones 

hepáticas del glutatión oxidado (GSSG, disulfuro de glutatión), un marcador de formación 

de ROS intracelulares, aumentan de manera importante. Interesantemente, este incremento 

de GSSG no ha sido detectado en bilis, sugiriendo que el GSSG se formó en un 

compartimento intracelular que no permite su liberación, p. ej. la mitocondria. De hecho, se 

ha cuantificado GSSG en mitocondrias aisladas de animales intoxicados con APAP y sus 

concentraciones fueron extremadamente altas, concluyendo que el GSSG se formó en dicho 

compartimento intracelular, el cual no permitió su liberación a la bilis y confirmando que el 

APAP induce estrés oxidativo mitocondrial (Jaeschke, 1990).  

Además, el anión superóxido puede reaccionar con el óxido nítrico para formar 

peroxinitrito, una potente especie oxidante y nitrante. Tinciones inmunohistoquímicas 

contra aductos de nitrotirosina en células bajo proceso necrótico provee evidencia de la 

formación de peroxinitrito después de la sobredosis con APAP. En fracciones subcelulares 

se demostró que el peroxinitrito es predominantemente generado en la mitocondria 

teniendo como principal productor de óxido nítrico a la sintasa de óxido nítrico inducible 

(iNOS), siendo consistente con la formación del anión superóxido por la cadena 

transportadora de electrones en estos orgánulos celulares (James et al. 2003). 

 

Figura 7. Mecanismo de daño celular hepático por intoxicaciones con APAP. NAPQI, N-acetil-p-

benzoquinonaimina; H2O2, peróxido de hidrógeno; ONOO-, peroxinitrito; GSH, glutatión reducido; ATP, 

adenosin trifosfato. Modificado de Szabo & Csak, 2012. 
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Es bien sabido que el estrés oxidativo causado por ROS y RNS, así como el incremento en 

los niveles de Ca2+ inducen la permeabilidad de la membrana mitocondrial (MPT, por sus 

siglas en inglés), en muchos tipos de células incluyendo los hepatocitos. La MPT es 

caracterizada por edema mitocondrial, desacoplamiento de la fosforilación oxidativa y la 

formación de poros en la membrana interna mitocondrial. Las consecuencias de la MPT 

generan un desajuste del potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm), inhibición de la 

síntesis de ATP y, finalmente, la muerte celular por necrosis. La MPT es dependiente de la 

presencia de Ca2+ citosólico. Después de que la sobredosis con APAP disminuye los niveles 

de GSH en la mitocodria, induce la formación de peroxinitrito en la misma, y causa una 

acumulación de Ca2+ por inhibición de la ATPasa dependiente de Ca2+-Mg2+ (Ca2+-Mg2+- 

ATPasa) (Kim et al., 2003). 

Recientes investigaciones hipotetizan que las ROS y los productos de las reacciones de 

Fenton pueden ser importantes en la inducción de la MPT y la muerte celular por necrosis 

in vitro. Además de la MPT, el peroxinitrito puede causar un amplio número de efectos 

adversos en la mitocondria. También se ha demostrado un decaimiento del ADN 

mitocondrial (mtADN) durante la hepatotoxicidad con APAP (Cover et al., 2005). 

La liberación del Ca2+ mitocondrial, junto con la inhibición de la Ca2+-Mg2+- ATPasa de la 

membrana plasmática, conlleva a un incremento de los niveles de Ca2+ citosólico suficiente 

para activar proteasas dependientes de Ca2+ como las calpainas, además de la activación de 

endonucleasas dependientes de Ca2+. Estas enzimas pueden lisar proteínas estructurales 

dentro de la célula y contribuyen a la muerte celular por necrosis, además, al liberarse estas 

enzimas de una célula necrótica pueden afectar a las células vecinas y expandir el daño en 

el hígado. El daño al ADN y la lesión celular se ha prevenido con el uso de inhibidores 

generales de endonucleasas, lo que sugiere que la fragmentación del ADN mediada por 

estas enzimas es un evento crítico e importante en esta fisiopatología. La endonucleasa más 

estudiada es el factor de fragmentación del ADN 40 (DFF40), la cual es activada a través 

del bloqueo de su inhibidor (DFF45/ICAD) por la caspasa-3. En el hígado, la caspasa-3 es 

mayormente activada por el citocromo c que se libera de la mitocondria y la activación de 

la caspasa-9 por el apoptosoma. Además, el tratamiento con bloqueadores de canales de 
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Ca2+ inhibe la acumulación nuclear de Ca2+, disminuyendo la fragmentación del ADN y el 

daño hepático (Yacovlev et al., 2000; Nagata et al., 2003). 

El miembro de la familia de proteínas pro-apoptóticas Bcl-2 (Bax) reside en el citosol pero 

puede translocarse a la mitocondria y formar poros en su membrana externa ya sea sola o 

en combinación con otras proteínas Bcl-2 (Bad o Bid). La formación de estos poros, junto 

con la formación de poros en la membrana interna, puede liberar proteínas desde el espacio 

intermembranal de la mitocondria por cambios en la permeabilidad de la membrana. El 

factor de inducción de apoptosis (AIF) y la endonucleasa G son proteínas que han sido 

implicadas en la condensación de la cromatina y la fragmentación nuclear del ADN, 

respectivamente. Además, la translocación de Bax a la mitocondria inducida por APAP 

puede liberar rápidamente proteínas intermembranales, p.ej. endonucleasa G, AIF, el 

segundo activador de caspasas derivado de la mitocondria (Smac), y el citocromo c. Las 

endonucleasas G y AIF se translocan al núcleo y generan daño al ADN, el cual se 

correlaciona con la muerte celular por necrosis. Por lo tanto, la endonucleasa G y el AIF 

pueden ser los mediadores o conectores entre la formación de poros mediada por Bax en la 

membrana externa mitocondrial y la fragmentación del ADN nuclear (Bajt et al., 2007; 

Jaeschke and Bajt, 2005). 

 

Figura 7. Mecanismo de daño al interior de los hepatocitos inducido con acetaminofén (APAP). Tomado de 

Jaeschke (2005). 
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2.1.4 Epidemiología de la toxicidad por Acetaminofén 

El primer caso de hepatotoxicidad por acetaminofén fue reportado en Inglaterra en el año 

1966. El acetaminofén es el fármaco más investigado en los centros de intoxicación de 

Estados Unidos, en donde más de 25 billones de dosis son usadas anualmente y más de 200 

millones de prescripciones que contienen acetaminofén, usualmente en combinación con un 

opioide, son dispensados al año. También, acetaminofén es la sustancia más comúnmente 

utilizada para suicidios en el Reino Unido.  

En Inglaterra, país asociado con una elevada incidencia de insuficiencia hepática y un gran 

número de muertes por año debidas a sobredosis con AINE´s y acetaminofén, se legisló 

(1998) la disminución de la cantidad de comprimidos por venta y la inclusión de 

advertencias sobre la toxicidad en el envase. Esta medida disminuyo la morbi-mortalidad 

(20%), así como el número de trasplantes hepáticos relacionados con la ingesta de APAP 

(50%) (Lee, 2008; Clark et al., 2012). 

En un estudio sobre el uso de medicamentos en EUA, se encontró que más del 80% de 

personas adultas usan por lo menos un fármaco de venta libre o de prescripción cada 

semana, y que el 25% utiliza al menos cinco. Los analgésicos OTC acetaminofén, 

ibuprofeno y ácido acetilsalicílico son los medicamentos más frecuentemente usados, 

consumiéndolos aproximadamente del 17-23% de la población cada semana (Krenzelok & 

Royal, 2012; Fendrick et al., 2008). 

En el reporte anual de la Asociación Americana de Centros de Control de Intoxicaciones 

del año 2011, se reportó que en Estados Unidos los analgésicos ocupan el primer lugar 

dentro de la categoría de sustancias más frecuentemente implicadas en la exposición 

humana y en la categoría de sustancias con mayor tasa de aumento de exposición. Este 

reporte presenta 1,995 muertes de las cuales 1,689 fueron provocadas por fármacos 

analgésicos destacando el Acetaminofén (93.54%), el Ácido Acetilsalicílico (4.83%) y el 

Ibuprofeno (1.61%) (Bronstein et al., 2012). 

Entre 2001 y 2011 se reportó que 2,981 personas recibieron trasplante hepático por 

hepatitis fulminante a nivel mundial; de los cuales 1,948 fueron pacientes trasplantados en 
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América, siendo la intoxicación con acetaminofén una de las etiologías más frecuentes de 

dicha patología (Moreno, 2013). 

Un estudio sobre las intoxicaciones más frecuentes en el Servicio de Urgencias Pediátricas 

del Hospital General “La Raza”, incluyó a 993 pacientes intoxicados que correspondieron 

al 0.5% de la consulta del servicio. El 71% fue por intoxicaciones agudas y el pico etario 

fue de uno a dos años (33.8%). El 60.5% fue debido a exposiciones accidentales y el 14.6% 

suicidas. La principal vía de contacto fue gastrointestinal (81.2%) y el acetaminofén uno de 

los xenobióticos usados con más frecuencia (Fernández-Barocio, 2013).  

2.2 Fitocaracterización de Opuntia streptacantha Lemaire y Opuntia 

robusta Wendland 

2.2.1 El género Opuntia, origen y taxonomía 

Dentro de las cactáceas, el género Opuntia es el más diverso y ampliamente distribuido en 

América con entre 191-215 especies, según la autoridad taxonómica que se consulte. Se 

consideran 93 especies de Opuntia silvestres en México, casi el 50% del total de las 

especies conocidas de Opuntia en el Continente Americano, de las cuales 62 (66.7%) son 

endémicas. Este género, así como toda la Familia Cactaceae, es originario de América, la 

ausencia de especies nativas fuera de este continente refleja un origen reciente de la familia 

(Andreson, 2001; Scheinvar, 2011). 

Las Opuntia se distribuyen en diferentes tipos de vegetación, pero cuando se asocian con 

diferentes especies del mismo género, en un área determinada forman el llamado matorral 

crasicaule mejor conocido como “nopalera”. Este tipo particular de vegetación predomina 

en el desierto del estado de Chihuahua y en la cuenca del río Balsas. Existen otros tipos de 

nopaleras creciendo como cercas vivas, en huertos familiares y en plantaciones 

comerciales. Aún no se cuenta con datos precisos que sustenten la región de origen del 

género Opuntia, sin embargo, México es un importante centro de diversificación de este 

género (Bravo, 1987). 

La taxonomía de las Opuntia es complicada, debido a que la mayoría de los sistemas de 

clasificación contienen errores en conceptos de género y especie, generando mucha 
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sinonimia; además, su origen reciente les permite estar en evolución activa y por lo tanto de 

diferenciación. Asimismo, la variación interespecífica puede deberse no sólo a cambios 

genéticos sino también a las diferencias en las condiciones ambientales, las cuales afectan 

la talla, coloración de la flor, longitud de espinas, etc. dando lugar a confusiones 

taxonómicas (Andreson, 2001). 

En la Altiplanicie Meridional de México, correspondiente a los estados de Aguascalientes, 

Guanajuato, Hidalgo, San Luis Potosí, Zacatecas y parte de los estados de Jalisco, 

Michoacán y Querétaro, se encuentra la mayor riqueza de variantes silvestres (35%) y 

cultivadas de Opuntia (144 variedades). Estos estados productores de tuna y xoconostle, 

pueden agruparse en dos grandes regiones: Región Centro-Norte que comprende los 

Estados de Zacatecas, San Luis Potosí, Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro y Jalisco y 

la Región Centro-Sur Estado de México, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla (Scheinvar, 2011). 

2.2.2 Evaluaciones previas de la capacidad antioxidante de los 

frutos de Opuntia streptacantha Lemaire y Opuntia robusta 

Wendland. 

Durante décadas, en el estado de Aguascalientes y zonas aledañas el nopal y la tuna han 

sido amplia y tradicionalmente consumidos con fines de alimentación y por las propiedades 

terapéuticas que les son atribuidas desde la antigüedad. En los últimos años, ha crecido el 

consumo de estos productos debido a la reciente información que se ha generado sobre los 

efectos benéficos que esto conlleva en personas con enfermedades crónico-degenerativas, 

como el cáncer, y patologías generadas por factores medioambientales. Muchas de estas 

propiedades terapéuticas son atribuidas a la presencia de compuestos bioactivos de tipo 

fenólico, pigmentos y metabolitos vegetales presentes en las diferentes variedades de 

cactáceas y sus frutos (Stintzing et al., 2005). 

Específicamente, en Aguascalientes abundan diferentes especies del género Opuntia dentro 

de las cuales destacan Opuntia streptacantha Lemaire y Opuntia robusta Wendland, por su 

amplia presencia en diferentes puntos a lo largo y ancho del estado. Los frutos de estas dos 

especies, tuna cardona (O. streptacantha) y tuna tapona (O. robusta), son comestibles y su 
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consumo es limitado debido a que solo se pueden obtener en el periodo correspondiente del 

mes de junio al mes de octubre. 

Es importante resaltar que a pesar de que este tipo de vegetación es ampliamente adaptable 

a diversos tipos de clima, la variación en el mismo puede determinar la presencia y 

concentración de compuestos bioactivos presentes en las plantas y en consecuencia de sus 

frutos. Por tanto, y a pesar de su amplio uso, existen muy pocos reportes que indiquen la 

composición y propiedades nutracéuticas de estos dos tipos de tuna.  

En 2011, Yahia & Mondragon-Jacobo analizaron 10 tipos diferentes de tunas obtenidas de 

campos experimentales del INIFAP en San Luis de la Paz, Guanajuato, incluyendo a las 

especies Opuntia streptacantha y Opuntia robusta. Se determinaron el contenido de 

pigmentos presentes en las muestras como las betalaínas (betacianinas, betaxantinas y 

contenido total), clorofilas (a, b y contenido total) y carotenoides totales; también 

determinaron el contenido de algunos importantes componentes antioxidantes como 

vitamina C (ácido ascórbico, ácido dihidro-ascórbico y contenido total), tocoferoles (α, δ y 

totales), β-carotenos y el contenido total de compuestos fenólicos. Asimismo, evaluaron la 

capacidad antioxidante de todas las tunas por los métodos FRAP y DPPH. Se encontró que 

la tuna tapona es la especie con mayor contenido de pigmentos como betalaínas y 

carotenoides; también de ácido ascórbico y compuestos fenólicos. De las 10 especies 

estudiadas, la tuna cardona fue la tercera con mayor contenido de compuestos nutricionales 

y bioactivos. La capacidad antioxidante de ambas tunas fue elevada en el ensayo con 

FRAP, destacando la tuna tapona como la de mayor actividad antioxidante, sin embargo, 

para el ensayo con DPPH los resultados no mostraron diferencias significativas respecto de 

otras especies con menor contenido de pigmentos y compuestos fenólicos. 

2.2.3 Opuntia streptacantha Lemaire 

N.V.: “tuna cardona”; “nopal cardón”, “nopal hartón”, “cenizo”, “chaveño”. 

Arborescente, muy ramosa, hasta de 5 m de altura. Tronco bien definido hasta de 45 cm de 

diámetro. Artículos obovados hasta orbiculares, de 25-30 cm de longitud y de 14-18 cm de 

anchura, color verde obscuro. Aréolas pequeñas de 1-2 mm de largo, cercanas entre sí para 

este grupo. Espinas numerosas de 3-7, extendidas, en ocasiones algunas de ellas algo 
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adpresas, blancas; glóquidas color café rojizo, muy cortas. Flores de 6-9 cm de ancho, 

amarillas hasta anaranjadas; sépalos rojizos; filamentos verdosos o rojizos; lóbulos del 

estigma 8 a 12, verdes. Fruto globoso, de 4-5cm de longitud por 3.5-5cm de diámetro, rojo 

obscuro o a veces amarillento, tanto por fuera como por dentro. 

