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RESUMEN 

 

La fibrosis hepática es una enfermedad crónica asociada al estrés oxidativo que tiene un 

gran impacto en la mortalidad de la población. Debido a su capacidad antioxidante, 

evaluamos el efecto protector del fruto de Opuntia robusta (Or) sobre la fibrosis hepática. 

Se realizó la caracterización nutracéutica de Or y se indujo un modelo de fibrosis con 

tioacetamida (TAA) en ratas Wistar macho. Posteriormente, se establecieron 11 grupos 

experimentales; 4 de los cuales fueron administrados con los hepatoprotectores, 

mientras que otros 4 se administraron en concomitancia con TAA, además del grupo 

experimental de daño hepático, el grupo sham y el grupo control. Se evaluaron las 

aminotransferasas (AST y ALT), el glutatión reducido (GSH), el malondialdehído (MDA) 

y la histopatología. Así como la expresión génica relativa de TNF- α a través de RT- 

qPCR y la presencia de la proteína α- SMA mediante Western Blotting. Or contiene 436,5 

± 57 mg de equivalentes de Betacianinas/L., 793 mg de equivalentes de catequina 

(CAE)/100 g de flavonoides, 1118 mg de equivalentes de ácido gálico (GAE)/100 g de 

fenoles totales, 141,14 mg/100 g de vitamina C y 429,9 μg/100 g de vitamina E. La 

capacidad antioxidante de Or fue: 2,27 mmol de Trolox® equivalentes (TE)/L (DPPH), 

62,2 ± 5,0 μmol TE/g (ABTS•+), 80,2 ± 11,7 μmol TE/g (FRAP), 247,9 ± 15,6 μmol TE/g 

(AAPH) y 15% de eliminación de H2O2. Se observó un aumento (p<0,05) de las 

aminotransferasas y una disminución (p<0,05) del GSH hepático en el grupo TAA en 

comparación con el grupo control y los grupos concomitantes. La histopatología mostró 

cambios en la arquitectura normal del hígado tratado con TAA en comparación con los 

tratamientos concomitantes. Por otro lado, aunque Or aumentó los niveles tisulares de 

TNF-α, disminuyó la presencia de la proteína α-SMA. Or contiene componentes 

bioactivos con capacidad antioxidante, que pueden reducir el daño hepático fibrótico.  
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ABSTRACT 

Liver fibrosis is a chronic disease associated with oxidative stress that has a great impact 

on the population mortality. Due to their antioxidant capacity, we evaluated the protective 

effect of Opuntia robusta fruit (Or) on liver fibrosis. A nutraceutical characterization of Or 

was performed and a model of fibrosis was induced with thioacetamide (TAA) in male 

Wistar rats. Subsequently, 11 experimental groups were established; 4 of which were 

administered with the hepatoprotectors, while another 4 were administered concomitantly 

with TAA, in addition to the liver damage experimental group, the sham group and the 

control group. Aminotransferases, reduced glutathione (GSH) and histopathology were 

evaluated. As well as the relative gene expression of TNF-α through RT-qPCR and the 

presence of the α-SMA protein through Western Blotting. Or contained 436.5 ± 57 mg of 

Betacyanins equivalents/L., 793 mg of catechin equivalents (CAE)/100 g for flavonoids, 

1118 mg of gallic acid equivalents (GAE)/100 g for total phenols, 141.14 mg/100 g of 

vitamin C and 429.9 μg/100 g of vitamin E. The antioxidant capacity of Or was: 2.27 mmol 

of Trolox® equivalents (TE)/L (DPPH), 62.2 ± 5.0 μmol TE/g (ABTS
•+

), 80.2 ± 11.7 μmol 

TE/g (FRAP), 247.9 ± 15.6 μmol TE/g (AAPH) and 15% of H2O2 elimination. An increase 

(p < 0.05) of aminotransferases and a decrease (p < 0.05) of hepatic GSH was observed 

in the TAA group compared to the control and the concomitant groups. Histopathology 

showed changes in the normal architecture of the liver treated with TAA compared to the 

concomitant treatments. On the other hand, although Or increased tissue levels of TNF-

α, it decreased the presence of α-SMA protein. Or contains bioactive components with 

antioxidant capacity, which can reduce fibrotic liver damage.  
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I. INTRODUCCIÓN 

1. Fibrosis hepática 

La fibrosis hepática es una respuesta adaptativa inadecuada al daño tisular crónico. Es 

un proceso caracterizado por el desequilibrio entre la secreción y la degradación de la 

matriz extracelular en respuesta a la exposición continua del hígado a diferentes 

estímulos nocivos. La exposición crónica a diversos agentes etiológicos genera estrés 

oxidativo que induce la secreción de mediadores solubles inflamatorios y fibrogénicos, 

como TNF-α, TGF-β, IL1 e IL6, que eventualmente causan daño hepatocelular (Shi et 

al., 2021). Estas citocinas activan diferentes poblaciones de células hepáticas y provocan 

una reacción inflamatoria sostenida. Se genera la activación de algunas poblaciones 

celulares, entre ellas, los macrófagos hepáticos (células de Kupffer). Una vez activados, 

provocan la activación de las células estrelladas hepáticas quiescentes (qHSC) que 

desencadenan un desequilibrio en la síntesis y degradación de los componentes de la 

matriz extracelular (EMC, por sus siglas en inglés). En consecuencia, se genera un 

depósito progresivo de colágena I y III en el espacio de Disse, que modifica la 

arquitectura normal del parénquima hepático y de no eliminarse el agente lesivo, altera 

las funciones normales del órgano. 

1.1 Epidemiología de la fibrosis hepática 

 

La epidemia de obesidad en los últimos años ha impactado en el aumento de la 

prevalencia de NAFLD (Non- alcoholic fatty liver disease, por sus siglas en inglés) y su 

forma progresiva NASH (Non-alcoholic steatohepatitis, por sus siglas en inglés), que 

eventualmente evoluciona a fibrosis hepática. La fibrosis es el principal factor asociado 

con la morbilidad y mortalidad en pacientes que padecen NAFLD a nivel mundial (Ebadi 

et al., 2021). Se tiene la sospecha de que el 66% de los pacientes mayores de 50 años 

con diabetes y/o obesidad padecen NASH con fibrosis avanzada (Rinella, 2015). Estas 

patologías son las principales causas de enfermedad hepática crónica (EHC) en muchos 

países (Arrese M & Feldstein A, 2017). 

Actualmente, a nivel mundial las EHC son una preocupación de salud importante, ya que 

causan aproximadamente 2 millones de muertes anualmente. La fibrosis hepática es una 
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patología que representa la progresión de las enfermedades inflamatorias crónicas que 

contribuye al 45% de mortalidad y es la undécima causa de muerte más común en el 

mundo (Roehlen et al., 2020). Además, la fibrosis hepática es el principal riesgo para el 

desarrollo de hepatocarcinoma celular (HCC). Las tasas de prevalencia más altas de 

cirrosis se encuentran en los países occidentales (Marcellin & Kutala, 2018), mientras 

que en Latinoamérica parece ser una preocupación creciente. 

México posee la prevalencia más alta de cirrosis descompensada en el continente 

americano y la mortalidad de esta patogenia ocupa el cuarto lugar a nivel nacional. 

Actualmente, la etiología de las tasas de incidencia de cirrosis se asocia con desórdenes 

metabólicos (Cisneros Garza et al., 2022) y el grupo de edad más afectado es entre 51 

y 70 años (Méndez-Sánchez et al., 2018). 

Una porción de pacientes con NAFLD padecerá de fibrosis hepática progresiva (Mann et 

al., 2016), sin embargo, es necesario implementar un método adecuado de diagnóstico 

para obtener una cifra acertada de la fibrosis hepática. 