Distribución: Opuntia streptacantha es uno de los nopales arbóreos característicos de la 

zona árida del Altiplano, así se encuentra en los Estados de Hidalgo, Querétaro, 

Guanajuato, San Luis Potosí, Aguascalientes y Zacatecas; por el sur llega hasta el Valle de 

México, cultivadas o en estados silvestre; se ha visto en algunos pueblos de Puebla y 

Oaxaca (Figura 12). Crece con preferencia en las laderas de los cerros, abanicos aluviales y 

en llanuras bien drenadas formando parte de la vegetación del matorral crasicaule, 

caracterizado por la abundancia de diferentes especies del género Opuntia, como el 

“duraznillo” O. leucotricha, “nopal de Castilla” O. megacantha, la “cuija” O. 

cantabrigiensis, el “nopal tapón” O. robusta y el “cardenche” O. imbricata. 

Desde el punto de vista económico, este nopal es importante pues sus frutos y artículos son 

comestibles y forrajeros. Existen numerosos híbridos, así como variedades y formas 

hortícelas (Anderson, 2001; Bravo, 1978). 

 

Figura 8. Imagen ilustrativa de Opuntia streptacantha Lemaire (nopal cardón) en estado silvestre (izquierda) 

y de una penca o cladodio con su fruto (derecha). 
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Figura 9. Imagen del fruto de Opuntia streptacantha (tuna cardona). 

 

Tabla 1. Clasificación científica de Opuntia streptacantha (nopal cardón). Modificado de (Anderson, 2001; 

Bravo, 1978). 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Caryophyllales 

Familia Cactaceae 

Subfamilia Opuntioideae 

Género Opuntia 

Especie Streptacantha 

Nombre Opuntia streptacantha Lemaire 
 

2.2.4 Opuntia robusta Wendland 

N.V. “tuna tapona”, “nopal tapón”, “bartolona”, “nopal camueso”. 

Arbustiva, muy ramosa, no muy alta, de 1 a 3m. Tronco más o menos bien definido. 

Artículos orbiculares o algo oblongos, de 25 a 40cm de longitud o más; muy robustos, color 

verde azulado claro. Aréolas grandes, distantes, con glóquidas cafés. Espinas vigorosas, 2 a 

12, como de 5cm de longitud, morenas o amarillentas en la base y blancas hacia la 

extremidad. Flores grandes, amarillas de 5 a 7cm de ancho, lóbulos del estigma verdes. 

Fruto globoso o elíptico, al principio más o menos tuberculado, de 6 a 9cm de longitud, 

purpurino o con tinte verdoso. Se han encontrado ejemplares con flores unisexuadas. 

Distribución: Zona árida de los Estados del Centro, Aguascalientes, Zacatecas, Hidalgo, 

Querétaro, San Luis Potosí, Guanajuato y Michoacán (Figura 12). 

Estas plantas se caracterizan por sus grandes artículos orbiculares azulados y sus espinas 

vigorosas, blanco amarillentas. Sus frutos son comestibles (Anderson, 2001; Bravo, 1978). 
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Figura 10. Imagen de un cladodio de Opuntia robusta Wendland (nopal tapón) en estado silvestre con 

diversos brotes frutales (tuna tapona). 

 

 

Figura 11. Imagen del fruto maduro de Opuntia robusta Wendland (tuna tapona). 

 

Tabla 2. Clasificación científica de Opuntia robusta (nopal tapón). Tomado de Anderson (2001) y Bravo 

(1978). 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Caryophyllales 

Familia Cactaceae 

Subfamilia Opuntioideae 

Género Opuntia 

Especie Robusta 

Nombre Opuntia robusta Wendland 
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Figura 12. Mapa de la República Mexicana en el que se indica con color verde la principal zona de 

producción y distribución de las especies Opuntia streptacantha y Opuntia robusta (Zacatecas, 

Aguascalientes, San Luis Potosí, Michoacán, Hidalgo, Querétaro y Guanajuato) y con color azul los estados 

en los que se encuentran en menor proporción (Puebla, Oaxaca, Edo. de México y Tlaxcala). 

 

3 JUSTIFICACIÓN 

El consumo frecuente de acetaminofén continúa siendo una importante causa de falla 

hepática aguda alrededor del mundo debido a las actuales tendencias de autoconsumo o 

automedicación con fármacos de venta libre u over-the-counter (OTC, por sus siglas en 

inglés), superada solamente por etiologías infecciosas. Es también la causa más común de 

muerte en EUA tras exposiciones tóxicas relacionadas con analgésicos. Una numerosa 

cantidad de pacientes con sobredosis intencionales y no intencionales son admitidos al 

departamento de emergencias hospitalarias. Se estima que en los EUA el costo del 

tratamiento para las personas con sobredosis de acetaminofén asciende a 86.9 millones de 

dólares por año. Sin embargo, en más de 30 años de investigaciones no se ha podido definir 

claramente el mecanismo exacto de toxicidad con acetaminofén. APAP es uno de los 

analgésicos-antipiréticos de mayor uso clínico y domiciliario debido a su libre 

comercialización, su alta efectividad y su bajo costo, lo cual hace más fácil que sea uno de 

los principales agentes causantes de sobredosis accidentales e intencionales (Ward et al., 

2012; Bronstein et al., 2012). 

La literatura actual implica al N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI), como el principal 

metabolito responsable de la hepatotoxicidad del acetaminofén. Al haber una intoxicación 

con acetaminofén, la ruta metabólica normal se sobrecarga, entonces se produce una gran 
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cantidad de NAPQI, causando hepatotoxicidad. La hepatotoxicidad generada por el 

incremento del radical NAPQI se da por la vía de la oxidación de lípidos y proteínas de 

membrana que causan en consecuencia una disfunción mitocondrial. Un tratamiento ya 

bien conocido para disminuir los efectos tóxicos causados por las sobredosis con 

acetaminofén es la N-acetilcisteína (NAC). El problema en realidad es la falta de 

familiaridad por parte del equipo médico y de enfermería para realizar un diagnóstico y 

tratamiento oportuno que en consecuencia ayude a restaurar los niveles de glutatión y 

prevengan el daño hepático, además, en el caso particular de acetaminofén, se debe 

interrogar al paciente sobre el consumo crónico de alcohol, el ayuno prolongado y el 

consumo de otros fármacos inductores del citocromo-P450, lo que incluso puede provocar 

el retraso en el diagnóstico asociándose a un incremento en la mortalidad de un 15%, 

comparada con una tasa mucho menor en aquellos pacientes con un diagnóstico e inicio de 

tratamiento precoz y enérgico (Mancipe, Fernández & Fernández, 2010; Jaeschke et al., 

2003). 

En la actualidad existe una tendencia en retomar el uso de plantas o sub-productos 

medicinales tradicionales como una alternativa para prevenir y tratar diversas enfermedades 

que representan un problema de salud pública a nivel mundial como las intoxicaciones 

medicamentosas causadas por el consumo desmedido de analgésicos, por ejemplo. Por ello, 

en el presente trabajo se propone el consumo profiláctico de jugo de dos diferentes tipos de 

tuna, Opuntia streptacantha y Opuntia robusta (tuna cardona y tuna tapona), que se 

encuentran en abundancia en el estado de Aguascalientes y zonas aledañas, para evitar o 

disminuir el daño oxidativo a nivel hepático causado por una intoxicación aguda con 

acetaminofén en ratas. 

La justificación de esta propuesta se respalda en investigaciones recientes que han 

demostrado que este tipo de tunas específicamente, además de la presencia de compuestos 

fenólicos antioxidantes como los flavonoides, también, contienen de manera importante un 

pigmento betalaínico que les otorga a ambas su coloración morada-purpurea y a los cuales 

se les han atribuido diversos efectos bio-terapéuticos como antioxidantes, anti-tumorales, 

inhibidores de la lipoperoxidación, la hemólisis oxidativa y como antiinflamatorios 

(Azeredo, 2009). 
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4 HIPOTESIS 

El contenido total de compuestos antioxidantes presentes en los extractos liofilizados de los 

frutos de las especies Opuntia streptacantha y Opuntia robusta (tuna cardona y tuna 

tapona), tiene la capacidad de disminuir significativamente el daño hepático causado por la 

intoxicación aguda con acetaminofén en ratas macho de la cepa albina Wistar.   

5 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos liofilizados del fruto de las especies 

Opuntia streptacantha y Opuntia robusta (tuna cardona y tuna tapona) en la 

hepatotoxicidad producida con acetaminofén. 

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Obtener extractos hidrosolubles de tuna cardona y tuna tapona. 

 Obtener productos liofilizados de los extractos de tuna para su conservación y fácil 

dosificación. 

 Analizar los extractos de tuna cardona y tuna tapona para obtener una 

caracterización química de los principales compuestos bioactivos presentes. 

 Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos de tuna. 

 Establecer el daño hepático con una sobredosis de APAP en ratas. 

 Evaluar la capacidad hepatoprotectora de los extractos de tuna cardona y tuna 

tapona ante el daño inducido con APAP en ratas. 

 Cuantificar la expresión génica relativa de diferentes enzimas involucradas en el 

metabolismo y el efecto antioxidante a nivel hepático. 
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6 DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

 

Recolección y procesamiento de las muestras de tuna

Recolectar de una zona semi-árida del estado de Aguascalientes la suficiente 
cantidad de tuna cardona y tuna tapona (Opuntia streptacantha Lemaire y 

Opuntia robusta Wendland).

Mantenerlas en refrigeración a 4° C hasta su extracción.

Obtener el jugo de las tunas mediante extracción mecánica en un cuarto oscuro y 
colectarlos en tubos negros de 50 ml para centrifugar a 5000 rpm por 15 min. 

Recolectar el sobrenadante en viales ambar y congelar a -80° C. Deshidratar las 
muestras mediante el proceso de liofilizado para su preservación y mantenerlas en un 

desecador a 4° C (Modificado de: Madrigal-Santillan et al., 2013; Sumaya-Martínez et 
al., 2011; Yahia & Mondragon-Jacobo, 2011).

Cuantificar el contenido de los principales compuestos 
bioactivos y evaluar la capacidad antioxidante en el producto 

liofilizado de las tunas (Madrigal-Santillan et al., 2013; Olaleye 
et al., 2010; Sumaya-Martínez et al., 2011; Yahia & 

Mondragon-Jacobo, 2011).
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Abreviaturas: APAP – acetaminofén; i.p. – intraperitoneal; ALT – alanin aminotransferasa; AST – aspartato 

aminotransferasa; FA – fosfatasa alcalina; GSH – glutatión reducido, qPCR – reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa, CYP450-2E1 – citocromo P-450 isoforma 2E1; SOD – superóxido dismutasa; GPx – 

glutatión peroxidasa; PAS – ácido peryódico de Schiff.  

Ensayo 
biológico

Ratas Wistar macho (200-250 gr)

G1 -
control

G2 -
APAP 

G3 - tuna 
tapona

G4 - tuna 
cardona 

G5 - tuna 
tapona + 
APAP

G6 - tuna 
cardona + 

APAP

G7 - GSH 
+ APAP

Mantener los animales durante el experimento con agua y alimento 
ad-libitum como lo recomienda la NOM-062-ZOO-1999. 

Administrar vía oral una dosis diaria de 800 mg/kg durante 5 días de los respectivos 
extractos de tuna a los grupos G2, G3, G5 y G6 (Kim et al., 2012). Para el grupo 

G7 administrar GSH durante 5 días una dosis de 50 mg/kg.

Concluido el tratamiento profiláctico con los extractos de  tuna y GSH, se 
inyectará vía i.p. a los grupos G2, G5, G6 y G7 una dosis tóxica de APAP 

correspondiente a 500 mg/kg (Vendemiale et al., 1996). 

Obtener una muestra de sangre a las 4 hrs post-intoxicación para realizar las pruebas 
bioquímicas y genéticas, y a las 24 hrs post- intoxicación se sacrificarán los animales 

de todos los grupos según recomendaciones de la NOM-033-ZOO-1995 para la 
obtención de los tejidos necesarios a ser analizados histopatológicamente.

Realizar en 
plasma sanguineo 
la determinación 
de ALT, AST, FA 

(Jothy et al., 
2009; 

Masubuchiet al., 
2009; McGill et 

al., 2012; Ward et 
al., 2012).

Obtener el tejido 
hepático 

suficiente para la 
determinación en 
homogenados de 
GSH (Fan et al., 
2013; McGill et 

al., 2012; 
Vendemiale et al., 

1996). 

Obtener el tejido 
hepático suficiente 

para observar la 
expresión génica 
por qPCR de las 

enzimas CYP450-
2E1, SOD, Catalasa 
y GPx (Al-Rejaie et 
al., 2013; Fan et al., 
2013; Dunning et 

al., 2013).

Realizar 
tinciones 

histopatológicas 
en tejido 

hepático con la 
tecnicas de PAS 

(Fan et al., 
2013; Zhao et 

al., 2012).
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7 MATERIAL Y METODOS 

7.1  Recolección de los frutos y método de extracción 

Los frutos maduros de las especies Opuntia robusta y Opuntia streptacantha fueron 

colectados de una región semi-árida en el municipio de el Llano a 26.7 km de la capital del 

estado de Aguascalientes, México en las coordenadas 21°46'55.86"N, 102° 6'16.08"O, a 

1994 metros sobre el nivel del mar. Las frutas fueron peladas para posteriormente obtener 

el jugo de cada una de ellas mediante un extractor de jugos BRAUN J500 (Braun GmbH, 

Germany). El jugo de cada especie de fruta fue mezclado por separado y depositado en 

tubos oscuros de 50 ml para centrifugarlos a 5 rpm durante 15 min a 4° C. Después de esto 

fueron filtrados con papel filtro Whatman 40 (8µm tamaño de poro), depositados en 

alícuotas de 50 ml en frascos ambar de 100ml, se almacenaron a -80° C y fueron 

liofilizados en un liofilizador Labconco FreeZone 18 Liter Console Freeze Dry System 

(Labconoco Corp., Kansas City, MO, USA) para su conservación. [modificado de: 

Madrigal-Santillan et al., 2013; Sumaya-Martínez et al., 2011]. 

7.2  Caracterización de los extractos 

El jugo de cada especie de fruta fue clarificado a 12,000 g (11,237 rpm) por 15 min a 15° C 

y fue usado para determinar los principales compuestos bioactivos presentes en los 

extractos, así como su capacidad antioxidante por varios métodos. 

7.2.1 Determinación de flavonoides 

La determinación de flavonoides totales se realizó conforme a lo descrito por Zhishen et al., 

1999, con algunas modificaciones. El fundamento del presente análisis se basó en la 

formación de complejos de color amarillo resultantes de la combinación de AlCl3 (cloruro 

de aluminio) con el grupo ceto del C4 o bien, con el C3 o C5 del grupo ortodihidroxil de 

los anillos A o B de los flavonoides presentes en las muestras. 

La metodología consistió en realizar por triplicado, en una placa de 96 pozos, la mezcla de 

50 µl de las muestras, previamente diluidas 1:2 con agua destilada, con 100 µl de agua 

destilada, 10 µl de una solución de NaNO2 (15%) y posterior agitación. Las muestras se 
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dejaron reposar durante 6 min a temperatura ambiente para después agregarse 15 µl de una 

solución de AlCl3 (10%), se agitaron y se dejaron reposar nuevamente 6 min a temperatura 

ambiente. Finalmente se agregaron 200 µl de una solución de NaOH (4%) a cada pozo y se 

agitaron. Al mismo tiempo, se realizó una curva estándar con quercetina como referencia a 

concentraciones desde 0-100 µg/ml y se les aplico el mismo método. La absorbancia de las 

muestras y de la curva estándar fue medida a 410nm en un lector de microplacas Power 

Wave XS (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas con el software 

Gen 5.0. 

La concentración de flavonoides presentes en las muestras de los extractos de tuna tapona y 

de tuna cardona se determinó por triplicado, mediante la ecuación de la recta obtenida de la 

curva estándar hecha con diferentes concentraciones de quercetina, un flavonoide 

hidrosoluble (Figura 13).    

 

Figura 13. Curva estándar realizada con quercetina a concentraciones de 0-150 µg/ml para cuantificar 

flavonoides totales en las muestras de tuna. Cada punto representa el promedio de tres mediciones y su 

desviación estándar. Se muestra la ecuación de la recta y el valor R-cuadrado. 

 

7.2.2 Determinación de betalaínas 

Las betalaínas son un grupo de pigmentos naturales asociados principalmente con plantas o 

frutos. La estructura química de estos compuestos es derivada del ácido betalámico y, 

dependiendo de los componentes unidos a su estructura principal pueden ser clasificadas 
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como betacianinas o betaxantinas. La determinación de las mismas se realizó de acuerdo a 

lo descrito por Stintzing et al., 2005 con ligeras modificaciones. Las muestras fueron 

diluidas 1:10 con agua destilada y posteriormente se colocaron por triplicado en una placa 

de 96 pozos para posteriormente obtener sus valores de absorción en un lector de 

microplacas Power Wave XS (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas 

con el software Gen 5.0. el contenido de betalainas totales fue calculado con la siguiente 

ecuación: 

BT [
mg

L⁄ ] = [
A ∗ FD ∗ PM ∗ 1000

ε ∗ l
] 

en donde: 

A: absorbancia de la muestra 

FD: factor de dilución 

PM: peso molecular 

ε: coeficiente de extinción molar 

l: longitud de lectura de la celda 

 

Para la cuantificación de betacianinas y betaxantinas, fueron aplicados los pesos 

moleculares y los coeficientes de extinción molar de betanina (PM= 550 g/mol; ε= 60000 

L/(mol cm) en agua; λ= 538nm) e indicaxantina (PM= 308 g/mol; ε= 48000 L/(mol cm) en 

agua; λ= 480nm). 

7.2.3 Determinación de ácido ascórbico 

El ácido ascórbico es un compuesto orgánico ampliamente conocido por sus propiedades 

antioxidantes. Para la determinación del mismo se utilizó el método colorimétrico 

empleado por Dürüst et al., 1997 con algunas modificaciones. Éste consistió en preparar 

diferentes soluciones como DCPI (2,6’diclorofenolindofenol sal disódica) a 24 mg/L de 

agua desionizada, ácido oxálico al 0.4% en agua desionizada, buffer de acetatos (3 gr de 

acetato de sodio, 7 ml de agua desionizada y 10 ml de ácido acético glacial), y una solución 

stock de ácido ascórbico de 100 mg/L en ácido oxálico 0.4%. Una vez preparadas las 

soluciones de trabajo, se procedió a colocar por triplicado en tubos eppendorf 100 µl de 
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cada muestra previamente diluidas 1:5 con ácido oxálico al 0.4%, 100 µl de buffer de 

acetatos y 800 µl de DCPI. El mismo procedimiento fue aplicado para la curva estándar 

realizada con diferentes concentraciones de ácido ascórbico de 0-100 mg/L. Los tubos 

preparados fueron mezclados por agitación y las soluciones fueron depositadas en una placa 

de 96 pozos para ser medidas a 520nm en un lector de microplacas Power Wave XS 

(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas con el software Gen 5.0. 

Para la cuantificación de ácido ascórbico en los extractos de frutos de las dos especies de 

tuna, se realizó una curva estándar con diferentes concentraciones de ácido ascórbico para 

calcular su concentración en los extractos (Figura 14).  

 

Figura 14. Curva estándar realizada con ácido ascórbico para la cuantificación del mismo en los extractos de 

tuna tapona y tuna cardona. Se muestra la ecuación de la recta y el valor R-cuadrado. Cada punto representa el 

promedio de tres mediciones y su desviación estándar. 

 

7.2.4 Determinación de compuestos fenólicos totales 

La cuantificación de compuestos fenólicos o polifenólicos totales se realizó empleando un 

método colorimétrico con el reactivo Folin-Ciocalteu como lo describe Stintzing et al., 

2005. El reactivo Folin-Ciocalteu es una mezcla de ácido fosfotúngstico y ácido 

fosfomolibdico, la cual es reducida a óxidos azules de tungsteno y molibdeno durante la 

oxidación fenólica. Esta reducción ocurre bajo condiciones alcalinas mediante la presencia 

de bicarbonato de sodio. La coloración que se generó de la mezcla del reactivo con las 
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muestras fue medida a 765nm y reflejó la cantidad total de compuestos fenólicos presentes 

en las muestras y se expresaron como equivalentes de ácido gálico.  

La metodología consistió en mezclar 100 µl de las muestras, o de las soluciones de la curva 

estándar, se agregaron 500 µl del reactivo Folin-Ciocalteu diluido 1:10 en agua destilada y 

400 µl de una solución de carbonato de sodio (NaCO3) al 7.5%. Las muestras se agitaron y 

se dejaron reposar en la oscuridad por 30 min. Transcurrido el tiempo las muestras fueron 

depositadas en una placa de 96 pozos para ser medidas en un lector de microplacas Power 

Wave XS (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas con el software 

Gen 5.0 a 765nm. La concentración de fenólicos totales presentes en las muestras fue 

calculada a partir de la ecuación de la recta obtenida de la curva estándar que fue de 0-400 

mg equivalentes de ácido gálico/L (Georgé et al., 2005) (Figura 15).  

 

Figura 15. Curva estándar del ácido gálico para la cuantificación del contenido total de compuestos fenólicos 

en las muestras de tunas tapona y cardona. Cada punto representa el promedio de tres mediciones y su 

desviación estándar. Se muestra la ecuación de la recta y el valor R-cuadrado. 

 

7.3 Capacidad antioxidante de los extractos 

7.3.1 ácido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS) 

Existen diferentes ensayos que han sido empleados para medir de la capacidad antioxidante 

total de fluidos corporales, extractos de frutas y compuestos puros. El ácido 2,2'-azino-bis-

3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS•+, por sus siglas en inglés) es un radical 
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monocatiónico generado por la oxidación de ABTS con persulfato de potasio y es reducido 

en presencia de antioxidantes donadores de protones (H+). La determinación de la 

capacidad antioxidante de los extractos usando el catión ABTS•+ como agente oxidante fue 

realizada siguiendo la metodología descrita por Re et al., 1999, con algunas 

modificaciones. El radical ABTS•+ se obtuvo de la de la mezcla entre ABTS (7mM) y  

persulfato de potasio (2.45mM) incubados a 4º C por 16 hr protegidos de la luz. Una vez 

formado el radical fue diluido en etanol 1:15 v/v. las muestras de tuna fueron diluidas 1:5 

v/v. Se preparó una curva estándar con ácido ascórbico desde 5-30 mg/100ml. Se añadieron 

por triplicado para cada muestra 10 µl de las mismas a 490 µl de la dilución del radial 

ABTS•+. La absorbancia fue medida después de 7 min a 754nm en un lector de microplacas 

Power Wave XS (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas con el 

software Gen 5.0. Los resultados se expresaron como mg de ácido ascórbico / 100 ml. Para 

ello, se realizó una curva estándar con ácido ascórbico como antioxidante de referencia para 

estabilizar el radical catiónico ABTS•+ y calcular la ecuación de la gráfica lineal (Figura 

16). Con esta recta estándar obtuvimos los valores de la capacidad antioxidante de los 

extractos de las dos especies de tuna.  

 

Figura 16. Curva estándar con ABTS•+ (ácido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) para 

determinar la capacidad antioxidante de los extractos de tuna tapona y tuna cardona. Cada punto representa el 

promedio de tres mediciones y su desviación estándar. Se muestra la ecuación de la recta. 
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7.3.2 Poder antioxidante de reducción férrica (FRAP) 

Mediante este método se evalúa la actividad antioxidante de una muestra o compuesto dada 

su capacidad para reducir el hierro (III) a hierro (II). El ensayo de FRAP (Poder 

antioxidante de reducción férrica) se basa en la capacidad de los compuestos antioxidantes 

presentes en las muestras de donar electrones para reducir especies oxidantes, en este caso 

hierro (III) a hierro (II). La metodología empleada en la presente tesis fue la descrita por 

Hinneburg et al., 2006. Para el desarrollo del presente método se utilizaron alícuotas de 100 

µl de cada extracto y se adicionaron a 250 µl de buffer de fosfatos (0.6M, pH 6.6) y 250 µl 

de hexacianoferrato de potasio [K3Fe (CN)6] al 1%. La mezcla se incubo durante 30 min a 

50º C, después se añadieron 250 µl de ácido tricloroacético al 10% y las muestras se 

centrifugaron durante 10 min. Se tomó una alícuota de 250 µl del sobrenadante y se mezcló 

con 250 µl de agua destilada y 50 µl de cloruro férrico al 0.1%. Se tomaron las lecturas de 

la absorbancia de las muestras a 700nm con un un lector de microplacas Power Wave XS 

(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas con el software Gen 5.0. La 

capacidad para reducir el hierro (III) se reportó como mg de ácido ascórbico / 100 ml.  

Empleando el mismo método se realizó una curva estándar con ácido ascórbico como 

compuesto de referencia para obtener la ecuación de la recta (Figura 17). Con ella se 

calculó la capacidad de los extractos de los frutos de tuna tapona y tuna cardona para 

reducir el Fe+3 a Fe+2.  

 

Figura 17. Curva estándar con ácido ascórbico para determinar la capacidad antioxidante de las muestras de 
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tuna tapona y tuna cardona por el método FRAP. Cada punto representa el valor promedio de tres mediciones 

con su desviación estándar, se muestra la ecuación de la recta y el valor R-cuadrado. 

 

7.3.3 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 

El método DPPH ofrece un primer enfoque para evaluar la capacidad antioxidante de algún 

compuesto, un extracto o cualquier otra fuente biológica. La metodología para la 

determinación de la capacidad antioxidante de las frutas del genero Opuntia ssp. con la 

técnica del radical libre DPPH• fue realizada según lo describen Morales & Jiménez-Pérez, 

2001; con algunas modificaciones. El radical libre DPPH• es un reactivo estable en etanol y 

con picos máximos de absorción de 417-420nm. Se realizó una curva de calibración con 

diferentes concentraciones de Trolox® que iban desde 0-300 µmol/L y se obtuvo la 

ecuación del gráfico (Figura 18) y así obtener los resultados de la capacidad antioxidante de 

las muestras analizadas que fueron reportados como µmol equivalentes de Trolox® / L. 

Trolox® (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) es una molécula análoga 

de la vitamina E, soluble en agua y con fuerte actividad antirradicálica. La técnica consistió 

en preparar una solución de 7.4mg de DPPH• / 100 ml de etanol. También, se prepararon 

diluciones 1:10 de las muestras de tuna. Para la obtención de la capacidad antioxidante de 

los extractos se adicionaron por triplicado en una placa de 96 pozos 50 µl de la muestra, 

250 µl de la solución de DPPH• y se dejaron reposar durante 1 hr protegidos de la luz y a 

temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras fueron leídas a 418nm en un lector de 

microplacas Power Wave XS (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas 

con el software Gen 5.0.   
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Figura 18. Curva estándar con Trolox® para determinar la capacidad antioxidante de la tuna tapona y tuna 

cardona por el método DPPH• (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Cada punto representa el promedio de tres 

mediciones y su desviación estándar. Se presenta la ecuación de la recta y el valor de R-cuadrado. 

 

7.3.4 Actividad quelante 

La actividad quelante refiere a la capacidad de un compuesto para formar complejos con 

iones metálicos. El presente análisis se realizó siguiendo la metodología descrita por Gulcin 

et al., 2003, donde se buscó determinar la actividad quelante de los compuestos presentes 

en los extractos de tuna al hacerlos reaccionar con el ion ferroso (Fe2+) como referencia. 

Posteriormente la cantidad de ion ferroso que no fue quelado se hizo reaccionar con 

FerroZina™ generando un color, el cual fue medido espectrofotométricamente a una 

longitud de onda de 562nm con un lector de microplacas Power Wave XS (BioTek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y procesadas con el software Gen 5.0.  

Se colocaron por triplicado 50 µl de las muestras, 25 µl de una solución de cloruro ferroso 

tetrahidratado (2mM) y 225 µl de metanol; la mezcla se agito y se dejó en reposo por 5 min 

a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 200 µl de FerroZina™ (5mM), se 

volvió a agitar y luego se dejó en reposo a temperatura ambiente por 10 min. Se realizó una 

curva estándar con EDTA como compuesto de referencia con concentraciones de 2x10-4 – 

1x10-3 mol/L. los resultados fueron reportados como mol equivalente de EDTA/L para 
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generar la ecuación del gráfico lineal (Figura 19) que nos permitiera calcular la actividad 

quelante en las muestras de tunas a ser analizadas.  

 

Figura 19. Curva estándar con EDTA (ácido etilendiaminotetraacético) para determinar la capacidad de 

quelación de las muestras de tuna tapona y cardona. Cada punto representa el promedio de tres mediciones 

con su desviación estándar. Se muestra la ecuación de la recta y el valor R-cuadrado del gráfico linearizado. 

 

7.3.5 Capacidad de absorción de radicales del oxígeno (ORAC) 

El ensayo ORAC está basado en la capacidad de oxidación de una sonda fluorescente, 

comúnmente fluoresceína, por parte de radicales libres contenidos en una solución de 

AAPH (2,2´-azobis(2-metilpropionamidina) disulfuro) resultando en una pérdida de la 

intensidad de la sonda a lo largo del tiempo. La metodología utilizada para ésta 

determinación fue la descrita por Huang, 2002 con algunas modificaciones, y consistió en 

preparar una solución de APPH diluida en buffer de fosfatos (pH 7.4) para tener una 

concentración final de 75mM, una solución stock de fluoresceína 4 µM disuelta en buffer 

de fosfatos pH 7.4 y diluida 1:500 en el mismo buffer antes de ser usada en esta 

determinación. También se preparó una curva estándar con Trolox® con concentraciones 

de 0, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 µM (Figura 20) y se obtuvo un espectro que muestra el 

decremento de la fluorescencia con el paso del tiempo (Figura 21), en donde a mayor 

concentración fue mayor el tiempo de retención de la fluorescencia indicando una mayor 

capacidad antioxidante o de absorción de radicales del oxígeno. Se depositaron por 
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triplicado en una placa de 96 pozos 25 µl de las muestras previamente diluidas 1:600 en 

buffer de fosfatos pH 7.4, o de las diferentes concentraciones de la curva estándar, o de 

buffer de fosfatos pH 7.4 para los blancos, y 150 µl de la solución diluida de trabajo de 

fluoresceína sódica en todos los pozos. La placa se incubo protegida de la luz a 37º C por 

30 min. Se colocó la cantidad suficiente de AAPH en el inyector del lector de microplacas 

Synergy H4 Hybrid Multi-Mode (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) y se 

inició la reacción adicionando 25 µl de APPH en cada pozo para un volumen final de 200 

µl. La fluorescencia fue monitoreada cinéticamente y se tomaron los datos cada minuto 

durante 120 min. Los resultados fueron reportados como µM equivalentes de Trolox®. 

 

Figura 20. Curva estándar con Trolox® para determinar la Capacidad de Absorción de Radicales del 

Oxígeno (ORAC, por sus siglas en inglés,) en las muestras de tunas tapona y cardona, mediante la obtención 

de la ecuación de la recta. Cada muestra se analizó por triplicado y se obtuvo el promedio representado por 

cada punto del gráfico. 
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Figura 21. Decaimiento del porcentaje de fluorescencia equivalente a la capacidad de absorción de radicales 

del oxígeno en las diferentes concentraciones del estándar empleadas para la curva de calibración. 