Debido al aumento en la incidencia y prevalencia de la fibrosis hepática además de la 

relativa ineficacia del uso de agentes quelantes, antivirales de acción directa y algunos 

fármacos que son utilizados actualmente (Berumen et al., 2020), existe la necesidad de 

un nuevo abordaje terapéutico para reducir el daño y así prevenir su progresión. 

1.2 Etiología de la fibrosis hepática 

La fibrosis hepática es un proceso dinámico que interrumpe las funciones basales del 

hígado. Su etiología es multifactorial y se relaciona con virus (hepatitis B y hepatitis C), 

esteatohepatitis alcohólica (ASH) y NASH, así como enfermedades autoinmunes, 

genéticas (Roehlen et al., 2020) y metabólicas como el Síndrome metabólico (SM) 

(Sarem et al., 2006). 

Se ha descrito que la acumulación de grasa en los hepatocitos está correlacionada 

fuertemente con todos los factores del SM. Los péptidos y las citocinas secretadas por 

los adipocitos pueden aumentar la acumulación de grasa intracelular. A su vez, la 

inflamación secundaria y esteatosis hepáticas pueden contribuir a la inflamación de bajo 
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grado relacionada con el SM (Haider et al., 2009), creando un círculo vicioso de daño 

progresivo. 

1.3 Fisiopatología de la fibrosis hepática 

 

De manera general, la esteatosis hepática se genera debido a que el tejido adiposo 

visceral produce señales que alteran tanto el metabolismo de la glucosa como el de 

lípidos, lo que conlleva a la acumulación de grasa hepática y crea un medio 

proinflamatorio que detona lesión hepática a nivel celular. Además, se desencadenan 

otros procesos nocivos como el estrés oxidativo, lipotoxicidad, apoptosis y necrosis. Todo 

lo anterior, contribuye al daño hepático traducido en fibrosis progresiva (Rinella, 2015). 

NAFLD se divide en esteatosis aislada con o sin la presencia de inflamación no específica 

y NASH que presenta ciertos grados de fibrosis hepática. La esteatosis aislada se 

distingue por la presencia de grasa macrovesicular en el citoplasma de las células, 

mientras que NASH se caracteriza por la presencia adicional de tumefacción celular y 

por último, la fibrosis hepática se caracteriza por depósitos anormales de fibras de 

colágeno (Rinella, 2015). 

En la patogénesis de la fibrosis hepática, el daño hepatocelular culmina con la necrosis 

de los hepatocitos inducida por estrés oxidativo, que conlleva a la activación de las 

células de Kuppfer secretoras de diversas  citocinas proinflamatorias y factores de 

crecimiento, como el  factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF- β1), responsable 

de la activación de las células estelares hepáticas (HSC) y de su cambio fenotípico a 

miofibroblastos, los cuales expresan α- SMA, proteína ulitizada como el marcador de 

diferenciación miofibroblástica y/o HSC activadas. Por lo tanto, las HSC pierden su 

capacidad normal de almacenar vitamina A y lípidos (Ross & Pawlina, 2015) y adquieren 

la capacidad de remodelar la matriz extracelular (MEC), mediante la secreción 

incrementada de colágena I y III  y la disminución de la secreción  metaloproteinasas 

(MMP) responsables de la degradación de MEC en el espacio perisinusoidal o espacio 

de Disse (Sarem et al., 2006). Este colágeno extra tiene continuidad con el tejido 

conectivo del espacio portal y con el tejido que rodea la vena central. Un incremento en 

el estroma fibroso en el espacio de Disse es un signo temprano de respuesta hepática a 
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xenobióticos. Así mismo, las HSC participan en la remodelación de la matriz extracelular 

en un intento de restauración hepática (Ross & Pawlina, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

 Figura 1. Fisiopatología de la fibrosis hepática. 

 

Tras una lesión aguda, el proceso fisiopatológico se equilibra al contrarrestar los 

estímulos fibróticos mediante mecanismos antifibróticos, que dan como resultado la 

inactivación o apoptosis de los miofibroblastos y la resolución de la cicatriz. Por el 

contrario, en la enfermedad hepática crónica, el desequilibrio entre los mecanismos 

profibrogénicos incrementados y/o persistentes con respecto a los mecanismos 

antifibrogénicos, provoca la activación permanente de miofibroblastos proliferantes, 

contráctiles y migratorios que conduce a la producción excesiva de MEC (Elpek, 2014; 

Zhou et al., 2014). El hecho de que el hígado pase a una etapa de disipación de las 

cicatrices antifibróticas o de pasar a una etapa de promoción de la fibrosis está regulado 

principalmente por células no parenquimatosas, incluidas las células de Kuppfer y otras 
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células inmunitarias (Campana & Iredale, 2017; Natarajan et al., 2006; Ramachandran 

et al., 2012). 

La apoptosis de los hepatocitos y la liberación de patrones asociados a daño (DAMPs) 

por parte de éstas células no solo activan las HSC directamente, sino que también 

inducen el reclutamiento y la activación de linfocitos y macrófagos que contribuyen a la 

promoción de la transdiferenciación de las HSC y la activación de los miofibroblastos al 

producir citocinas proinflamatorias y profibrogénicas (Barron & Wynn, 2011; Krenkel & 

Tacke, 2017). Distintas subpoblaciones de macrófagos, por otro lado, participan en la 

resolución de la fibrosis debido a la expresión de MMP (Fallowfield et al., 2007; Tacke & 

Zimmermann, 2014). Sobre una base molecular, una red compleja de vías de señalización 

inducidas por citocinas orquesta las interacciones celulares profibrogénicas. De hecho, 

se ha sugerido que el factor de crecimiento transformante beta (TGF- β), el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y la vía del inflamasoma (NLRP3)-caspasa1, 

así como la señalización de WNT/B-catenina, son vías de señalización clave asociadas 

con la activación de HSC y progresión de la fibrosis (Nishikawa et al., 2018; F. Xu et al., 

2016; Ying et al., 2017). 

2. Estrés oxidativo celular 

 

El estrés oxidativo se ha definido como una alteración en el equilibrio entre la producción 

de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés), especies reactivas de 

nitrógeno (RNS, por sus siglas en inglés) generadas durante el metabolismo celular y las 

defensas antioxidantes endógenas del organismo, que puede conducir al daño celular. 

Este desbalance establece la base de muchas patogenias, incluidos diferentes tipos de 

cáncer, aterosclerosis, infarto al miocardio, diabetes, enfermedades inflamatorias, 

desórdenes del sistema nervioso central y envejecimiento celular (Zeghbib et al., 2022). 

Asimismo, el estrés oxidativo es un factor clave en el desarrollo de la fibrosis hepática, 

ya que daña los hepatocitos y promueve la liberación de mediadores proinflamatorios (J. 

Xu et al., 2018). Los ROS también actúan sobre las HSC, en las cuales inducen cambios 

epigenéticos, entre los cuales se encuentran, la remodelación de la cromatina mediante 
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la modificación de histonas, la metilación del ADN y el silenciamiento de genes mediante 

microRNAs (miRs) (Roehlen et al., 2020). 

2.1 Mecanismos pro-oxidantes endógenos 

 

Las ROS constituyen una familia de mediadores pro-fibróticos incuidos superoxidos, 

peróxido de hidrógeno (H2O2) y radicales hidroxil (•OH), los cuales son generados 

durante procesos metabólicos celulares basales, en particular durante la fosforilación 

oxidativa y la lipoperoxidación en hepatocitos, HSC y macrófagos. A niveles bajos, las 

ROS pueden funcionar como mensajeros secundarios para activar difererentes 

respuestas celulares normales. Sin embargo, a niveles altos, generan la disrupción de 

lipidos celulares, proteínas y ADN, lo que conduce a la apoptosis y necrosis de los 

hepatocitos. Además, las ROS estimulan la producción de factores proinflamatorios y 

profibrogénicos por HSC activadas, células de Kupffer y otras células proinflamatorias 

(Roehlen et al., 2020). La tasa de producción de ROS aumenta considerablemente en 

situaciones de hipoxia, ejercicio intenso, isquemia y por exposición a diversos agentes 

externos como las radiaciones ionizantes o luz ultravioleta, polución ambiental, humo del 

tabaco y por acción de xenobióticos (Guerra, 2001). 