  

7.4 Ensayo biológico 

En el ensayo se incluyeron 84 ratas macho de la cepa albina Wistar obtenidas del bioterio 

del Centro de Ciencias Básicas de la Universidad Autónoma de Aguascalientes. Los 

animales con un peso entre 250-300 gr fueron divididos en 7 grupos de 12 ratas cada uno (8 

para las pruebas bioquímicas y 4 para histopatología). Durante el experimento todos los 

animales fueron mantenidos con agua y alimento ad libitum en un cuarto a 25° C con un 

ciclo de 12 hrs luz/oscuridad. Algunos de ellos fueron tratados profilácticamente con dosis 

orales de 800 mg/kg de cada extracto o 50 mg/kg de glutatión reducido (GSH) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) vía intraperitoneal (i.p.) durante 5 días previos a recibir una 

dosis tóxica única de 500 mg/kg i.p. de acetaminofén (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA).  Los grupos fueron nombrados de la siguiente forma: Grupo control sin ningún 

tratamiento (G1), grupo control positivo o acetaminofén (APAP) (G2), grupo que recibió 

profilácticamente Tuna Cardona (G3), grupo que recibió profilácticamente Tuna tapona 

(G4), grupos que recibieron extractos de Tuna profilácticamente y fueron intoxicados con 

acetaminofén (G5 y G6), y grupo que recibió GSH previamente a ser intoxicado con APAP 

(G7). Los animales fueron sacrificados siguiendo las recomendaciones de la NOM-033-

ZOO-1995. 
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7.4.1 Pruebas bioquímicas 

Muestras de sangre e hígado fueron colectados después de 4 hrs post-intoxicación para 

realizar las pruebas bioquímicas de los principales marcadores de lesión celular a nivel 

hepático y evaluar el efecto de los diferentes tratamientos. Las muestras de sangre fueron 

centrifugadas a 2500 rpm durante 10 min para obtener el suero y realizar las 

determinaciones enzimáticas. Para las determinaciones bioquímicas en suero sanguíneo se 

utilizó un espectrofotómetro Varian UV visible Modelo DMS80.  

7.4.1.1 Alanina aminotransferasa (ALT) 

La alanina aminotrasferasa (ALT) inicialmente llamada transaminasa glutámico pirúvica 

(GPT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al α-cetoglutarato 

con formación de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato en 

presencia de lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH. La velocidad de disminución de la 

concentración de NADH en el medio, determinado fotométricamente, es proporcional a la 

concentración catalítica de ALT en la muestra ensayada. 

La determinación de ALT en suero sanguíneo de los diferentes grupos se realizó conforme 

a lo descrito en el protocolo dado en el kit del fabricante (SPINREACT, Girona, España). 

El ensayo espectrofotométrico se realizó con una mezcla de 1 ml de la solución de trabajo y 

100 µl de la muestra de trabajo (suero), incubándose por 1 minuto a temperatura ambiente. 

El espectrofotómetro se ajustó a cero con agua destilada y las absorbancias se midieron a 

una longitud de onda de 340 nm al inicio y cada minuto durante 3 minutos. Se promedió el 

incremento de absorbancia por minuto (ΔA/min). El cálculo de la concentración de ALT en 

la muestra se realizó mediante la siguiente fórmula:  

𝑈/𝐿 𝑑𝑒 𝐴𝐿𝑇=ΔA/min×1750 

El fundamento del método, significado clínico, preparación y estabilidad de los reactivos, 

conservación de la muestra y factores de conversión de temperatura se presentan en la hoja 

técnica del ensayo (ver anexo A).   
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7.4.1.2 Aspartato aminotransferasa (AST) 

La aspartato aminotransferasa (AST) inicialmente llamada transaminasa glutamato 

oxaloacética (GOT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al 

-cetoglutarato con formación de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es 

reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH. La velocidad 

de disminución de la concentración de NADH en el medio, determinada fotométricamente, 

es proporcional a la concentración catalítica de AST en la muestra ensayada. 

La determinación de ALT en suero sanguíneo de los diferentes grupos se realizó conforme 

a lo descrito en el protocolo dado en el kit del fabricante (SPINREACT, Girona, España). 

Para este ensayo se mezclaron 1 ml de la solución de trabajo y 100 µl de la muestra (suero), 

incubándose a temperatura ambiente durante 1 minuto y midiendo la absorbancia a 340 nm 

al inicio y cada minuto durante 3 minutos. El espectrofotómetro se ajustó a cero con agua 

destilada. Se promedió el incremento de absorbancia por minuto (ΔA/min) y el cálculo de 

la concentración de AST en la muestra se realizó mediante la siguiente fórmula: 

𝑈/𝐿 𝑑𝑒 𝐴𝑆𝑇=ΔA/min×1750 

El fundamento del método, significado clínico, preparación y estabilidad de los reactivos, 

conservación de la muestra y factores de conversión de temperatura se presentan en la hoja 

técnica del ensayo (ver anexo B). 

7.4.1.3 Fosfatasa alcalina (FA) 

La fosfatasa alcalina (FA) cataliza la hidrólisis del p-nitrofenilfosfato (pNPP) a pH 10,4 

liberando p-nitrofenol y fosfato. La velocidad de formación del p-nitrofenol, determinado 

fotométricamente, es proporcional a la concentración catalítica de fosfatasa alcalina en la 

muestra ensayada. 

Para este ensayo se mezclaron 1 ml de la solución de trabajo y 100 µl de la muestra (suero), 

incubándose a temperatura ambiente durante 1 minuto y midiendo la absorbancia a 405 nm 

al inicio y cada minuto durante 3 minutos. El espectrofotómetro se ajustó a cero con agua 
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destilada. Se promedió el incremento de absorbancia por minuto (ΔA/min) y el cálculo de 

la concentración de FA en la muestra se realizó mediante la siguiente fórmula:  

𝑈/𝐿 𝑑𝑒 FA=ΔA/min×3300 

El fundamento del método, significado clínico, preparación y estabilidad de los reactivos, 

conservación de la muestra y factores de conversión de temperatura se presentan en la hoja 

técnica del ensayo (ver anexo C). 

7.4.1.4 Glutatión reducido (GSH) 

El método para la cuantificación de glutatión reducido en las muestras hepáticas 

homogenizadas de todos los grupos experimentales fue realizado como lo describen Hissin 

& Hilf, 1976; utlizando o-ftaldehido (OPT) como reactivo fluorescente. Para esta 

determinación se mezclaron 250 mg de la muestra de tejido hepático, 3.75 ml de buffer de 

fosfatos pH 8 y 1 ml de ácido metafosfórico al 25%. La mezcla se homogenizó y centrifugó 

a 5000 rpm por 30 min a 4° C. Después, se mezcló 0.5 ml del sobrenadante con 4.5 ml de 

buffer de fosfatos pH 8, se tomaron 100 µl de dicha mezcla y se agregaron a otro tubo que 

contenía 1.8 ml de buffer de fosfatos pH 8, se mezclaron y finalmente se agregó 100 µl de 

OPT 0.1%. La mezcla se dejó reposar por 15 min y se midió la fluorescencia de las 

muestras en un espectrofotómetro de luminiscencia Perkin-Elmer modelo LS 50 B a 420nm 

con una excitación de 350nm. El cálculo de la concentración de GSH en las muestras se 

realizó utilizando la siguiente formula:  

µg/g de GSH = L de la muestra × 2.25 

dónde:  

L: luminiscencia emitida por la muestra 

2.25: factor obtenido del estándar 

7.4.1.5 Malondialdehído (MDA) 

Malondialdehído es un producto de la peroxidación de lípidos causada por el estrés 

oxidativo generado de la presencia o sobreproducción de radicales libres en las células. La 
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determinación de MDA se realizó en muestras homogenizadas de tejido hepático de los 

grupos experimentales como lo describe Kim et al., 20014, con algunas modificaciones. El 

ensayo consistió en homogenizar 100 mg de tejido hepático en 1 ml de buffer de fosfatos 

pH 7.4. Posteriormente se mezclaron en tubos plásticos 1.5 ml de ácido fosfórico (H3PO4) 

al 1% en ácido clorhídrico (HCl) 0.1N, 0.5 ml de ácido tiobarbitúrico (TBA) al 6% y 200 µl 

de la muestra homogenizada. Todos los tubos fueron calentados a ebullición en baño maría 

durante 45 min. Posteriormente, se dejaron reposar las muestras a temperatura ambiente, se 

agregaron 2 ml de n-butanol y se agitaron. Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm 

durante 10 min. Se preparó el espectrofotómetro a 530nm y fue ajustado a cero con n-

butanol como blanco. Se tomó la lectura de las muestras y se realizó el cálculo de la 

concentración de MDA mediante la siguiente formula:  

nmoles/100mg de MDA = Abs de la muestra × 1100 

en donde:  

Abs: absorbancia de la muestra 

1100: factor obtenido del estándar 

7.4.2 Expresión génica relativa 

Con el fin de observar cambios en la expresión génica de la principal enzima responsable 

de la producción del radial libre NAPQI por el metabolismo de APAP, y también, en las 

principales enzimas del sistema de defensa antioxidante, se realizó un análisis cuantitativo 

mediante la técnica de qPCR. Los resultados obtenidos fueron presentados como veces de 

inducción respecto del grupo control (fold induction vs control) y representan los valores 

calculados de 2(-ΔΔCt). 

7.4.2.1 Extracción de mARN 

El método de extracción de ARN de las diferentes muestras de tejido hepático obtenido de 

todos los grupos experimentales fue realizado según los descrito en el protocolo de 
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extracción de ARN del reactivo TRIzol® de la casa comercial Life Technologies (Carlsbad, 

CA, USA) (ver anexo D). 

50 mg de tejido hepático de cada rata fueron homogenizados con 1 ml del TRIzol® para 

posteriormente proceder a la fase de separación y obtención del ARN adicionando 0.2 ml 

de cloroformo. Las muestras fueron mezcladas vigorosamente y centrifugadas a 12000 g 

por 15 min a 4º C. Después se removió hacia otro tubo nuevo, libre de ARNasas, la fase 

acuosa de la muestra para continuar con el aislamiento. El ARN separado fue precipitado 

con la adición de 0.5 ml de isopropanol al 100%, se incubo la muestra por 10 min a 

temperatura ambiente y posteriormente fue centrifugada nuevamente a 10000 g por 10 min 

a 4º C para formar una pastilla de ARN en el fondo del tubo. El sobrenadante fue removido 

por decantación y enseguida se lavó la pastilla con 1 ml de etanol al 75% a -20º C. La 

muestra fue agitada brevemente y después fue centrifugada a 7500 g por 5 min a 4º C. 

Nuevamente el sobrenadante fue removido del tubo evitando dejar secar por completo la 

pastilla de ARN. Para finalizar con el aislamiento, la pastilla de ARN se disolvió en 100µl 

de agua estéril (libre de ARNasas) y almacenada a -80º C hasta su posterior uso.     

7.4.2.2 Síntesis de cADN 

Se utilizó 1µl de cada una de las muestras de obtenidas de mARN de todos los grupos 

experimentales para medir su concentración utilizando un espectrofotómetro NanoDrop™ 

2000c (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Posteriormente se agregó un 

volumen correspondiente a 2.5 µg de cada muestra de ARN en tubos para PCR de 0.2 ml y 

se ajustaron a un volumen de 37.25 µl con agua estéril. Se prepararon dos controles 

negativos, uno con agua (Control Agua) y otro sin la enzima (RT). Se realizó el cálculo de 

los volúmenes necesarios para la preparación de una mezcla que contiene todos los 

elementos necesarios para la síntesis de cADN (10x RT buffer (500 mM Tris-HCl (pH 8.3); 

500 mM KCl; 30 mM MgCl2; 50 mM DTT), 10 mM dNTP mix (Sigma DNTP-100A), 

Random nonamers (0.5 µg/µl) (Sigma R7647), ARNasa out (40 u/µl) (Invitrogen 10777-

019) y la enzima M-MLV RT (Sigma M1302)), como se muestra en la siguiente tabla: 
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 RT-PCR muestra RT-PCR mezcla 

mARN 2.5µg N=número de muestras + controles 

10x RT buffer 5 μl (N+2)*5 

10 mM dNTP mix 5 μl (N+2)*5 

Random nonamers 0.5 µg/µl 1 μl (N+2)*1 

ARNse out 40u/μl 0.75 μl (N+2)*0.75 

M-MLV RT 1 μl (N+2)*1 

ARN + agua 37.25 µl  

Total 50 μl 12.75 μl por muestra 

Se realizó la mezcla de los componentes sin la enzima. Se agregaron 12.75 μl de la mezcla 

(sin la enzima) al control negativo RT. Finalmente se agregó la enzima al resto de la mezcla 

y se agregaron 12.75 μl a cada uno de los tubos restantes, se taparon, se mezclaron con 

agitación y se centrifugaron brevemente para colectar nuevamente el contenido en el fondo 

del tubo. Todos los tubos fueron colocados en un termociclador para PCR Bio-Rad modelo 

T100™ (Bio-Rad Laboratories Inc., Foster City, CA, USA) y fueron programados los 

siguientes ciclos de amplificación: 

 25º C por 10 min (alineación de los primers al templado de ARN) 

 30º C por 60 min (transcripción inversa de una cadena de ARN en cADN) 

 95º C por 5 min (desnaturalización de la enzima M-MLV RT) 

 15º C por ∞ 

El producto de la reacción se almacenó a -20º C hasta su posterior uso. 

7.4.2.3 Reacción en cadena de la polimerasa-cuantitativa (q-PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una en biología molecular para amplificar 

una o varias copias de una pieza de ADN a través de varias órdenes de magnitud, 

generando miles o millones de copias de una secuencia específica de ADN.  

Una vez obtenido el cADN de cada muestra de interés, éste fue diluido 1:20 con agua 

estéril. Posteriormente, se preparó una mezcla de reacción para RT-qPCR que contenía: 

buffer de reacción 2x (dNTPs, ADN polimerasa HotGoldStar, MgCl2 (5mM), 

estabilizadores y referencia pasiva ROX) (Eurogentec, Seraing, Bélgica), sonda 

fluorogénica (5µM) (Eurogentec, Seraing, Bélgica), primers (sentido y antisentido) (50µM) 
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), agua estéril. Las sondas fluorogénicas y los 

oligonucleótidos utilizados para realizar este análisis se encuentra en el Anexo E. 

El esquema de trabajo se realizó siguiendo lo indicado en la siguiente tabla: 

 Volumen de reacción por muestra (µl) 

cADN (muestra) 4 

Sonda fluorogénica 0.8 

Primer (sentido) 0.36 

Primer (antisentido) 0.36 

Buffer de reacción 2x 10 

Agua estéril 4.8 

Volumen total 20 

Volumen de la mezcla de reacción por pozo 16 

Se agregaron 4 μl de cada una de las muestras de cADN por duplicado en una placa de 96 

pozos para después ser complementadas con 16 μl de la mezcla de reacción previamente 

realizada haciendo un volumen final de 20 μl. La placa de 96 pozos fue cubierta con un 

adhesivo óptico y fijada por compresión. La placa se centrifugo para precipitar el contenido 

al fondo del pozo. El análisis de qPCR en tiempo real se realizó en un equipo 7900 HT Fast 

Real time PCR System de Applied biosystems (Foster City, CA, USA). Se obtuvieron los 

valores Ct de cada muestra de interés para cada gen estudiado. Los valores obtenidos de las 

mismas muestras fueron normalizados usando como gen constitutivo endógeno como 18S 

(ARN ribosomal 18S). El método comparativo Ct también es conocido como método 2-

[delta][delta] Ct: 

[delta][delta]Ct = [delta]Ct muestra – [delta]Ct referencia 

en donde: 

[delta]Ct muestra es el valor de cualquier muestra normalizada con el gen constitutivo 

endógeno y, 

 [delta]Ct referencia es el valor de las muestras control también normalizadas con el gen 

constitutivo endógeno. 

Los resultados fueron reportados como veces de inducción del valor [delta][delta]Ct obtenido de 

las muestras de interés con respecto a los valores obtenidos de las muestras control.   
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7.5 Análisis estadístico 

El análisis estadístico de todos los datos obtenidos se realizó mediante el software 

GraphPad Prism 5. 

Se utilizó la prueba T-student para la comparación de los valores promedio obtenidos en la 

caracterización de los principales compuestos bioactivos, así como de la actividad 

antioxidante de las dos especies de tuna con un nivel de confianza del 99%. 

Para los resultados obtenidos de las pruebas diferentes pruebas bioquímicas, así como de 

expresión génica se realizó un análisis de varianza de una vía (ANOVA) y se compararon 

los promedios de los diferentes grupos experimentales con una prueba de múltiple 

comparación de Tukey con un nivel de confianza del 95%.   

7.6 Histopatología 

Después de 24 hrs de la intoxicación con acetaminofén los animales fueron anestesiados 

con pentobarbital sódico y perfundidos con una solución de lavado que contenía cloruro de 

sodio al 0.9%, heparina al 0.5% y procaina al 0.1%. El tejido hepático de los animales de 

todos los grupos experimentales fue fijado in situ con formalina neutra (10%), 

posteriormente los tejidos fueron deshidratados en un procesador de tejidos (histoquinete) 

Leica modelo TP1020 y se formaron bloques del tejido embebido en parafina para realizar 

cortes de 5 µm de grosor en un micrótomo Leica modelo RM2125RT. Los tejidos fueron 

desparafinizados, hidratados y recuperados en portaobjetos para su posterior tinción. 

7.6.1 Ácido peryódico de Schiff (PAS) 

Las laminillas con el tejido hepático recuperado de los animales de los diferentes grupos 

experimentales fueron teñidas con ácido peryódico de Shiff (PAS) (Sigma 395B) para 

observar la morfología estructural de los hepatocitos y la presencia de glucógeno 

citoplasmático siguiendo la metodología descrita en el inserto de la casa comercial (Anexo 

F). Las imágenes de las laminillas fueron capturadas en un microscopio Carl Ziess modelo 

Axioscope 40 y procesadas con el software Image-Pro Plus. 
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8 RESULTADOS 

8.1 Cuantificación de compuestos bioactivos 

8.1.1 Flavonoides 

Como se observa en la figura 22, se demostró que el extracto obtenido del fruto de Opuntia 

robusta Wendland posee mayor concentración de pigmentos del tipo flavonoide hasta más 

de tres veces por encima de lo obtenido para el extracto del fruto de Opuntia streptacantha 

Lemaire (89.19 ± 2.84 y 54.48 ± 0.93 µg eq. quercetina/ml, respectivamente). Esto sugiere 

que la tuna tapona tiene mayor capacidad antioxidante que la tuna cardona y, por 

consecuencia, mejor efecto hepatoprotector en la intoxicación con acetaminofén producida 

en los animales de estudio. 
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Figura 22. Contenido total de compuestos flavonoides presentes en la tuna tapona y tuna cardona. Las barras 

representan el valor promedio de tres mediciones realizadas para cada especie y su desviación estándar. *** 

p<0.0001. 

 

8.1.2 Betalaínas 

En las dos especies de tuna que se analizaron en este trabajo, las betacianinas que brindan 

una coloración rojo-violácea, fueron más abundantes que las betaxantinas con 333 ± 11.46 

mg eq. Betacianinas/L y 134 ± 4.83 mg eq. Betaxantinas/L para la tuna tapona; y con 87.23 
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± 1.54 mg eq. Betacianinas/L y 36.46 ±.1.06 mg eq. Betaxantinas/L para la tuna cardona. 

Particularmente, la especie tuna tapona (Opuntia robusta Wendland) fue la que presentó 

mayor concentración de betalaínas totales respecto de la tuna cardona (Opuntia 

streptacantha Lemaire) con 467 ± 16.29 y 124 ± 2.60 mg eq. Betalaínas totales/L 

respectivamente (Figura 23). 
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Figura 23. Contenido de pigmentos betalaínicos (betacianinas, betaxantinas y total) en las muestras de tuna 

analizadas en el presente estudio. Las barras indican la media de cada muestra analizada por triplicado con su 

respectiva desviación estándar. *** p<0.0001. 

 

8.1.3 Ácido ascórbico 

Los resultados obtenidos para la tuna tapona fueron de 329 ± 28.46 mg eq. ácido 

ascórbico/L de extracto, mientras que para la tuna cardona los valores fueron de 65.86 ± 

12.33 mg eq. ácido ascórbico/L de extracto. Estos valores son el promedio de tres 

mediciones para cada especie de tuna (Figura 24). 
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Figura 24. Contenido de ácido ascórbico presente en las muestras analizadas de tuna tapona y tuna cardona. 

Cada barra representa el valor promedio obtenido de tres mediciones para cada especie de tuna con su 

respectiva desviación estándar. *** p<0.0001. 

 

8.1.4 Compuestos fenólicos totales 

Después de medir la absorbancia por triplicado en ambas especies de tuna (tapona y 

cardona), los resultados obtenidos demostraron que los extractos del fruto de Opuntia 

robusta Wendland tienen mayor cantidad de compuestos fenólicos totales (573.72 ± 24.99 

mg eq. ácido gálico/L) que los extractos del fruto de Opuntia streptacantha Lemaire 

(343.12 ± 9.72 mg eq. ácido gálico/L), como se observa en la figura 25. Por tanto, en base a 

los resultados de varios proyectos de investigación que muestran que a mayor contenido 

total de compuestos fenólicos mayor efecto antioxidante, en el presente trabajo se espera 

que los extractos de tuna tapona sean más efectivos que los de tuna cardona para 

contrarrestar el estrés oxidativo celular hepático inducido con una sobredosis de 

acetaminofén en ratas. 
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Figura 25. Compuestos fenólicos totales presentes en los extractos de tuna tapona y tuna cardona. Cada barra 

representa el valor promedio de tres mediciones con su desviación estándar. *** p<0.0001. 

 

8.2 Capacidad antioxidante de los extractos 

8.2.1 Ácido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS) 

Para comprobar los resultados obtenidos en las determinaciones de los principales 

compuestos bioactivos de las dos especies de tuna (tapona y cardona), en donde siempre se 

encontró mayor contenido de estos compuestos en los extractos de frutos de Opuntia 

robusta Wendland respecto a los extractos de frutos de Opuntia streptacantha Lemaire, se 

realizaron diferentes pruebas cuantitativas para determinar la capacidad antioxidante de las 

sustancias bioactivas presentes en dichos extractos. 

En la primera prueba se utilizó el método ABTS, donde el valor promedio obtenido de tres 

mediciones del extracto liofilizado de tuna tapona fue de 92.62 ± 5.53 mg eq. ácido 

ascórbico/100 ml de extracto, y de 61.69 ± 3.07 mg eq. ácido ascórbico/100 ml para la tuna 

cardona (Figura 26). Con esto se comprobó la mayor actividad de la tuna tapona para 

neutralizar o estabilizar radicales libres respecto de la tuna cardona. 
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Figura 26. Capacidad antioxidante equivalente al ácido ascórbico de los extractos de tuna tapona y tuna 

cardona por el método ABTS•+. Las barras representan el promedio de tres muestras analizadas para cada tuna 

y su desviación estándar. *** p<0.0001. 

 

8.2.2 Poder antioxidante de reducción férrica (FRAP) 

Otro método cuantitativo usado para determinar la capacidad antioxidante de las muestras 

liofilizadas de las dos especies de tuna (tapona y cardona) fue el Poder Antioxidante de 

Reducción Férrica (FRAP, por sus siglas en inglés). El principio de la reacción se basa en 

la reducción del hierro férrico (Fe+3) a la forma ferrosa (Fe+2) en medio ácido. La capacidad 

para reducir al hierro es considerada un índice del poder antioxidante de las muestras.  

El resultado obtenido mediante este método para la tuna tapona fue de 73.24 ± 2.96 mg eq. 

ácido ascórbico / 100 ml de extracto, mientras que para la tuna cardona fue de 28.85 ± 1.95 

mg eq. ácido ascórbico / 100 ml de extracto (Figura 27). Estos resultados confirman 

nuevamente la superioridad del extracto del fruto de Opuntia robusta Wendland para 

reducir y neutralizar compuestos altamente reactivos respecto del fruto de Opuntia 

streptacantha Lemaire. 
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Figura 27. Capacidad antioxidante de las tunas tapona y cardona medida por el método FRAP (Poder 

Antioxidante de Reducción Férrica). Las barras representan el valor promedio de tres mediciones para cada 

tuna y su desviación estándar. *** p<0.0001. 

 

8.2.3 Método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 

Otra metodología validada, y una de las más empleadas para determinar la capacidad 

antioxidante de productos naturales o suplementos alimenticios, fue el ensayo colorimétrico 

para cuantificar la capacidad de inhibición del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH•) 

en un medio orgánico. El fundamento de este método desarrollado por Brand-Williams et al 

(1995) consiste en que el radical DPPH• tiene un electrón desapareado y presenta una 

coloración violeta; al entrar en contacto con un agente reductor se genera la forma reducida 

del radical DPPH•, con la consecuente pérdida del color violeta hasta un amarillo pálido y, 

por ende, la disminución en la absorbancia, siendo este decremento proporcional a la 

actividad antioxidante de la muestra.  

Los resultados obtenidos con este ensayo fueron claros: el extracto de frutos de la tuna 

tapona tuvo obtuvo la mayor actividad antioxidante ya que se identificaron niveles de 5770 
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± 337 µmol eq. Trolox®/L, mientras que para la tuna cardona se obtuvo un promedio de 

1313 ± 94 µmol eq. Trolox®/L (Figura 28). 
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Figura 28. Valores de la tuna tapona y tuna cardona equivalentes a la capacidad antioxidante del Trolox® por 

el método DPPH•. Cada barra representa el promedio de tres mediciones ± desviación estándar. *** 

p<0.0001. 

 

8.2.4 Actividad quelante 

Para determinar la capacidad quelante de los extractos de los frutos de tunas tapona y 

cardona se utilizó un método colorimétrico basado en la reacción del agente quelante de 

referencia o la muestra en cuestión con el ion ferroso (Fe+2). Posteriormente, el ion ferroso 

que no fue quelado o atrapado reacciona con la ferrozina generando un color, el cual se 

mide espectrofotométricamente para determinar la capacidad de quelación.  

Los resultados obtenidos para la capacidad de quelación de los extractos de tuna tapona 

(Opuntia robusta Wendland) y tuna cardona (Opuntia streptacantha Lemaire) fueron de 

3.6x10-3 ± 9x10-4 y de 6x10-3 ± 7.8x10-4 mol eq. EDTA/L de extracto, respectivamente 

(Figura 29). 
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Figura 29. Capacidad quelante de la tuna tapona y tuna cardona equivalente a mol de EDTA / L. Cada barra 

representa el valor promedio de tres mediciones ± desviación estándar. *** p=0.0006. 

 

8.2.5 Capacidad de Absorción de Radicales del Oxígeno (ORAC) 

También se realizó un ensayo fluorométrico para determinar la Capacidad de Absorción de 

Radicales del Oxígeno (ORAC, por sus siglas en inglés). ORAC es un método analítico 

para determinar el potencial antioxidante de una amplia gama de substancias o compuestos 

que se encuentran en productos nutracéuticos, farmacéuticos y en los alimentos. Este 

método emplea fluoresceína como marcador para monitorear la actividad antioxidante de 

los compuestos al entrar en contacto con un generador de radicales peroxilo como lo es el 

APPH (2,2'-azobis-2-metil propionamidina dicloruro).  

Una vez que se pusieron en contacto los extractos de frutos de las dos especies de tuna con 

el AAPH se obtuvo el espectro (Figura 30) que indica la capacidad antioxidante de las 

muestras y se calculó el área bajo la curva del mismo, para determinar la concentración en 

µM equivalentes a Trolox® presentes en los extractos de Opuntia robusta Wendland y 

Opuntia streptacantha Lemaire. Los resultados obtenidos indican una mayor capacidad 



  

GONZALEZ-PONCE HERSON ANTONIO ǀ DCB 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE AGUASCALIENTES 
81 

 

antioxidante del extracto de tuna tapona con 41784 ± 1891 µM eq. Trolox® respecto de la 

tuna cardona en la que se obtuvieron 31426 ± 437 µM eq. Trolox® (Figura 31). 

 

Figura 30. Capacidad de absorción de radicales del oxígeno de la tuna tapona (azul) y tuna cardona (rojo) 

diluidas 1:600 del extracto original, lo que indica una fuerte capacidad antioxidante para ambas especies. 

Dicha capacidad se determinó por la técnica fluorométrica ORAC. 
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Figura 31. Gráfico que indica la cantidad en µM equivalente a Trolox® del extracto de tuna tapona y tuna 

cardona obtenidos mediante la técnica fluorométrica ORAC. Existe mayor concentración de antioxidantes 

totales en el extracto de tuna tapona respecto del extracto de tuna cardona. *** p<0.0001. 
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En la Tabla 3 se muestran de manera resumida los valores obtenidos de los principales 

compuestos bioactivos presentes en los extractos de tuna que fueron analizados. De igual 

manera, en la Tabla 4 se presentan los resultados de los diferentes ensayos realizados para 

determinar la capacidad antioxidante de las muestras de frutos de tuna tapona y tuna 

cardona. 

Tabla 3. Cantidad obtenida en las determinaciones espectrofotométricas de los principales compuestos 

antioxidantes presentes en las dos especies de tuna. El análisis estadístico muestra diferencias significativas 

entre ambas muestras en todos los ensayos realizados. 

 

Flavonoides 

(µg eq. 

quercetina/ml) 

Betalaínas totales (mg 

eq. betalaínas/L) 

Fenólicos totales 

(mg eq. ácido 

gálico/L) 

Ácido Ascórbico 

(mg eq. ácido 

ascórbico/L) 

Tuna tapona 89.19 ± 2.84* 466.93 ± 16.29* 573.73 ± 24.99* 328.83 ± 28.46* 

Tuna cardona 54.48 ± 0.93 123.7 ± 2.60 343.12 ± 9.72 65.86 ± 12.33 

 

 

Los valores son el promedio de tres mediciones para cada especie de tuna ± desviación estándar. 

* p<0.0001 con respecto a los valores de tuna cardona. 

 

Tabla 4. Determinación cuantitativa de la capacidad antioxidante de las dos especies de tuna analizadas 

mediante diferentes metodologías. Se obtuvieron valores estadísticamente diferentes entre ambas especies de 

tuna en todos los ensayos. 

 

ABTS (mg eq. 

ácido ascórbico 

/ 100 ml) 

FRAP (mg eq. 

ácido ascórbico 

/ 100 ml) 

DPPH 

(µmol eq. 

Trolox®/L) 

Actividad 

Quelante 

(mol eq. 

EDTA/L) 

ORAC (µM 

eq. Trolox®) 

Tuna 

tapona 
92.63 ± 5.53* 73.24 ± 2.96* 5770.12 ± 337.09* 0.0037 ± 9x10-4 41784 ± 1891* 

Tuna 

cardona 
61.69 ± 3.07 28.83 ± 1.95 1313.46 ± 94.01 0.006 ± 7.8x10-4# 31426 ± 437 

Los valores son el promedio de tres mediciones para cada especie de tuna ± desviación estándar. 

* p<0.0001 con respecto a los valores de tuna cardona. 
# p=0.0006 con respecto a los valores de tuna tapona. 

 

8.3 Estandarización del modelo de intoxicación con acetaminofén 

(APAP) 
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La dosis tóxica más baja de acetaminofén reportada en ratas Wistar machos es de 500 

mg/kg, vía intraperitoneal (Vendemiale et al., 1996). Se ha demostrado que a dicha dosis 

los valores de enzimas hepáticas y algunos marcadores de estrés oxidativo celular son 

alterados significativamente dentro de las primeras 4-6 horas. Por ello, se realizó un 

experimento utilizando esta dosis y se evaluaron marcadores bioquímicos de daño hepático 

como alanina aminotransferasa (ALT), enzima localizada  principalmente en el tejido 

hepático y que el incremento de sus valores en sangre indican un cambio en la 

permeabilidad de las membranas de los hepatocitos y necrosis celular; glutatión reducido 

(GSH), principal  antioxidante endógeno no enzimático, la disminución de su concentración 

indica la presencia de agentes oxidantes causantes de estrés oxidativo celular; y el 

malondialdehído (MDA) que es el producto de la degradación de los fosfolípidos de las 

membranas celulares a causa de su oxidación con radicales libres (lipoperoxidación). 

Los resultados obtenidos de los niveles de ALT en suero sanguíneo de los diferentes grupos 

fueron significativamente diferentes respecto del grupo control (29.57 U/L ± 3.11 EEM), ya 

que para el grupo con 4 horas de intoxicación (APAP 4h) se obtuvieron valores de 59.36 

U/L ± 2.44, para el grupo con 5 horas de intoxicación (APAP 5h) de 66.36 U/L ± 9.80 y 

para el grupo con 6 horas de intoxicación (APAP 6h) de 62.11 U/L ± 7.88 EEM, como se 

muestra en la Figura 32. 
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Figura 32. Valores en suero sanguíneo de ALT (alanina aminotransferasa) de ratas Wistar machos. Se 

observan incrementos estadísticamente significativos para los grupos APAP con 4h de intoxicación, APAP 5h 
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de intoxicación y APAP 6h de intoxicación respecto del grupo control. Cada valor representa el promedio de 

4 muestras ± error estándar de la media. *p<0.05, **p<0.01. 