 

Los ROS son generados por múltiples fuentes celulares como la NADPH oxidasa, 

mitocondria, xantina oxidasa, sintasa de óxido nítrico derivada del endotelio (ENOS), 

ciclooxigenasa y lipooxigenasa (Bonomini et al., 2015). Otra fuente importante de ROS 

son las oxidasas de función mixta del citocromo P-450. Estas enzimas son importantes 

para metabolizar sustratos presentes de manera normal en el organismo, como ácidos 

grasos, colesterol, esteroides y ácidos biliares. También se generan durante la 

biotransformación de estos sustratos, ya que emplean oxígeno molecular; sin embargo, 

el grado de generación de ROS puede variar considerablmente dependiendo del 

metabolito catalizado y del citocromo implicado en la reacción. Otras fuentes de ROS en 

el organismo son los macrófagos y los neutrófilos, ya que ambos expresan NAPDH- 

oxidasa, que genera O2
.- y H2O2 cuando se activa (Urtasun & Nieto, 2007). 
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2.2 Radicales libres y moleculas reactivas 

 

Las ROS comprenden a los radicales libres (RL) y a las moléculas no radicales que 

contienen oxígeno, como el peróxido de hidrógeno (H2O2) (González-Ponce TESIS). Los 

RL se definen como moléculas o porciones de ellas que tienen al menos un electrón 

desapareado en su orbital más externo, debido a esto son sumamente reactivos e 

inestables, en consecuencia, buscan su estabilidad aceptando o donando electrones a 

otras moléculas; un exceso de RL rompe el equilibrio produciendo el estrés oxidativo 

celular. Como la mayoría de las moléculas no son RL, entonces las reacciones involucran 

no radicales, es decir, a las moléculas biológicas (lípidos, proteínas, ácidos nucleicos y 

carbohidratos). La reacción de un radical con un no radical produce una reacción en 

cadena de radicales libres con la formación de nuevos radicales, que a su vez pueden 

reaccionar con otras macromoléculas. Un ejemplo importante es la peroxidación lipídica 

y el daño a las proteínas (Betteridge, 2000). Existen radicales y especies reactivas 

orgánicos e inorgánicos, algunos ejemplos se muestran en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Radicales libres orgánicos e inorgánicos más importantes.  

 

Inorgánicos o primarios Orgánicos o secundarios 

Oxígeno molecular (O2) 
Radical anión superóxido (O2

-) 
Radical hidroxilo (OH-) 
Peróxido de Hidrógeno (H2O2) 

Radical peroxilo (ROO-) 
Hidroperóxido orgánico (ROOH) 
Lípidos peroxidados 

                                                                                           (Modificado de Guerra. 2001) 

El oxidante celular más reactivo a pesar de su vida media extremadamente corta es el 

radical hidroxilo, actúa en el mismo lugar donde se genera a través de su capacidad para 

atacar a la mayoría de las biomoléculas y detona la propagación de las reacciones de 

oxido- reducción. El anión superóxido no es en sí mismo reactivo y se genera cuando el 

oxígeno acepta un electrón. Puede actuar como agente oxidante pero es mucho más 

reactivo cuando actúa como agente reductor de complejos de hierro. Debido a esto, se 

considera de mayor importancia como fuente de radicales hidroxilo y peróxido de 

hidrógeno. El óxido nítrico es un radical fisiológico y es de importante consideración ya 

que funciona como mediador de tono vascular (Betteridge, 2000). 
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2.3 Mecanismos de daño (daño a macromoleculas) 

Las ROS se consideran hepatotóxicas por su capacidad de reaccionar con la mayoría de 

las macromoléculas, inactivando enzimas, dañando el ADN, produciendo modificaciones 

post-traduccionales e induciendo reacciones de peroxidación de lípidos, lo que rompe 

las membranas biológicas (Urtasun & Nieto, 2007). Además, inducen daños oxidativos 

acumulativos a las células e inducen la disfunción celular con la edad y eventualmente a 

la muerte. Uno de los organelos celulares más estrechamente involucrado en este tipo 

de procesos es la mitocondria, debido a que se considera la principal fuente intracelular 

de anión superóxido (O2-) y el principal objetivo del ataque de RL (Bonomini et al., 2015). 

La cadena respiratoria mitocondrial ó fosforilación oxidativa produce ROS que dañan los 

propios componentes mitocondriales, incluídas proteínas, lípidos y ADN mitocondrial 

(ADNmt). Ello acumula de una forma progresiva mutaciones somáticas inducidas por 

oxidantes en el ADNmt que causan la ruptura de su cadena y conducen a un deterioro 

de la función bioenergética de las mitocondrias, por lo tanto, al envejecimiento. La 

acumulación de estas alteraciones puede provocar un deterioro de los componentes de 

la cadena respiratoria, lo que lleva a un ciclo repetitivo con un incremento en la 

producción de ROS mitocondrial y un depósito posterior de más mutaciones del ADNmt. 

Esta reacción en cadena participa en el aumento del daño oxidativo durante el 

envejecimiento que induce la disminución progresiva de la función celular y tisular como 

resultado de un suministro insuficiente de energía, acompañado de una mayor 

susceptibilidad a la apoptosis (Bonomini et al., 2015). 

2.4 Daño celular 

 

Por otro lado, los ácidos grasos poliinsaturados son propensos al ataque de radicales 

libres ya que su doble enlace debilita el enlace carbono-hidrógeno en el átomo de 

carbono adyacente. En consecuencia, el resto del radical centrado en el carbono sufre 

un reordenamiento molecular que resulta en un dieno conjugado, el cual se puede 

combinar con el oxígeno formando así un radical peroxilo (ROO-) (Betteridge, 2000). 

Todo este reordenamiento es capaz de robar un átomo de hidrógeno adicional y 
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comenzar una reacción en cadena que continúa hasta que el sustrato se consume en su 

totalidad o la reacción termina por efecto de un antioxidante al romper cadenas, como la 

vitamina E (Betteridge, 2000). Los peróxidos resultantes de dicho proceso, son 

compuestos estables, pero la descomposición puede ser catalizada por metales de 

transición y complejos metálicos que producen radicales alcoxilo y peroxilo que pueden 

provocar la oxidación de lípidos. La peroxidación de lípidos puede tener efectos 

profundos en la función celular; las consecuencias de la peroxidación exacerbada de 

membranas celulares produce cambios en la fluidez, aumento de la permeabilidad, 

disminución del potencial de membrana y su inminente ruptura (Betteridge, 2000).   

2.5 Inflamación en la fibrosis hepática 

La inflamación es una respuesta natural del cuerpo a la estimulación por un patógeno, 

toxina o daño físico (químico o traumático) que involucra la generación de una amplia 

gama de mediadores inflamatorios y ROS por parte de las células inmunitarias. Cuando 

el proceso inflamatorio no está controlado o cuando los sistemas de defensa endógenos 

no logran establecer la homeostasis, la inflamación puede volverse crónica y conducir a 

daño celular y tisular severo. A menudo, este tipo de daño precede al establecimiento de 

enfermedades crónicas (Zeghbib et al., 2022). 