 

Además, los niveles de GSH en el tejido hepático disminuyeron considerablemente por 

efecto del estrés oxidativo generado del metabolismo de acetaminofén, mediado por 

oxidasas del citocromo P-450. Se obtuvieron valores para el grupo control de 1337 µg de 

GSH/g de tejido ± 65.67 EEM, mientras que todos los grupos intoxicados presentaron 

diferencias estadísticamente significativas respecto del grupo control: 550 ± 33.50 para el 

grupo APAP 4h, 532 ± 26.65 para el grupo APAP 5h, y de 832 ± 47.73 µg de GSH/g ± 

EEM (Figura 33).  
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Figura 33. Concentraciones de GSH (glutatión reducido) en homogenizados hepáticos de ratas Wistar 

machos, a diferentes tiempos post-intoxicación con acetaminofén (APAP). Se observan diferencias 

estadísticamente significativas en todos los grupos intoxicados con respecto del grupo control. Cada valor 

representa el promedio de 4 muestras ± error estándar de la media. ***p<0.0001. 

 

Respecto a la cuantificación de MDA en el tejido hepático, la Figura 34 muestra que a las 4 

horas post-intoxicación con APAP hubo un incremento significativo en los niveles de 

MDA (62.94 nmoles/100mg ± 4.05 EEM) respecto del grupo control (46.77 nmoles/100mg 

± 3.22 EEM), sin embargo, no se presentaron cambios significativos a las 5 o 6 horas 

(53.41 ± 2.03; 49.08 ± 3.22 nmoles/100mg ± EEM, respectivamente).  
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Figura 34. Concentraciones de malondialdehido (MDA) en homogenizados de tejido hepático de ratas Wistar 

machos a diferentes tiempos post-intoxicación con APAP. Se observó diferencia estadísticamente 

significativa después de 4h de intoxicación. Cada valor representa el promedio de 4 muestras ± error estándar 

de la media. *p<0.05. 

 

8.4 Ensayo biológico 

8.4.1 Determinación de los marcadores bioquímicos de daño hepático 

Como se indicó en el diseño experimental, la caracterización bioquímica para determinar la 

actividad antioxidante y hepatoprotectora de los dos extractos de tuna analizados en esta 

investigación, modelo in vivo de hepatotoxicidad por APAP, se basó en la cuantificación de 

varios marcadores enzimáticos y no enzimáticos de daño hepático, como: alanina 

aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (FA), 

glutatión reducido (GSH) y malondialdehído (MDA). 

8.4.1.1 Alanina aminotransferasa (ALT) 

Con relación a los valores de ALT en el suero sanguíneo del grupo control (37.96 U/L ± 

0.66 EEM): a) los animales intoxicados con APAP presentaron un aumento significativo 

(82.44 U/L ± 8.82 EEM), b) los grupos tratados solamente con los extractos de tuna tapona 

y cardona no presentaron aumentos significativos de ALT (37.33 ± 3.83 y 39.9 ± 3.31 U/L 

± EEM, respectivamente), lo que implica que el consumo de estos frutos no altera la 
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función hepática y c) el grupo tratado profilácticamente con GSH + APAP mostró un 

incremento significativo (69.77 U/L ± 5.51 EEM). Los resultados más relevantes fueron los 

valores séricos de ALT de los grupos tratados profilácticamente con tuna tapona (41.95 

U/L ± 3.32 EEM) y tuna cardona (58.14 U/L ± 6.10 EEM) previos a la intoxicación con 

APAP, ya que los extractos de las tunas mantuvieron niveles de ALT significativamente 

bajos respecto del grupo intoxicado con APAP, sugiriendo un posible efecto 

hepatoprotector por parte de dichos frutos. Sin embargo, este efecto no fue observado en el 

grupo GSH + APAP (Figura 35). 
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Figura 35. Valores séricos de alanina aminotransferasa (ALT) en los grupos estudiados. Con relación al 

control, el valor medio del grupo APAP aumentó significativamente, pero los extractos de tunas no 

produjeron cambios en los valores de esta enzima. Respecto al grupo APAP, los animales tratados con tuna + 

APAP tuvieron valores significativamente menores, aunque este efecto no se observó en el grupo GSH + 

APAP. Cada barra representa el promedio de 6 muestras ± error estándar de la media. *p<0.05, ***p<0.001 

con respecto al grupo control; ##p<0.05, ###p<0.001 con respecto al grupo APAP. 

 

8.4.1.2 Aspartato aminotransferasa (AST) 

En la determinación sérica de la enzima AST se observó el mismo patrón de 

comportamiento que el de ALT para todos los grupos experimentales. Respecto del valor 
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medio del grupo control (79.48 U/L ± 4.25 EEM): a) la actividad sérica de AST aumentó 

significativamente en el grupo intoxicado con APAP (319.76 U/L ± 48.03 EEM) y b) los 

extractos de las tunas tapona y cardona no modificaron la actividad de esta enzima (75.22 

U/L ± 2.76 y 84.5 U/L ± 5.83 EEM, respectivamente). Sin embargo, con relación al valor 

medio del grupo APAP, el tratamiento profiláctico con los extractos de tuna tapona y tuna 

cardona, previo a la intoxicación con APAP, disminuyó significativamente los valores de 

AST (129 ± 10.35 y 151 ± 33.33 U/L ± EEM, respectivamente). Este efecto no fue 

observado en los animales tratados profilácticamente con GSH, previo a la intoxicación con 

APAP (289 U/L ± 42.17 EEM), ya que no se redujo la liberación de la AST al torrente 

sanguíneo (Figura 36). 
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Figura 36. Valores séricos de la aspartato aminotransferasa (AST) en los grupos estudiados. Respecto al 

grupo control, el valor medio del grupo APAP aumentó significativamente, sin embargo, los extractos de las 

tunas no modificaron los valores de esta enzima. Con relación al grupo APAP, los valores de AST 

disminuyeron de manera significativa en los grupos tratados con los extractos de tunas + APAP; este efecto 

no se observó en el grupo GSH + APAP. Cada barra representa el promedio de 6 muestras ± error estándar de 

la media.   ***p<0.001 con respecto al grupo control; ###p<0.001 con respecto al grupo APAP. 
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8.4.1.3 Fosfatasa alcalina (FA) 

Aunque su función no es del todo conocida, la Fosfatasa alcalina (FA) es una enzima que 

aumenta sus valores séricos hasta diez veces respecto del valor normal en procesos 

patológicos hepáticos, dependiendo de la magnitud del daño sobre la capacidad excretora 

del hígado.  

En este contexto, respecto al valor medio del grupo control (319 U/L ± 15.4 EEM), la 

actividad sérica de la FA presentó el siguiente comportamiento: a) sus niveles aumentaron 

significativamente en el grupo intoxicado con APAP (512 U/L ± 36.65 EEM) y b) los 

grupos tratados con tuna tapona (285 U/L ± 36.21) y tuna cardona (251 U/L ± 35.17) no 

presentaron cambios significativos. Además, el tratamiento profiláctico con el extracto de 

tuna tapona y con GSH tuvo la capacidad de revertir el daño hepático producido por 

acetaminofén, ya que con relación al valor medio del grupo APAP, los niveles séricos de 

FA disminuyeron de manera significativa en los grupos tuna tapona + APAP (246 U/L ± 

11.18) y GSH + APAP (309 U/L ± 15.45); sin embargo, este fenómeno no se observó en el 

grupo tuna cardona + APAP (459 U/L ± 28.59 EEM) (Figura 37). 
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Figura 37. Valores séricos de FA en los grupos de ratas estudiados. Los niveles de FA aumentaron 
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significativamente en el grupo APAP respecto del grupo control. Los extractos de tuna no indujeron cambios 

en los niveles de esta enzima. El tratamiento profiláctico con tuna tapona y GSH redujo los niveles de FA 

respecto del grupo APAP, pero este efecto no se observó con la tuna cardona. Cada barra representa el 

promedio de 6 muestras ± error estándar de la media. **p<0.05, ***p<0.01 respecto del grupo control; 

###p<0.001 respecto del grupo APAP. 

 

8.4.1.4 Glutatión reducido (GSH) 

El glutatión reducido (GSH) es el principal antioxidante endógeno no enzimático de 

defensa contra el estrés oxidativo celular. Por ello, es uno de los principales indicadores de 

daño hepático, puesto que la más amplia reserva de este compuesto se encuentra 

precisamente en este órgano.  

De esta manera, al evaluar la concentración de GSH en el tejido hepático de los animales 

estudiados, se observó que en el grupo APAP los niveles de GSH (198 μg/g ± 4.15 EEM) 

disminuyeron significativamente respecto al grupo control (1797 μg/g ± 27.97 EEM). El 

uso profiláctico de tuna tapona, tuna cardona y GSH + APAP (1377 μg/g ± 119, 625 μg/g ± 

43.50 y 668 μg/g ± 46.23 EEM, respectivamente) mostraron un efecto protector al lograr 

mantener reservas significativas de GSH en el hígado, respecto del grupo APAP. Los 

valores medios para los grupos tuna tapona (1694 μg/g ± 41.57 EEM) y tuna cardona (1652 

μg/g ± 40.96 EEM) no fueron alterados respecto de los valores controles y presentaron 

diferencias significativas respecto del grupo APAP (Figura 38). 
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Figura 38. Concentraciones de GSH en el hígado de ratas Wistar machos de los grupos estudiados. Se 

observaron diferencias significativas en todos los grupos respecto del grupo intoxicado con APAP. La 

administración de extractos de tuna no indujo estrés oxidativo y ayudó a mantener la reserva de GSH hepática 

después de la intoxicación aguda con APAP. Cada barra representa el promedio de 6 muestras ± error 

estándar de la media.  *p<0.05, ***p<0.001 respecto del grupo control; ###p<0.001 respecto del grupo APAP.  
 

8.4.1.5 Malondialdehido (MDA) 

Como se mencionó anteriormente, el daño oxidativo inducido por APAP sobre las 

membranas lipídicas de los hepatocitos fue medido mediante la cuantificación de MDA en 

el tejido hepático.  

Los resultados obtenidos de este ensayo mostraron que respecto al valor medio del grupo 

control (44.75 ± 1.78 nmoles/100 mg de tejido): a) el grupo tratado con APAP aumentó de 

manera significativa (64.67 ± 2.16 nmoles/100 mg) los niveles de MDA y b) los valores 

medios de los grupos tuna tapona (53.41 ± 2.02 nmoles/100 mg) y tuna cardona (46.48 ± 

2.08 nmoles/100 mg) tuvieron leves incrementos no significativos. Asimismo, con relación 

al grupo APAP, los grupos tuna tapona + APAP (56.44 ± 2.88 nmoles/100 mg) y tuna 
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cardona + APAP (62.36 ± 2.17 nmoles/100 mg) no mostraron diferencias significativas. Sin 

embargo, el tratamiento profiláctico con GSH protegió a las membranas de los hepatocitos 

contra el daño oxidativo producido por el acetaminofén, ya que los niveles hepáticos de 

MDA disminuyeron significativamente en el grupo GSH + APAP (44.61± 2.35 nmoles/100 

mg) con respecto a los valores obtenidos en el grupo APAP (64.67 ± 2.16 nmoles/100 mg) 

(Figura 39). 
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Figura 39. Concentraciones hepáticas de MDA en los animales estudiados. Respecto al valor medio del grupo 

APAP, los grupos tuna tapona + APAP y tuna cardona + APAP presentaron valores semejantes. Sin embargo, 

el tratamiento con GSH disminuyó significativamente el daño oxidativo producido por el APAP. *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 respecto del grupo control; ##p<0.01, ###p<0.001 respecto del grupo APAP. 

 
La Tabla 5 resume los valores obtenidos de todas las determinaciones bioquímicas de los 

principales marcadores de daño hepático en los diferentes grupos experimentales, con su 

respectivo análisis estadístico. En ella se muestra que los extractos de tuna protegen contra 

el daño hepático inducido con acetaminofén por estrés oxidativo celular. 
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Tabla 5. Valores promedio de los marcadores bioquímicos de daño hepático en los grupos de ratas Wistar 

machos que fueron estudiados. En general, el tratamiento con los extractos de las tunas tapona y cardona 

disminuyó la magnitud del daño producido por el APAP en el hígado. 

Grupo ALT (IU/L) AST (IU/L) FA (IU/L) GSH (µg/g) MDA 

(nmoles/100mg) 

Control 37.96±0.7# 79.48±4.3# 319±15.4# 1797±28# 44.75±1.8# 

APAP 82.44±8.8* 320±48* 512±36.7* 198±4.2* 64.67±2.2* 

Tuna tapona 37.33±3.8# 75.22±2.8# 285±36.2# 1709±23.1# 53.41±2.0*# 

Tuna cardona 39.90±3.3# 84.50±5.8# 251±35.2# 1519±101*# 46.48±2.1# 

Tuna tapona + APAP 41.95±3.3# 129±10.4# 246±11.2# 1608±30.6*# 56.44±2.9* 

Tuna cardona + APAP 58.14±6.1*# 151±33.3# 459±28.6* 666±47.1*# 62.36±2.2* 

GSH + APAP 69.77±5.5* 289±42.2* 309±15.5# 604±25.8*# 44.61±2.4*# 

Valores promedio de 6 muestras ± error estándar de la media.          
* p<0.05 con respecto al grupo control. 
# p<0.05 con respecto al grupo APAP. 

 

8.4.2 Expresión génica relativa 

8.4.2.1 Citocromo P-450 isoforma 2E1 (CYP2E1) 

Cuando se saturan las principales rutas metabólicas hepáticas por sobredosis con 

acetaminofén, entran en acción las oxidasas del citocromo P-450, específicamente la 

isoforma 2E1 (CYP2E1), como una de las más importantes. Esta enzima metaboliza 

cantidades importantes de acetaminofén generando un radical libre altamente tóxico para 

los componentes celulares como lípidos, proteínas y ácidos nucleicos. Sin embargo, se sabe 

también que esta enzima participa en el metabolismo de flavonoides.  

Los resultados obtenidos del ensayo de expresión génica relativa para la CYP2E1 

mostraron que en el grupo APAP aumentó significativamente su expresión, con respecto al 

grupo control. De igual forma, el tratamiento profiláctico con los extractos de tuna indujo la 

sobreexpresión de dicha enzima con respecto al grupo control, aunque solamente fue 

significativa para el grupo que recibió tuna tapona. La administración profiláctica de los 

extractos de tuna previa a la intoxicación con APAP redujo los niveles de expresión de 

dicha enzima, pero nuevamente solo fue significativa para el grupo tuna cardona + APAP 

(Figura 40). 
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Figura 40. Expresión génica relativa de la enzima CYP2E1 en hepatocitos de los diferentes grupos 

experimentales. El grupo APAP aumentó significativamente la expresión respecto del grupo control. Los 

extractos de tunas usados profilácticamente también incrementaron los valores de dicha enzima debido a la 

presencia de flavonoides en los mismos. Los extractos usados antes de la intoxicación con APAP redujeron la 

sobreexpresión de CYP2E1. El grupo GSH + APAP no mostró cambios respecto del grupo APAP. Cada barra 

representa el promedio de 4 muestras analizadas por duplicado ± desviación estándar.  # p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001 respecto del grupo APAP; ***p<0.001 respecto del grupo control. 

 

8.4.2.2 Manganeso-Superóxido dismutasa (Mn-SOD) 

La superóxido dismutasa dependiente de manganeso o superóxido dismutasa 2 (SOD2) 

mitocondrial se encuentra codificada en el ADN y su función como dismutasa es 

completamente activada en la mitocondria para destoxificar la sobreproducción del anión 

superóxido (O2
•–), cuando la cadena respiratoria mitocondrial sufre algún desequilibrio y 

tiene que ser sobreexpresada. Los resultados obtenidos muestran que el grupo APAP 

incrementó la sobreexpresión de esta enzima respecto del grupo control. Los extractos de 

tuna no indujeron cambio alguno respecto del grupo control. En los grupos tuna tapona + 

APAP y tuna cardona + APAP hubo una disminución significativa de los niveles de 



  

GONZALEZ-PONCE HERSON ANTONIO ǀ DCB 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE AGUASCALIENTES 
94 

 

expresión génica relativa de Mn-SOD respecto del grupo APAP. El grupo GSH + APAP no 

presentó cambios respecto del grupo APAP (Figura 41). 
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Figura 41. Expresión génica relativa de la enzima superóxido dismutasa dependiente de manganeso (Mn-

SOD) en tejido hepático de rata. En el grupo APAP hubo sobreexpresión significativa de la enzima respecto 

del grupo control. Los extractos de tuna no produjeron cambios en la expresión de la Mn-SOD. Los grupos 

que recibieron dosis profilácticas de los extractos antes de la intoxicación con APAP redujeron 

significativamente la expresión de la Mn-SOD respecto del grupo APAP. El grupo GSH + APAP no mostró 

diferencias significativas respecto del grupo APAP, pero sí con relación al control. Cada barra representa el 

promedio de 4 muestras analizadas por duplicado ± desviación estándar. ##p<0.01, ###p<0.001 respecto del 

grupo APAP; *p<0.05, **p<0.001, ***p<0.001 respecto del grupo control. 

 

8.4.2.3 Cobre/Zinc-Superóxido dismutasa (Cu/Zn- SOD) 

La superóxido dismutasa dependiente de cobre/zinc o superóxido dismutasa 1 (SOD1) se 

encuentra principalmente en el citosol de células eucariotas y es necesaria para mantener la 

vida en condiciones aeróbicas. Esta enzima parece ser la principal línea de defensa contra 

los radicales libres derivados del oxígeno y puede ser rápidamente inducida bajo 

condiciones de estrés oxidativo celular.  
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Los resultados del análisis de expresión relativa para la SOD1 mostraron un incremento 

significativo en el grupo APAP, respecto del grupo control. Los extractos de tuna usados 

profilácticamente no provocaron sobreexpresión de la enzima en las células hepáticas. Tuna 

tapona + APAP demostró protección a los hepatocitos al disminuir significativamente la 

expresión de SOD1 respecto del grupo APAP. Los grupos tuna cardona + APAP y GSH + 

APAP no mostraron el mismo efecto protector, pues hubo una sobreexpresión significativa 

de la enzima respecto del grupo control (Figura 42). 
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Figura 42. Expresión génica relativa de la enzima Cu/Zn-SOD en hígado de los diferentes grupos 

experimentales. APAP produjo la sobreexpresión génica significativa de la enzima respecto del grupo control. 

Los extractos de tuna no indujeron cambios significativos en la expresión de la enzima respecto al control. El 

grupo tuna tapona + APAP disminuyó significativamente la expresión de Cu/Zn-SOD respecto del grupo 

APAP. Los tratamientos profilácticos con tuna cardona y GSH previos a la intoxicación con APAP no 

redujeron los niveles de expresión génica de la enzima, sino que, por el contrario, los aumentaron. Cada barra 

representa el promedio de 4 muestras analizadas por duplicado ± desviación estándar. ###p<0.001 respecto del 

grupo APAP; **p<0.001, ***p<0.001 respecto del grupo control. 
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8.4.2.4 Glutatión peroxidasa (GPx) 

La peroxidasa de glutatión (GPx) es una enzima dependiente de selenio y juega un rol 

importante en la destoxificación reductiva de peróxidos en las células que utiliza al 

glutatión como fuente de reducción. La GPx es una enzima importante que se encuentra en 

el citoplasma y la mitocondria de todos los tipos de células. En este ensayo, la expresión 

hepática de la GPx disminuyó significativamente en el grupo APAP, respecto del grupo 

control; además, el tratamiento cotidiano con los extractos de tunas no generó cambios 

significativos en la expresión de esta enzima. Los grupos de ratas que recibieron dosis 

profilácticas de estos extractos y de GSH, antes de la intoxicación con APAP, mostraron 

incrementos significativos en los niveles de la expresión relativa de la GPx respecto del 

grupo APAP (Figura 43). 
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Figura 43. Niveles de inducción de la expresión génica relativa de la enzima glutatión peroxidasa (GPx) en 

tejido hepático de ratas Wistar. Respecto al control, la expresión génica de esta enzima disminuyó 

significantemente en el grupo APAP, mientras que los extractos de los frutos de tunas no produjeron cambios 

significativos. Con relación al grupo APAP, los tratamientos profilácticos con los extractos de tunas y de 

GSH, previos a la intoxicación con APAP, aumentaron significativamente la expresión de la GPx. Cada barra 
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representa el promedio de 4 muestras analizadas por duplicado ± desviación estándar. #p<0.05, ##p<0.01, 

###p<0.001 respecto del grupo APAP; *p<0.05 respecto del grupo control. 

 

8.4.2.5 Catalasa (CAT) 

La catalasa es una enzima ubicada principalmente en los peroxisomas de las células 

hepáticas de los mamíferos; una de sus principales funciones, cuando existen niveles altos 

de H2O2, es catalizar la descomposición de este peróxido en agua y O2 para proteger a los 

orgánulos celulares y tejidos del daño oxidativo. 

Los resultados obtenidos de este ensayo mostraron una disminución significativa en la 

expresión génica relativa de la CAT en el grupo APAP, con respecto al grupo control. El 

tratamiento con tuna tapona aumentó significativamente la expresión de este gen respecto 

del grupo control, caso contrario para el grupo tratado con tuna cardona. Es importante 

señalar que el tratamiento profiláctico con los dos extractos de tunas normalizó los niveles 

de expresión génica de CAT en los grupos que fueron intoxicados con APAP, y fueron 

significativamente diferentes a los valores obtenidos del grupo intoxicado con APAP 

solamente. Asimismo, el grupo que recibió profilácticamente GSH logró incrementar 

significativamente los niveles de catalasa respecto del grupo control y del grupo APAP, 

mostrando con ello un efecto protector (Figura 44). 
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Figura 44. Expresión génica relativa del mARN de catalasa (CAT) en hígado de ratas Wistar de los grupos 

estudiados. Respecto del grupo control, el tratamiento con APAP y con el extracto de tuna cardona 

disminuyeron significativamente la expresión de la CAT, mientras que el extracto de tuna tapona incrementó 

la expresión de esta enzima. Con relación al grupo APAP, ambos extractos de tuna (tuna + APAP) 

aumentaron significativamente la expresión de la enzima hasta niveles semejantes al grupo control. La 

expresión de CAT en el grupo GSH + APAP fue significativamente mayor a la del grupo control y a la del 

grupo APAP. Cada barra representa el promedio de 4 muestras analizadas por duplicado ± desviación 

estándar.  ###p<0.001 respecto del grupo APAP; *p<0.05, **p<0.001 respecto del grupo control. 

 

8.4.3 Histopatología 

Después del procesamiento de las muestras de tejido hepático para obtener las laminillas 

teñidas con la técnica de PAS, se realizó el análisis histopatológico para cada muestra de 

cada grupo experimental tomando en cuenta la morfología de los hepatocitos, la presencia 

de infiltrado inflamatorio en las áreas circundantes a los vasos sanguíneos o de rastros de 

muerte celular en las diferentes zonas de los acinos hepáticos, principalmente en el área 

centrolobulillar (zona III) donde se sabe existe una mayor expresión de las isoenzimas del 

citocromo P-450. 
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8.4.3.1 Ácido peryódico de Schiff (PAS) 

Los resultados obtenidos del análisis histopatológico de las muestras de tejido hepático 

obtenidas del grupo APAP (acetaminofén) arrojaron una cantidad importante de células 

hepáticas (hepatocitos) vacuolizadas principalmente en el área central del lobulillo hepático 

(centrolobulillar) o zona III del acino hepático (Figura 45, B). Además, hubo una 

considerable pérdida de glucógeno citoplasmático en los hepatocitos de la zona III, 

mientras que en los hepatocitos de las zonas I y II hubo una menor pérdida del mismo 

(Figura 45, C). También se observaron células con núcleos comprimidos y cromatina 

condensada (picnosis) y se identificaron restos celulares con las características de necrosis 

de muerte celular por necrosis (Figura 45, D). En la figura 45, A; se pueden observar los 

hepatocitos cercanos al área centrolobulillar del grupo control sin alteraciones morfológicas 

y con reacción positiva a la tinción con PAS. 

  

            
Figura 45. Imágenes histopatológicas de tejido hepático de animales de los grupos control y APAP. (A)                                        
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Control: morfología normal en todas las zonas del acino hepático con tinción PAS positiva, indicando 

reservas de glucógeno (flecha negra*), magnificación 100x. (B) Grupo APAP: intensa vacuolización 

citoplasmática de los hepatocitos cercanos a la vena central (zonas II y III, flecha negra**), magnificación 

100x. (C) Tinción de PAS del grupo APAP indicando depleción del glucógeno citoplasmático y 

vacuolización de los hepatocitos cercanos a la vena central (flecha negra**), magnificación 200x. (D) Núcleo 

picnótico y necrosis focal de hepatocitos del grupo APAP (flecha negra***), magnificación 400x. 

 

En los hepatocitos de los grupos tratados solamente con dosis profilácticas de tuna (tapona 

y cardona) no hubo cambios morfológicos aparentes en ninguno de los casos, además, se 

pudo observar una importante presencia de glucógeno citoplasmático en los hepatocitos de 

las zonas II y III del acino hepático indicando que el consumo cotidiano de los mismo no 

genera algún efecto pro-oxidante, siempre y cuando no se exceda de la dosis adecuada 

(Figura 46, A y B). Interesantemente, para los hepatocitos de los grupos tratados 

profilácticamente con los extractos de tuna e intoxicados con APAP no se observaron 

cambios morfológicos importantes, además, presentaron reacción positiva a la tinción con 

PAS indicando que la reserva de glucógeno citoplasmático no fue requerida (Figura 46, C y 

D). En los hepatocitos cercanos a la vena central del grupo que recibió dosis profilácticas 

de GSH e intoxicado con APAP se observó pérdida parcial del glucógeno citoplasmático, 

pero no se observaron cambios morfológicos importantes (Figura 46, E). 

     
Figura 46. Continúa 
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Figura 46. Imágenes histopatológicas de tejido hepático de ratas intoxicadas con APAP y tratadas 

profilácticamente con los extractos de tuna. (A) Grupo tratado con jugo de tuna de Opuntia robusta y (B) de 

Opuntia streptacantha: hepatocitos de las zonas II y III del acino hepático con morfología normal y reacción 

positiva a la tinción de PAS (flecha negra), magnificación 100x; (C) grupo tratado con Opuntia 

robusta+APAP; (D) grupo tratado con Opuntia streptacantha+APAP; y (E) grupo tratado con GSH+APAP: 

morfología normal y tinción positiva de hepatocitos del área pericentral (zonas II y III) (flecha negra*), 

magnificación 100x; (F) zonas del acino hepático. 

 

9 DISCUSION 

Los frutos de las especies del género Opuntia han sido disfrutados por miles de años y 

fueron un componente importante de la dieta humana. El origen de su consumo data de 

civilizaciones antiguas mesoamericanas particularmente de la cultura azteca. En la 

actualidad, se sigue disfrutando del consumo de dichos frutos y, además, existe evidencia 

científica que muestra algunas de sus propiedades nutracéuticas. Por ello, recientemente, ha 

surgido un gran interés de la comunidad científica por dilucidar la composición fitoquímica 
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de cada especie, las propiedades nutricionales y terapéuticas de los compuestos presentes 

en los mismos, así como de sus mecanismos de acción.  

Como ya fue señalado, las especies Opuntia streptacantha y Opuntia robusta están 

ampliamente distribuidas en la región central de la República Mexicana, en donde son 

cultivadas para la producción de sus frutos. Estos son muy consumidos por los pobladores 

que tienen acceso a ellos y constituyen una fuente rica de compuestos nutracéuticos. Es 

importante mencionar que entre la población metropolitana existe poco conocimiento sobre 

el fruto de Opuntia robusta “tuna tapona” y, en consecuencia, su consumo es mucho menor 

que el fruto de Opuntia streptacantha “tuna cardona” que es más ampliamente conocida 

respecto de zonas rurales (Sáenz, 2013).  

Los beneficios nutracéuticos de los frutos del género Opuntia no solo se caracterizan por su 

gran contenido de fibra, vitaminas y minerales, sino también por su capacidad antioxidante 

relacionada con la presencia de diversos compuestos fenólicos incluidos los flavonoides y 

una mezcla de pigmentos amarillos (betaxantinas) y rojos (betacianinas) (Galati et al., 

2003). Sin embargo, las concentraciones de estos compuestos antioxidantes en los frutos 

del genero Opuntia son generalmente muy variables ya que, como sucede para cualquier 

producto o subproducto de origen natural, depende de la especie, de los factores físico-

químicos y medioambientales del lugar donde se encuentren, e incluso de su nivel de 

madurez (Díaz Medina, 2007; Coria Cayupán, 2011). 

Los flavonoides son pigmentos de origen natural ampliamente distribuidos en las plantas, 

flores y frutos. Son los mayores componentes funcionales de muchas preparaciones 

herbales para usos médicos. La ingesta diaria de flavonoides en una dieta normal, 

especialmente en frutas y vegetales, es de 1-2 g por día (Havsteen, 2002). En la actualidad, 

se sabe que los compuestos fenólicos de tipo flavonoide poseen propiedades nutracéuticas, 

como antioxidantes y anti-inflamatorios, destacando el flavonol quercetina como el 

compuesto que estructuralmente posee la mejor actividad antioxidante, ya que presenta 

diversos grupos oxhidrilo (-OH) en posiciones meta y para; además, es el compuesto más 

abundante en frutas, vegetales y bebidas, cuyas propiedades han sido relacionadas con la 
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prevención y tratamiento de enfermedades cardiovasculares y cáncer, por ejemplo (Russo et 

al., 2012). En consecuencia, el uso de flavonoides puros en la actualidad ha ido en 

incremento para el tratamiento de algunas enfermedades, debido a su capacidad para inhibir 

enzimas específicas, estimular algunas hormonas y neurotransmisores, reducir la 

lipoperoxidación como antioxidantes (van Acker et al., 2006; Frémot et al., 1998) y como 

hepatoprotectores (Wu et al., 2016). 

Las betalainas son pigmentos naturales presentes en plantas del orden Caryophyllales. La 

estructura química de estos compuestos se deriva del ácido betalámico y, dependiendo de 

los componentes unidos a su cadena principal, se pueden generar betacianinas y 

betaxantinas. Es bien sabido que el estrés oxidativo genera cambios bioquímicos que 

contribuyen al desarrollo de muchas enfermedades crónico-degenerativas como cáncer y 

cardiopatías (Azeredo, 2009). Hay evidencias derivadas de trabajos de investigación que 

demuestran que las betalaínas tienen actividad antioxidante y reducen la peroxidación 

lipídica, ya que en su estructura cuentan con una fracción fenólica y un grupo amino cíclico 

a los cuales se les atribuye dicha propiedad reductora (Stintzing et al., 2005; y, Livrea y 

Tesoriere, 2013). 