La señalización de ROS también regula la expresión y la actividad del factor de 

transcripción NF-κB, el cual tiene un papel clave en la regulación de la inflamación y, por 

lo tanto, es un importante modulador de la progresión de la fibrosis hepática (Luedde & 

Schwabe, 2011). Se ha sugerido que NF-kB regula tres aspectos claves en las HSC: su 

activación, sobrevivencia y sus respuestas inflamatorias. La señalización de NF-kB 

puede actuar tanto como de manera profibrogénica como antifibrogénica (Luedde & 

Schwabe, 2011). 

La generación de ROS y el estrés oxidativo están tan íntimamente relacionados con el 

proceso inflamatorio, que su inhibición provoca reducción de la inflamación. Por lo tanto, 

varios antioxidantes como la vitamina E, la fosfatidilcolina, la silimarina y la N-

acetilcisteína (NAC) se han probado con resultados alentadores como fármacos 

antifibróticos (Berumen et al., 2020). 
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3. Células estelares hepáticas (HSC) 

 

Las HSC, constituyen el 5-8% del número total de células hepáticas en su estado 

quiescente o inactivado. Su citoplasma presenta múltiples gotas de grasa de 1-2 µm de 

diámetro y son el sitio de almacenamiento de vitamina A o retinol. Aproximadamente el 

90% de la vitamina A hepática y el 80% del total del organismo se encuentra almacenado 

en estas células, mientras que el resto se encuentra en las células parenquimatosas 

(Sarem et al., 2006). 

Como se mencionó con anterioridad, las HSC son las responsables de la síntesis de las 

MMP, que son un grupo de enzimas que degradan los componentes de la MEC y a su 

vez, también se encargan de la síntesis de sus inhibidores (TIMP, por sus siglas en 

inglés) que controlan la actividad catalítica de las MMP, con el objetivo de mantener los 

componentes de la matriz intersticial en una concentración estable y adecuada (Sarem 

et al., 2006). Tres eventos en las HSC son fundamentales para la iniciación de la fibrosis 

hepática, el aumento en el tamaño (hipertrofia), en el número (hiperplasia) de las células 

además de su transdiferenciación fenotípica a células proliferativas, fibrogénicas y 

contráctiles. Durante la activación de las células estrelladas, tanto los estímulos 

patológicos como los mediadores intercelulares y los cambios de la MEC son esenciales. 

El comienzo del proceso de activación de las HSC se produce por el impacto sobre la 

homeostasis celular de los hepatocitos generado por el agente lesivo, que detona el 

estímulo de los efectos pro-inflamatorios de células inmunes y los cambios en la 

conformación de la MEC que las HSC perciben por medio de receptores de integrinas 

que conectan componentes de la MEC al citoesqueleto (Sarem et al., 2006). Este 

proceso de activación celular se puede dividir en dos etapas: iniciación y perpetuación. 

Durante la fase de iniciación se desarrolla la etapa pre inflamatoria y los cambios de la 

expresión genética/ fenotípica que permiten a las HSC reaccionar a estímulos locales y 

a los propiciados por citocinas inflamatorias, todo ello como resultado de los estímulos 

paracrinos de células circunvecinas y los cambios previos de la composición de la MEC. 

La perpetuación consiste en todas las actividades celulares que proliferan el fenotipo 

activado, es decir, las células similares a miofibroblastos. Lo cual se logra por medio de 



 19 

los efectos gradualmente crecientes de las citocinas y comprende la proliferación, 

fibrogénesis y contractibilidad celular, además de la quimiotaxis, pérdida de los retinoides 

y regulación de la MEC. La perpetuación es la etapa resultante de estímulos autocrinos 

y paracrinos así como de la remodelación acelerada de la MEC (Sarem et al., 2006). 

Los miofibroblastos constituyen una fuente de síntesis de proteínas colágenas y no 

colágenas de la MEC, como colágeno I, III, IV, laminina, elastina, fibronectina y varios 

proteoglucanos. En las primeras etapas de la lesión a los hepatocitos ya se encuentra 

instalada una creciente deposición de colágeno III, IV y fibronectina en el espacio 

perisinusoidal. Diversas sustancias y agentes fibrogénicos sintetizados por las células 

inflamatorias y por los hepatocitos, se liberan durante el proceso inflamatorio, actúan 

sobre las HSC y median y mantienen el proceso fibrogénico. Uno de los mediadores 

profibrogénicos más importantes es el TGF- β ya que además de regular el depósito de 

la MEC como parte de la respuesta convencional a la lesión tisular, también es un 

mediador importante en la fibrosis, ya que provoca en las HSC activadas un aumento de 

la síntesis de fibras colágenas y estimula la síntesis de los componentes de la membrana 

basal, lo que ocasiona una “capilarización” de los sinusoides. La constante estimulación 

autocrina de las HSC por el TGF-β es un mecanismo esencial para el desarrollo de la 

fibrogénesis hepática (Sarem et al., 2006).  

Sin embargo, en la lesión crónica, la activación persistente de las HSC conduce a la 

interrupción del equilibrio entre el déposito y la eliminación de la MEC y desencadena 

una fibrosis hepática progresiva. Asimismo, en la fibrosis avanzada, el alto número de 

HSC activadas y la contractibilidad de los miofibroblastos fomentan la constricción de los 

sinusoides hepáticos, lo que afecta el flujo sanguíneo y por lo tanto el intercambio de 

nutrientes y participa en la disfunción hepática. Además, la MEC no es inerte y también 

puede almacenar citocinas y factores de crecimiento secretados por los efectores 

celulares, lo que contribuye aún más a la inflamación, la fibrogénesis, la proliferación de 

hepatocitos y la carcinogénesis (Roehlen et al., 2020). 
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4. Antioxidantes 

 

Se ha definido un antioxidante como cualquier sustancia que cuando está presente en 

bajas concentraciones, en comparación con las del sustrato oxidable, retrasa o inhibe la 

oxidación del sustrato (Gutteridge, 1995). Otra definición de antioxidante es una 

sustancia que elimina ROS directamente o que de manera indirecta actúa para estimular 

las defensas antioxidantes o para inhibir la producción de ROS (Gülçin, 2020). Los 

organismos vivos, incluyendo el cuerpo humano, pueden protegerse mediante la 

eliminación de ROS a través de la producción de compuestos antioxidantes endógenos, 

además de utilizar los antioxidantes exógenos adquiridos mediante la dieta para así, 

eliminar los radicales libres (Gülçin, 2020).   

4.1 Antioxidantes endógenos 

 

Dado el potencial de daño tisular tan amplio que provoca el estrés oxidativo, el cuerpo 

ha desarrollado importantes mecanismos de defensa endógena antioxidante, la cual se 

clasifica en enzimática y no enzimática. Estas defensas pueden considerarse como 

celulares y extracelulares (Betteridge, 2000). Las enzimas dismutasa, peroxidasa y 

catalasa son defensas antioxidantes celulares muy importantes, así como la capacidad 

mitocondrial citocromo oxidasa que funciona catalíticamente en la cadena de transporte 

de electrones sin liberar especies reactivas de oxígeno para disminuir la producción 

intracelular de radicales libres. También se incluyen las superóxido-dismutasas (que 

contienen cobre y zinc en el sitio nativo) en citosol y mitocondrias (que contienen 

manganeso) que catalizan la dismutación del peróxido de hidrógeno y el oxígeno 

(Betteridge, 2000).  

4.1.1 Antioxidantes endógenos enzimáticos y no enzimáticos 

 

El cuerpo humano tiene un sistema complejo propio de enzimas naturales y defensas 

antioxidantes enzimáticas y no enzimáticas, que contrarrestan los efectos nocivos de la 
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sobreproducción de ROS (Guerra, 2001). Algunos ejemplos se muestran en la siguiente 

tabla.  

 

Tabla 2. Sistemas antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos.  

 

Antioxidantes enzimáticos o primarios Antioxidantes no enzimáticos o 
secundarios 

Catalasa de los peroxisomas 
Glutatión peroxidasa 
Superóxido dismutasa (SOD1 y SOD2) 

Glutatión 
 
 

                                                                                                  (Modificado de Guerra 2001). 

 

Los sistemas enzimáticos son capaces de metabolizar los radicales libres provenientes 

de los procesos redox celulares mientras que los no enzimáticos son los “radical 

scavengers”, especies químicas que destruyen directamente los RL (Guerra, 2001). Los 

antioxidantes enzimáticos comprenden: las superóxido dismutasas (SOD1 y SOD2) que 

dismutan el O2
.- y lo convierten en H2O2 y O2; la catalasa y la glutatión-peroxidasa que 

descomponen el H2O2; las glutatións-S-transferasas, que pueden eliminar los 

intermediarios reactivos y los aldehídos lipídicos; las metalotioneínas, las hemo-

oxigenasas, las tiorredoxinas, la ceruloplasmina y la ferritina, que ayudan a eliminar 

metales tales como el hierro, que promueve las reacciones oxidativas. Así como, los 

antioxidantes no enzimáticos como el glutatión, la ubiquinona, el ácido úrico y la 

bilirrubina (Urtasun & Nieto, 2007). 

 

Es importante para la célula deshacerse de los productos resultantes de los procesos 

antioxidantes como las proteínas alteradas oxidativamente ya que representan una 

fuente generadora de nuevos RL y las proteasas celulares son las encargadas de esta 

función. Y por último los antioxidantes terciarios que son los encargados de restaurar las 

biomoléculas dañadas por los RL (Guerra, 2001). 

4.2 Antioxidantes exógenos 

 

Por otro lado, los antioxidantes también pueden ser obtenidos a través de la dieta y en 

conjunto con el sistema antioxidante endógeno, amplifican la respuesta de defensa ante 
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el daño oxidativo celular. Es por ello, que la suplementación y/o tratamiento con 

antioxidantes se ha adoptado para proteger contra varios estados fisiopatológicos en los 

que el estrés oxidativo se ha establecido como un mecanismo causal (Malireddy et al., 

2012a). Los antioxidantes en alimentos previenen las reacciones en cadena de radicales 

de oxidación, y actúan inhibiendo el paso de iniciación y propagación que conduce a la 

terminación de la reacción adversa, retrasando así el proceso de oxidación (Gülçin, 2020; 

Shahidi & Wanasundara, 1992). En años recientes ha existido un gran interés por identificar 

fuentes alternativas naturales y seguras de antioxidantes alimentarios y naturales, 

especialmente de origen vegetal.   

Un ejemplo de antioxidante exógeno muy eficaz es la vitamina E lipófila (α- tocoferol). 

Esta se incorpora en el núcleo lipídico de las membranas celulares ya que tiene la 

capacidad de eliminar los radicales peroxilo intermedios y, en consecuencia, interrumpe 

la reacción en cadena de la peroxidación de lípidos (Betteridge, 2000). 

5. Alimentos funcionales 

 

Los “alimentos funcionales”, refieren a los alimentos que otorgan al organismo nutrientes 

como vitaminas, grasas, proteínas y carbohidratos necesarios para la supervivencia y 

que ayudan en la prevención y/o tratamiento de enfermedades (Brower, 1998). Desde la 

antigüedad se ha reconocido la importancia de los factores dietéticos en el estado de 

salud, sin embargo, los estudios epidemiológicos y clínicos más recientes han 

proporcionado un nuevo enfoque para descubrir los mecanismos tanto químicos como 

fisiológicos de los efectos de los compuestos alimenticios en la salud humana. Por lo 

tanto, se han generado nuevos conocimientos para desarrollar tecnologías con el fin de 

aislar, purificar, identificar y caracterizar componentes biológicamente activos en los 

alimentos, que son los responsables de la eficacia del alimento en la promoción de la 

salud y la prevención de enfermedades (Shahidi, 2009) y es así como se ha acuñado el 

término “nutracéutico” a partir de las palabras “nutrición” y “farmacéutico” (Defelice, 

2000), se refiere a “la parte de un alimento que proporciona beneficios médicos o de 

salud, incluida la prevención y/o el tratamiento de una enfermedad” (Brower, 1998).  
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Cuando los alimentos funcionales se modifican para su distribución, se denominan 

nutracéuticos e incluyen píldoras, cápsulas, pociones y líquidos que se sabe son el 

compuesto activo de los alimentos (Brower, 1998; Kalra, 2003). Tanto los alimentos 

funcionales como los nutracéuticos poseen beneficios fisiológicos demostrados (Shahidi, 

2009). Es entonces cuando se denotan los atributos de los alimentos nutracéuticos ya 

que además de complementar la dieta, ayudan en la prevención y/o tratamiento de 

enfermedades y transtornos; su uso reduce los altos costos en medicamentos prescritos 

y los ayuda a consolidarse en el mercado mundial de agentes terapéuticos, además los 

efectos secundarios por su ingesta son casi inexistentes en comparación con otros 

compuestos terapéuticos (Kalra, 2003). 

5.1 Uso en enfermedades asociadas al estrés oxidativo  

 

Los beneficios para la salud de los alimentos funcionales y nutracéuticos residen en 

varios aspectos, que incluyen la prevención y tratamiento de enfermedades 

cardiovasculares, cáncer, diabetes y procesos inflamatorios, además de la mejora de la 

respuesta inmune, así como estrés oxidativo celular, es decir, el retraso del proceso de 

envejecimiento y la extensión de una vida saludable. Se han descubierto una infinidad 

de posibles propiedades funcionales y fisiológicas de sustancias bioactivas de origen 

vegetal (Shahidi, 2009). Estas sustancias bioactivas son llamadas “fitoquímicos”. 

 

Asimismo, el consumo de frutas y verduras se ha asociado con un riesgo reducido de 

algunas enfermedades crónicas, incluida la aterosclerosis coronaria más peligrosa. Los 

estudios epidemiológicos han demostrado una asociación inversa entre la ingesta de 

frutas y verduras y la mortalidad por enfermedades relacionadas con la edad, como la 

enfermedad coronaria y el cáncer, lo que se atribuye a su actividad antioxidante. Los 

principales compuestos bioactivos de estas fuentes naturales son especialmente los 

fenoles, flavonoides y pigmentos que son los responsables de sus beneficios para la 

salud. Las propiedades antioxidantes de los fenoles son responsables de la inhibición de 

la oxidación del colesterol de lipoproteínas de baja densidad (Gülçin, 2020).  
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6. Metabolitos secundarios  

 

Los metabolitos secundarios de las plantas (fitoquímicos) son todas aquellas moléculas 

que no están relacionadas con la supervivencia de éstas, es decir, que no están 

involucradas con las funciones de fotosíntesis, respiración y crecimiento. Otros 

fitoquímicos que se encuentran en concentraciones muy altas en algunas especies, se 

denominan metabolitos secundarios; algunos tienen un papel clave en la protección de 

las plantas contra los herbívoros y la infección microbiana, como atrayentes para los 

polinizadores y los animales que dispersan semillas, como agentes alelopáticos, 

protectores UV, etc. Sin embargo, los metabolitos secundarios también son de interés 

debido a su uso como tintes, fibras, pegamentos, aceites, ceras, agentes saborizantes, 

fármacos y perfumes, y se consideran fuentes potenciales de nuevos fármacos naturales, 

antibióticos, insecticidas y herbicidas (Croteau, 2000). 

En los últimos años, el papel de los metabolitos secundarios como componentes de la 

dieta se ha convertido en un área muy importante de investigación en nutrición humana, 

ya que se ha postulado que su ingesta moderada a largo plazo puede disminuir la 

incidencia de enfermedades crónicas (Crozier et al., 2007).  