En este trabajo de investigación se realizaron por separado extracciones del jugo de los 

frutos de ambas especies de Opuntia, provenientes de diferentes plantas de la misma 

especie y de la misma región, protegiéndolas de la luz en todo momento. El uso del jugo de 

los frutos es justificado debido a que Stinzing y cols. (2005) demostraron que el jugo de los 

frutos de diferentes clones de la especie Opuntia ficus-indica y Opuntia robusta contiene 

mayor cantidad de compuestos bioactivos e incluso mayor capacidad antioxidante 

determinada por diferentes métodos que la pulpa de los mismos. Asimismo, se encontró 

una gran cantidad de compuestos bioactivos en las dos especies de tunas analizadas, 

principalmente compuestos betalaínicos y flavonoides. El fruto de Opuntia robusta 

presentó mayor cantidad de betalaínas totales (betacianinas “rojo-purpura” y betaxantinas 

“amarillos”), así como flavonoides, fenólicos totales y ácido ascórbico, con respecto al jugo 

extraído del fruto de Opuntia streptacantha, incluso la primera especie presentó una 

coloración mucho más intensa que la segunda.  
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En nuestro estudio, las cantidades obtenidas de los principales compuestos bioactivos 

concuerdan con las obtenidas por Sumaya-Martínez y cols. (2011), quienes realizaron una 

caracterización química de los principales compuestos presentes en siete especies de frutos 

del genero Opuntia con diferentes coloraciones; también demostraron que los frutos con 

coloración rojo-purpúrea tienen mayor concentración de ácido ascórbico, compuestos 

fenólicos totales (incluidos los flavonoides) y betalaínas totales, con respecto a los frutos de 

coloración amarilla. Además, es importante señalar que la quercetina fue el flavonoide más 

abundante en los extractos de frutos de Opuntia robusta y de Opuntia streptacantha, lo que 

seguramente les confiere su excelente actividad reductora (antioxidante). Esto fue 

demostrado por Kuti (2004) quien analizó la presencia de diferentes flavonoides, entre 

otros compuestos antioxidantes como carotenoides y ácido ascórbico, en cuatro diferentes 

especies de frutos del género Opuntia. Sus resultados mostraron mayor abundancia del 

flavonol quercetina en los cuatro frutos, con respecto a otros flavonoides analizados como 

canferol e isorramnetina.  

Asimismo, de los diferentes análisis de la capacidad antioxidante a los que fueron 

sometidos los jugos de las dos especies de tuna estudiadas, se obtuvieron resultados que 

demuestran que el jugo del fruto de Opuntia robusta tiene mayor capacidad para neutralizar 

radicales libres (capacidad reductora) que el jugo del fruto de Opuntia streptacantha; esto 

posiblemente se deba a que los frutos de Opuntia robusta tienen mayor cantidad de 

compuestos antioxidantes en su jugo. Dichos resultados apoyan lo obtenido por Yahia y 

Mondragon-Jacobo (2011) quienes estudiaron la caracterización de los componentes 

nutricionales y la actividad antioxidante de la pulpa de diez frutos de especies del género 

Opuntia, incluidas robusta y streptacantha. Entre sus resultados describen haber 

encontrado mayor cantidad de compuestos nutricionales, así como de actividad 

antioxidante en la especie Opuntia robusta con respecto a Opuntia streptacantha.    

En años recientes, varios trabajos han demostrado que el jugo extraído de diferentes 

especies de frutos del genero Opuntia tiene diversas propiedades biológicas, entre ellas: 

anticlastogénicas (Madrigal-Santillan, 2013), anticarcinogénicas (Zou et al., 2005), 

antiulcerativas (Galati, et al., 2003), antilipoperoxidantes (Alimi et al., 2012) y 
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antioxidativas (Brahmi et al., 2011). Muchos de estos efectos han sido relacionados 

directamente con la presencia de compuestos qumiopreventivos como las betalaínas, los 

flavonoides y otros compuestos fenólicos, aunque como se mencionó anteriormente, es 

difícil predecir cuál de ellos aporta el mayor efecto protector (preventivo o terapéutico) 

pues depende de su concentración, y esto está dado por diversos factores externos, 

dependiendo del lugar donde se encuentren las plantas que brindan tales frutos.  

También existe la posibilidad de que la mezcla de dichos compuestos en la misma planta o 

fruto generen un efecto sinérgico en los organismos de las personas que los consumen, ya 

que se ha demostrado que al aislar y probar diferentes compuestos por separado, 

generalmente no tienen el mismo efecto que al estar mezclados (Heber, 2004). Por ello, 

actualmente existe una tendencia mundial en retomar el uso de plantas, frutos y otros 

productos naturales para el tratamiento o prevención de diversas enfermedades agudas o 

crónico-degenerativas (Kuti, 2004).    

Se han publicado diversos estudios que demuestran la toxicidad hepática aguda inducida 

con el acetaminofén en varios modelos animales. Dichos estudios emplean diferentes dosis 

para inducir el daño hepático. Es importante mencionar que el efecto que se buscó en 

nuestros animales de experimentación fue la inducción de toxicidad hepática aguda sin 

llegar a la muerte, con la menor dosis de acetaminofén reportada por vía intraperitoneal en 

ratas macho de la cepa albina Wistar. Por ello, se utilizó la dosis reportada por Vendemiale 

et al. (1996) de 500 mg/kg i.p., la cual fue suficiente para inducir la toxicidad hepática 

aguda deseada y alterar significativamente los valores de los principales marcadores de 

daño hepático en suero y tejido homogenizado, respecto de los valores de un grupo control. 

Además, fue necesario realizar una curva tiempo-respuesta utilizando la dosis de 500 

mg/kg de acetaminofén en ratas macho Wistar, intraperitoneal, para determinar el tiempo 

exacto en donde se presentan los cambios más significativos de los principales marcadores 

bioquímicos de daño hepático. Se encontró que, después de 5 horas, los valores de la 

enzima ALT en suero sanguíneo, así como de GSH y MDA en tejido hepático 

homogenizado se alteran significativamente.  
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Estos resultados concuerdan con lo reportado por Bauer et al. (2000), Pang et al. (2016) y 

Kim et al. (2015) quienes empleando un modelo de toxicidad hepática aguda inducida con 

acetaminofén (vía intraperitoneal) demostraron que, de 4-8 horas post-intoxicación, varios 

de los principales marcadores de daño hepático como ALT, AST, LDH, GSH e incluso 

niveles de expresión génica relativa de algunas enzimas y reguladores bioquímicos 

intracelulares se alteran significativamente respecto de lo obtenido en un grupo control. 

Los resultados del ensayo biológico de este estudio confirmaron lo anterior ya que los 

principales marcadores de daño hepático en suero sanguíneo fueron significativamente 

modificados por la intoxicación aguda con APAP. Existe evidencia suficiente que muestra 

que cuando las rutas metabólicas normales del acetaminofén (glucoruno-conjugación y 

sulfatación) son saturadas por una sobredosis de este fármaco, existen mecanismos 

compensatorios para poder eliminarlo con la actividad de otras enzimas. Tal es el caso de 

las oxidasas del grupo del Citocromo P-450 (CYP450), mayormente la isoforma 2E1 

(CYP2E1), que ayudan a metabolizar el exceso de acetaminofén, incrementando incluso 

sus niveles de expresión génica, aunque la consecuencia de dicha sobre-expresión sea la 

sobre-producción de un metabolito altamente reactivo (NAPQI) que, posteriormente, 

desencadena una serie de reacciones nocivas al interior de las células. En efecto, está bien 

establecido que después de dosis tóxicas de APAP, la producción de NAPQI genera la 

formación de aductos proteicos, específicamente 3-nitrotirosina (3-NT), como consecuencia 

de la producción de peroxinitrito en áreas centrolobulillares hepáticas, donde el CYP2E1 es 

altamente expresado, lo que sugiere que la formación de 3-NT es esencial en la toxicidad 

inducida con APAP (Abdelmegeed et al., 2010). 

Como ya fue señalado, los sistemas biológicos cuentan con un complejo sistema 

antioxidante (enzimático y no enzimático) para contrarrestar la toxicidad celular causada 

por los radicales libres u otros agentes oxidantes. El GSH es el principal antioxidante 

endógeno no enzimático que, en primer nivel, protege al hígado del daño producido por el 

radical NAPQI derivado del metabolismo del APAP. Sin embargo, se ha descrito que las 

enzimas del CYP450 no solamente se encuentran en el retículo endoplásmico sino también 

en la mitocondria, donde metabolizan una gran cantidad de sustratos y producen cantidades 
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significativas de radicales libres. En efecto, se sabe que en el hígado de la rata más del 40% 

del total del CYP2E1 celular se encuentra en la mitocondria y cuando se usa APAP como 

modelo de toxicidad, la localización de CYP2E1 en la mitocondria es suficiente para 

producir sobreproducción de especies reactivas de oxígeno, depleción de GSH, incremento 

de la expresión Hsp70 mitocondrial, disfunción mitocondrial y citotoxicidad (Knockaert et 

al., 2011).  

Por ello, dependiendo de la dosis de APAP y la cantidad de NAPQI producido, las reservas 

de GSH pueden disminuir drásticamente hasta agotarse por completo, lo que permite que 

dicho metabolito reactivo interactúe con los lípidos y las proteínas de todas las membranas 

celulares, provocando un incremento en la permeabilidad y/o ruptura membranal (necrosis) 

con la consecuente liberación hacia el espació extracelular y, posteriormente, al torrente 

sanguíneo de varias enzimas que se encuentran en mayor cantidad en el tejido hepático 

como ALT, AST, FA y LDH indicando un daño severo a las células parenquimatosas (Bajt 

et al., 2000). Así, las determinaciones en suero o plasma sanguíneo de dichas enzimas 

(perfil hepático) siguen siendo el análisis de rutina más útil para el diagnóstico de 

enfermedades hepáticas, aunque actualmente se están evaluando otros métodos de 

diagnóstico más precisos empleando diferentes fragmentos de micro-ARN como 

biomarcadores tempranos de daño hepático (Ward, 2012).  

Sin embargo, como se mencionó previamente, existe también un sistema de defensa 

antioxidante enzimático en el que participan diversas enzimas que se encuentran 

principalmente en el hígado como catalasa, glutatión peroxidasa (GPx) y superóxido 

dismutasa (SOD). Dichas enzimas tienen la capacidad de autorregulación dependiendo de 

las necesidades celulares. Al disminuir considerablemente el principal recurso antioxidante 

no enzimático (GSH), dichas enzimas juegan un papel importante en la defensa celular 

contra el estrés oxidativo y pueden ser genéticamente sobre-expresadas según lo requieran 

los hepatocitos (Conde de la Rosa et al., 2006).  

Al respecto, diversos reportes han demostrado que ciertos compuestos fitoquímicos, 

específicamente del tipo flavonoide, tienen la capacidad de inducir la sobre-expresión del 
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sistema enzimático de defensa antioxidante, sin provocar estrés oxidativo celular, lo que 

mejora la capacidad protectora antioxidante contra los factores endógenos o exógenos que 

favorezcan la producción de agentes oxidantes celulares (Dani et al., 2008; Alimi et al., 

2012). Por ello, la cuantificación de la expresión génica relativa de las diferentes enzimas 

involucradas en el metabolismo de fármacos y la defensa antioxidante puede ser de gran 

utilidad en el diagnóstico y pronóstico de pacientes con enfermedades hepáticas agudas e 

incluso crónicas, pues de esta forma se puede predecir el desarrollo de una patología.     

Los resultados de este trabajo también mostraron que el consumo profiláctico de los jugos 

extraídos de los frutos de Opuntia robusta y Opuntia streptacantha tienen la capacidad de 

normalizar la expresión génica del CYP2E1, previniendo la formación de NAPQI por el 

metabolismo de una dosis tóxica de APAP. Además, ambos extractos normalizaron la 

expresión génica de las principales enzimas antioxidantes, como la catalasa y la glutatión 

peroxidasa, después de la intoxicación aguda con acetaminofén; por lo contrario, el daño 

inducido con acetaminofén solamente parece generar cambios irreversibles al interior de la 

célula en donde incluso la expresión génica relativa de catalasa y glutatión peroxidasa 

disminuyen significativamente. Esta disminución podría estar relacionada directamente con 

un mecanismo de daño a la estructura molecular del ADN, ya que diversos estudios han 

demostrado que la sobreproducción del agente oxidante NAPQI genera daño mitocondrial 

irreparable al desacoplar la cadena transportadora de electrones, lo que se traduce en la 

disminución de la producción de la energía celular necesaria (ATP), un incremento en la 

permeabilidad de las membranas mitocondriales y la sobreproducción de ROS. Esto impide 

inducir la muerte celular programada (apoptosis) y, a la vez, induce la lipoperoxidación de 

las principales membranas celulares favoreciendo su ruptura y la exposición de los 

componentes celulares hacia la matriz extracelular, fenómeno conocido como necrosis 

(Jaeschke et al., 2003; Jaeschke & Bajt, 2005). 

El análisis histológico del hígado de los animales de experimentación mostró que los 

compuestos antioxidantes presentes en los dos extractos de tuna ejercieron un efecto cito-

protector al disminuir el daño y los cambios morfológicos causados por el NAPQI en el 

área centrolobulillar de los hepatocitos; además, evitaron que se agotaran las reservas de 
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glucógeno citoplasmático de estas células. En consecuencia, esto puede ser interpretado 

como una disminución del daño mitocondrial pues la producción de ATP presumiblemente 

no disminuyó al ser evitado el desacople de la cadena transportadora de electrones y la 

consecuente sobreproducción de ROS al interior de la célula, posiblemente por el efecto 

sinérgico de los fitoquímicos presentes en ambos frutos.       

10 CONCLUSIONES 

● El jugo de los frutos de Opuntia robusta tuvo mayor concentración de sustancias 

antioxidantes (betalaínas totales, flavonoides, compuestos fenólicos totales y ácido 

ascórbico) que el jugo de los frutos de Opuntia streptacantha. 

● Los frutos de Opuntia robusta mostraron mayor capacidad antioxidante que los frutos de 

Opuntia streptacantha. 

● El APAP generó daño oxidativo agudo en el hígado de los animales de experimentación 

manifestado por vacuolización y necrosis de hepatocitos, aumento significativo en los 

niveles séricos de ALT y AST, así como disminución de los niveles de GSH respecto del 

grupo control.  

● El APAP produjo un aumento significativo en la expresión génica de CYP2E1 y de las 

isoformas de la SOD, así como una subexpresión de GPx y CAT con respecto al grupo 

control. 

● El daño bioquímico producido por el APAP en el hígado de los animales tratados con 

este fármaco fue revertido o disminuyó con los antioxidantes presentes en ambos extractos 

de tuna. 

● El estudio histológico del hígado mostró que los antioxidantes presentes en los dos 

extractos de tuna disminuyeron el daño estructural producido por acetaminofén. 

● El consumo frecuente de frutos de las plantas del genero Opuntia son una rica fuente de 

compuestos nutracéuticos que pueden ser útiles en la prevención de patologías hepáticas y 

de otros órganos. Además, pueden ser utilizados como suplementos alimenticios.  
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● Es importante señalar que el consumo en exceso de estos frutos puede generar un efecto 

prooxidante nocivo para el organismo.  

● El acetaminofén es el analgésico prescrito con más frecuencia por los médicos y, a pesar 

de que su uso aparentemente es inocuo, puede producir toxicidad hepática y de otros 

órganos por su consumo elevado o crónico. Por ello, el autoconsumo de medicamentos de 

venta libre implica un gran riesgo para la salud de las personas que los consumen.  
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ANEXO A 
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ANEXO E 

Oligonucleotidos utilizados para RT-PCR cuantitativo. 

 Forward 5’- 3’ Reverse 5’-3’ Probe 5’-3’ 

18S 
CGGCTACCACATCC

AAGGA 

CCAATTACAGGGC

CTCGAAA 

CGCGCAAATTACCCAC

TCCCGA 

CYP2E1 
GTGACTGACTGTCT

CCTCATAGAGATG 

GTCGGCCAAAGTC

ACAGAAAC 

AGAAGGAAAAACACAG

CCAAGAACCCATG 

Catalase 
GGATTATGGCCTCC

GAGATCT 

ACCTTGGTCAGGT

CAAATGGAT 

ATGCCATCGCCAGTGG

CAATTACC 

GPx 
GGACATCAGGAGAA

TGGCAAGA 

CGCACTTCTCAAA

CAATGTAAAGTTG 

TTCCCTCAAGTATGTCC

GACCCGGTG 

CuZn SOD 

(SOD1) 

CAGGACCTCATTTT

AATCCTCACTC 

GTCTCCAACATGC

CTCTCTTCA 

CCGCTGGACCGCCATG

TTTCTT 

MnSOD 

(SOD2) 

CACCGAGGAGAAGT

ACCACGA 

GAACTTCAGTGCA

GGCTGAAGA 

CCTGAGTTGTAACATCT

CCCTTGGCCAG 
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