 

Las tres clases principales de fitoquímicos con actividad biológica son los terpenoides, 

metabolitos fenólicos y alcaloides, además de otros componentes de plantas que 

contienen nitrógeno como los pigmentos betalaínicos. 

6.1 Compuestos fenólicos 

 

Los compuestos fenólicos son metabolitos vegetales secundarios presentes de forma 

natural en todas las partes de las plantas, incluidas frutas, verduras, semillas, nueces, 

hojas, raíces, harinas y cortezas. Se cree que estos compuestos son una parte integral 

de la dieta humana y animal (Gülçin, 2020). Son una clase importante de agentes 

bioactivos contenidos en plantas que tienen una alta capacidad antioxidante, también 

poseen una variedad de otros mecanismos relacionados con la diferenciación celular, la 

desactivación de pro-carcinógenos, reparación de ADN, inhibición de la formación de N- 

nitrosamina, entre otros (Shahidi, 2004).  
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Para lograr el efecto antioxidante, los principales mecanismos que los compuestos 

fenólicos poseen son la eliminación de radicales libres y la quelación de metales (Shahidi, 

2009). Los fenoles simples y sus derivados, como los ácidos fenólicos, flavonoides, 

estilbenos, taninos, lignanos y lignina poseen la capacidad de eliminar RL y apagar las 

ROS, debido a ello, proporcionan medios efectivos para prevenir y tratar enfermedades 

que usan la producción de radicales libres como su principal mecanismo patógeno 

(Shahidi, 2009). Así mismo, los compuestos fenólicos pueden prevenir la oxidación del 

colesterol LDL a su forma aterogénica y, por lo tanto, brindar protección contra las 

enfermedades cardiovasculares. La agregación antiplaquetaria y las propiedades 

vasodilatadoras de los fenólicos también contribuyen a su capacidad cardioprotectora 

(Shahidi, 2009). Además, estos compuestos también inhiben la metástasis mediante 

diversos mecanismos, por lo tanto, son efectivos para tratar cánceres de distintas 

naturalezas (Indap et al., 2006; McCann et al., 2007; Yi et al., 2005) y por si fuera poco 

también pueden funcionar como filtros UV y agentes de señalización. En general, los 

efectos producidos por los alimentos nutracéuticos se deben a un cóctel de fitoquímicos 

presentes que actúan de manera sinérgica (Shahidi, 2009). 

6.1.1 Flavonoides  

 

Los flavonoides son compuestos polifenólicos cuya estructura comprende quince 

carbonos, con dos anillos aromáticos conectados por un puente de tres carbonos. Son 

los más numerosos de los fenoles y se encuentran en todo el reino vegetal (Harborne, 

1995). Están presentes en altas concentraciones en la epidermis de las hojas y la piel de 

los frutos y tienen papeles importantes y variados como metabolitos secundarios.  El 

esqueleto básico de flavonoides puede tener numerosos sustituyentes. Los grupos 

hidroxilo suelen estar presentes en las posiciones 4', 5 y 7. Los azúcares son muy 

comunes y la mayoría de los flavonoides existen naturalmente como glucósidos. Mientras 

que tanto los azúcares como los grupos hidroxilo aumentan la solubilidad en agua de los 

flavonoides, otros sustituyentes, como los grupos metilo y las unidades de isopentilo, 

hacen que los flavonoides sean lipofílicos (Crozier et al., 2007). 
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Se han estudiado ampliamente varios flavonoides desde las perspectivas de la 

protección de la salud y la utilidad farmacológica. Los flavonoides han sido analizados 

como moduladores de la respuesta inmune e inflamatoria, por su impacto en la función 

del músculo liso, como agentes anticancerígenos, antivirales, antitóxicos y 

hepatoprotectores por sus funciones antibacterianas, antivirales, analgésicas, 

antialérgicas, citostáticas, apoptóticas, estrogénicas y antiestrogénicas (Croteau, 2000; 

Malireddy et al., 2012b). Además, existe un considerable interés en el uso de 

isoflavonoides en la prevención del cáncer.  

6.2 Betalaínas 

 

Las betalaínas también son consideradas metabolitos secundarios con actividad 

biológica. Son pigmentos N- heterocíclicos vacuolares que están compuestos de una 

estructura central nitrogenada, ácido betalámico (ácido 4- (2-oxoetilideno) - 1,2,3,4 

tetrahidropiridin-2,6-dicarboxílico) que se condensa con compuestos imino (ciclo-DOPA 

y/o sus derivados de glucosilo) o aminas y/o sus derivados para formar betacianinas 

violetas, como la betanina y betaxantinas amarillas, como la indicaxantina, 

respectivamente. Se han elucidado las estructuras de 75 diferentes betalaínas 

provenientes de plantas bajo el orden Caryophyllales (Khan, 2015). La biosíntesis del 

ácido betalámico partir de la tirosina y su unión a las diferentes estructuras a las que se 

une para dar lugar a las betacianinas o betaxantinas, se muestra en la figura 2.  

 

En la biosíntesis completa de las betacianinas, se integran las rutas de generación de 

seco-DOPA y de ácido betalámico a partir de dos moléculas de L-Tirosina. 

Posteriormente, se genera la unión espontánea de ciclo- DOPA con ácido betalámico por 

medio de una base de Schiff para, consecuentemente, sintetizar betanidina, la cual 

puede transformarse en betanina por medio de una enzima llamada glucosil-transferasa 

específica para realizar dicha glucosilación (García Carmona, 2016).  
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Figura 2. Biosíntesis de betacianinas. 

 

En 1998 se caracterizó por primera vez la capacidad antirradical de las betalaínas y se 

ha correlacionado la actividad de eliminación de radicales y el contenido de betalaínas 

en los extractos de plantas crudas (Čanadanović-Brunet et al., 2011; Czapski et al., 2009; 

Vulić et al., 2012, 2014). La potente capacidad de eliminación de radicales de la betanina 

radica en la energía de disociación del enlace homolítico O-H fenólico y el potencial de 

ionización. Se ha revelado una mayor capacidad de donación de hidrógeno y electrones 

a pH>4, ya que a pH básico están presentes formas mono, di y tri desprotonadas 

(Gliszczyńska-Świgło et al., 2006). Esta dependencia de pH en la respuesta antioxidante 

de todas las betalaínas es explicada por el pKa del ácido betalámico (6.8). Además, se 

ha reportado que cada molécula de ácido betalámico puede reducir dos moléculas de 

Fe3+ a Fe2+ (Gandía-Herrero et al., 2012). Es decir, podría donar 2 electrones a un agente 

oxidante. Adicional a la capacidad de eliminación de radicales conferida por la estructura 

central, la presencia de grupos hidroxilo fenólicos también se relaciona con una 

capacidad de eliminación de radicales más alta (Khan, 2015). Por otra parte, se le 

adjudica la gran capacidad antioxidante de la betanina a su naturaleza monofenólica y a 

sus productos de oxidación, ya que actúan como intermediarios reductores que confieren 
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a la molécula un potencial mayor de donación de H+ o e- (Butera et al., 2002). En 

resumen, se ha demostrado que la capacidad de eliminación de radicales libres de la 

betanina aumenta en presencia de un grupo hidroxilo fenólico, mientras que la 

glicosilación la inhibe y la acilación no tiene efecto alguno sobre esta capacidad (Gandía-

Herrero et al., 2010; Taira et al., 2015).  

 

La betanina y la betanidina han demostrado ser inhibidores eficientes de la peroxidación 

lipídica de membrana y la oxidación de LDL, además cabe mencionar que la eficacia de 

la betanina fue superior que la betanidina (Kanner et al., 2001). En otro estudio se 

menciona que la betanina puede inhibir el 71% de la peroxidación lipídica en un sistema 

de liposomas (Reddy et al., 2005). En otro estudio, los eritrocitos enriquecidos con 

betalaína fueron más resistentes a la peroxidación de lípidos de membrana inducida por 

hidroperóxido de cumeno (Tesoriere et al., 2004).  

 

Por otro lado, existe una deficiencia de datos sobre la biodisponibilidad de las betalaínas 

ya que la literatura disponible tiene muchas discrepancias en la biodisponibilidad (%) y 

la cinética plasmática, ya que los estudios realizados hasta el momento no han 

considerado la distribución de tejidos y los productos de la biotransformación (Khan, 

2015). 

6.2.1 Betacianinas/ Betanina 

 

El pigmento betanina es uno de los compuestos más abundantes entre las betalaínas 

(Gliszczyńska-Świgło et al., 2006). Algunos estudios han demostrado que la betanina 

contenida en el extracto de Beta vulgaris tiene propiedades de eliminación de radicales 

y como antioxidantes naturales, en consecuencia, poseen la capacidad de prevenir y/o 

tratar enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Azeredo, 2009). Se ha 

estudiado la importante capacidad antioxidante de este pigmento y se le ha adjudicado 

a su habilidad para donar electrones (Kanner et al., 2001). Otro de los mecanismos 

descubiertos es mediante la inducción de la síntesis de glutatión en eritrocitos humanos 

(Tesoriere et al., 2004). Otro de los beneficios de la betanina es su efecto sobre las 
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lipoproteínas de baja densidad, evita su oxidación (Kanner et al., 2001; Tesoriere et al., 

2003), reduciendo así, los biomarcadores de lipoperoxidación (Tesoriere et al., 2004). En 

los linfocitos humanos disminuye el daño a ADN inducido por la molécula oxidante H2O2 

(Siriwardhana et al., 2006). Asimismo, en hepatocitos humanos, el tratamiento con 

betanina activó la vía de señalización dependiente del factor 2 relacionado con el factor 

nuclear eritroide 2 (Nrf2) (NRF2-ARE) (Krajka-Kuźniak et al., 2013). 

 

También se han realizado estudios in vitro con betanina; en uno de ellos la betanina 

aplicada a células hepáticas de rata aumentó la quinona reductasa (Wettasinghe et al., 

2002). Los ensayos de alimentación con ratas mostraron que el jugo de remolacha rico 

en betanina mitiga la hepatotoxicidad hepática causada por N-nitrosodietilamina (NDEA), 

el tetracloruro de carbono (Han, Gao, et al., 2014; Kujawska et al., 2009), como resultado 

del estado antioxidante potenciado y la sobre expresión de la enzima quinona reductasa 

de fase II  (Szaefer et al., 2014); la toxicidad hepática se vió compensada de manera 

eficiente por los efectos protectores de la betanina, el restablecimiento de la expresión 

de la enzima citocromo P450, la mejora del estado redox hepático y la restauración de 

las funciones mitocondriales (Han, Gao, et al., 2014; Han, Zongju, et al., 2014).  

En ratones alimentados con extracto de remolacha roja, la betanina tiene efectos 

antiinflamatorios al inhibir la ciclooxigenasa- 2 (Reddy et al., 2005). Se ha sugerido que 

la betanina puede tener un efecto protector en el hígado de las ratas tratadas con 

paraquat, herbicida altamente tóxico (Han et al., 2015; Han, Zongju, et al., 2014). Otro 

estudio asegura que la presencia de betalaínas, específicamente betanina conduce a 

una reducción en la producción de ROS, daño en el ADN y modificaciones en el 

metabolismo oxidativo de los neutrófilos Q. 
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6.3 Vitaminas C y E 

6.3.1 Vitamina C 

La vitamina C o ácido ascórbico es un nutriente necesario que participa en una varidedad 

de funciones biológicas. Debido a que los seres humanos han perdido la capacidad de 

sintetizarla, dependen de la dieta como fuente de vitamina C para prevenir condiciones 

patológicas por su deficiencia, como el escorbuto y para mantener la salud general. Los 

efectos benéficos que brinda, se deben, sobre todo a que es un cofactor para muchas 

enzimas, en especial, aquellas involucradas en la síntesis de colágeno además de su 

importante actividad antioxidante (Traber & Stevens, 2011). Se ha reportado que es un 

potente eliminador de ROS en plasma y en hígado (Abhilash et al., 2014), lo que explica 

también su capacidad para proteger a las membranas biológicas contra la 

lipoperoxidación, mediante la reducción de un electrón de los radicales hidroperoxilo 

lipídicos a través del ciclo redox de la vitamina E (Traber & Stevens, 2011). 

Como antioxidante, la vitamina C brinda protección contra el daño celular inducido por el 

estrés oxidativo mediante la eliminación de especies reactivas de oxígeno, la 

neutralización de los radicales hidroperoxilo lipídicos dependiente de la vitamina E y la 

protección de las proteínas contra la alquilación por productos electrofílicos de 

peroxidación lipídica. Estas bioactividades tienen relevancia para los trastornos 

inflamatorios. La vitamina C también desempeña un papel en la función de la óxido nítrico 

sintasa endotelial (eNOS) al reciclar el cofactor de eNOS, la tetrahidrobiopterina, que es 

relevante para la elasticidad arterial y la regulación de la presión arterial (Traber & Stevens, 

2011).  

6.3.2 Vitamina E 

 

La vitamina E es un antioxidante importante que elimina radicales peroxilo y previene la 

propagación de radicales libres en las membranas y en las lipoproteínas plasmáticas. 

Cuando se forman radicales peroxilo (ROO•), estos reaccionan 1000 veces más rápido 
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con la vitamina E (Vit E-OH) que con los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA) que 

forman las membranas biológicas. El grupo hidroxilo del tocoferol reacciona con el radical 

peroxilo para formar el correspondiente hidroperóxido lipídico y el radical tocoferilo (Vit 

E-O•). El radical tocoferilo (Vit E-O•) reacciona con la vitamina C (u otros donantes de 

hidrógeno), oxidando esta última y devolviendo la vitamina E a su estado reducido. Los 

síntomas humanos de la deficiencia de vitamina E sugieren que sus propiedades 

antioxidantes juegan un papel importante en la protección de las membranas de los 

eritrocitos y los tejidos nerviosos (Traber & Stevens, 2011).  

7. Género Opuntia 

 

El género Opuntia posee una gran importancia cultural y nutricional, se distribuye 

ampliamente en México, específicamente en la Sierra Madre Oriental, la Mesa del Centro 

y el Eje Neovolcánico (Torres-Bojórquez et al., 2017). Está conformado por 189 especies 

silvestres aproximadamente, 83 de ellas se distribuyen de manera ubicua en México y 

29 se encuentran en la zona centro-norte de México, en parte de los estados de 

Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosí, Zacatecas, Ciudad de México 

y Aguascalientes (Reyes-Agüero et al., 2005) ya que el clima semiárido endémico de 

esta región favorece su propagación. El género ha ofrecido beneficios al hombre y tanto 

su distribución cosmopolita como el amplio aprovechamiento de sus componentes (fruto 

y cladodios) en su totalidad, han impulsado investigaciones sobre las propiedades 

nutricionales de su fruto, la tuna, sobre todo su capacidad antioxidante (Castellanos-

Santiago & Yahia, 2008) y/o para el aislamiento de metabolitos secundarios, entre ellos 

betalaínas y carotenoides (Patel, 2012).  

 

La tuna es ovoide, posee pericarpio grueso, con pulpa jugosa y dulce, con abundantes 

semillas (Torres-Bojórquez et al., 2017). Su consumo aporta lípidos, proteínas, 

minerales, fibra, aminoácidos, vitamina C, compuestos fenólicos y pigmentos 

betalaínicos (Sumaya-Martínez et al., 2011), así mismo, debido a las altas 

concentraciones de agentes antioxidantes se han considerado como alimento funcional 

(Torres-Bojórquez et al., 2017). Uno de los componentes predominantes en la tuna son 
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las llamadas betalaínas que son pigmentos solubles en agua e incluyen betacianias 

(color rojo- violeta) y betaxantinas (color amarillo), el color evidente del fruto está dado 

por la concentración y el tipo de betalaínas presentes (Castellanos-Santiago & Yahia, 2008). 

Dichos pigmentos muestran una actividad antioxidante importante y un potencial uso 

como pigmentos naturales (Ramírez-Ramos et al., 2015). Se cree que las Cactaceas, 

sobre todo el género Opuntia, son una excelente fuente de betalaínas (Stintzing & Carle, 

2004).  

7.1 Opuntia robusta 

 

Opuntia robusta es originaria de México Central (Britton N & Rose J, 1919), zona árida de 

los estados del área central como Zacatecas, Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosí, 

Guanajuato y Michoacán (Bravo- Hollis H, 1978). Se trata de una planta arbustiva, 

ramosa, de 1 a 2 metros, con tronco bien definido, artículos orbiculares de 25 a 40 

centímetros de longitud, robustos, color verde azulado claro, espinas vigorosas, de 5 

centímetros de longitud, amarillentas en la base y blancas hacia la extremidad, flores 

amarillas grandes, de 5 a 7 centímetros de ancho, lóbulos del estigma verdes, fruto 

globoso o elíptico, al principio tuberculado, de 7 a 11 centímetros de longitud, purpurino 

o con tinte verdoso. Opuntia robusta pertenece al género Opuntia de la familia 

Cactaceae, que es característico por su alta adaptabilidad a una gran diversidad de 

climas y tierras. Opuntia robusta es bien conocida por su potencial nutricional para mitigar 

escasez de alimentos y agua en áreas propensas a la sequía (Chaouch et al., 2016).  

 

II) ANTECEDENTES 

2.1 Tioacetamida 

 

La tioacetamida (TAA) es un compuesto ampliamente utilizado para simular el daño 

generado en la patogenia de la fibrosis hepática. TAA aumenta la formación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) a través de su metabolito, el tioacetamida disulfóxido 

(TASO2), que causa estrés oxidativo severo junto con la peroxidación de lípidos y la 
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generación de carbonilos de proteínas y aductos con el ADN (Yuan & Kaplowitz, 2013). El 

estrés oxidativo en el hígado provoca la activación de las HSC debido a las ROS 

producidas durante el metabolismo de TAA. Las ROS proporcionan señales de activación 

paracrina que inducen la transdiferenciación de HSC en células similares a 

miofibroblastos que provocan un desequilibrio en la síntesis y degradación de EMC 

(Novo et al., 2010), perpetuando el proceso fibrótico. 

 

TAA es un compuesto que contiene tio-azufre. En 1943, se utilizaba como antifungicida 

para naranjos y apareció contaminando el jugo de naranja (Cascales Angosto & 

Ferrandiz García, 1987). Fitzhugh y Nelson en 1984 lo informaron por primera vez como 

hepatotóxico (Fitzhugh & Nelson, 1948). Una dosis única de esta sustancia en animales 

es capaz de generar necrosis centrolobulillar con posterior respuesta regenerativa 

(Mangipudy et al., 1995; Okuyama et al., 2005). Mientras que su administración crónica 

puede conducir a fibrosis hepática, eventual cirrosis hepática y hepatocarcinoma (Low et 

al., 2004; Moreira et al., 1995; Natarajan et al., 2006). Las ventajas de usar TAA como 

modelo de xenobiótico hepático es que tiene una gran afinidad por el hígado, 

específicamente para el área perivenosa y un periodo considerable entre sus efectos 

necrogénicos y la insuficiencia hepática (Chilakapati et al., 2005; Mehendale, 2005). 

 

Uno de los mecanismos efectuados por la TAA consiste en la formación de aductos, en 

el cual los metabolitos reactivos tienen la facultad de unirse covalentemente a 

macromoléculas celulares. Por otro lado, la producción de ROS resultante de la 

administración de TAA es seguida por la peroxidación de lípidos de membrana celular, 

agotamiento de los principales sistemas antioxidantes como el glutatión y la reducción 

de grupos tiol SH (Lotková et al., 2007; Sanz et al., 2002; Zaragoza et al., 2000). Sin 

embargo, no es el único mecanismo mediante el cual TAA produce daño hepático, 

también realiza una movilización el calcio de sus almacenes intracelulares (Diez-

Fernandez et al., 1996). La convergencia entre el aumento de la formación de ROS y un 

desequilibrio en la homeostasis del calcio pueden inducir un aumento en la permeabilidad 

de la membrana interna mitocondrial, interrumpir el potencial de la misma y en 

consecuencia, inhibir la respiración mitocondrial (Bernardi et al., 2001). Es evidente que 
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la TAA afecta el metabolismo de la energía mitocondrial (Cervinkova 1998, n.d.; Möller & 

Dargel, 1985), por ello se cree la mitocondria podría jugar un importante papel en la 

hepatotoxicidad inducida por TAA (Moronvalle-Halley et al., 2005; Okuyama et al., 2005). 

 

TAA también aumenta la producción de fibras de colágeno, activa las HSC e induce 

mediadores pro-fibrogénicos involucrados en las vías del factor de crecimiento 

transformante (TGF-β1) canónico y no canónico, incluido el factor nuclear (NF-kB) y la 

producción de citocinas proinflamatorias, malondialdehído (MDA) y 4- hidroxinonenal, en 

contraste con el glutatión (GSH/ GSSG) y el factor eritroide nuclear (Nrf2) los cuales 

disminuyen (Ramos-Tovar et al., 2019). Pero los mecanismos de daño hepático por 

excelencia de la TAA son el estrés oxidativo y la inflamación. El estrés oxidativo tiene 

como particularidad en el hígado, la activación de las HSC; las ROS producidas por el 

metabolismo de TAA brindan señales de activación paracrina para inducir la 

transdiferenciación a macrófagos, la proliferación, migración y síntesis de proteínas de 

la matriz extracelular (Novo et al., 2010). 

 

TAA debe ser activada metabólicamente para ejercer su daño, mediante su metabolito 

tóxico, tioacetamida disulfóxido (TASO2) (Cascales Angosto & Ferrandiz García, 1987). 

La tioacetamida se biotransforma mediante la acción catalítica de una monooxigenasa 

microsomal de acción mixta perteneciente al citocromo P450, la CYP2E1 (Chilakapati et 

al., 2007). Dicha activación metabólica de TAA promueve la formación de su metabolito 

reactivo, TASO2 por ROS generadas como intermediarios (Andrés et al., 2003; 

Chilakapati et al., 2007). TAA es bioactivada por CYP2E1 a TAA sulfóxido (TASO), 

(primer paso) y a tioacetamida disulfóxido altamente reactivo (TASO2) (segundo paso), 

que inicia la necrosis hepática por enlace covalente (Chilakapati et al., 2007) (Figura 3). 

Los derivados de acetamidinolisina son los responsables de los efectos hepatotóxicos 

inducidos por TAA ya que su metabolito reactivo TASO2 se une covalentemente a 

proteínas, favoreciendo la formación de estos compuestos (Dyroff & Neal, 1981).  
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             Figura 3. Mecanismo de daño del metabolito tóxico TASO2. (Chilakapati et al. 2005). 

 

El modelo de daño hepático con TAA presenta un lapso de tiempo muy amplio entre 

elevaciones significativas de los marcadores de enzimas séricas de la lesión y la 

insuficiencia hepática que conduce a la muerte, tiempo que permite realizar todo tipo de 

mediciones de evaluaciones de marcadores de daño (Chilakapati et al., 2007).  

2.2 Evaluaciones previas de la capacidad antioxidante del fruto de Opuntia robusta 

(Or) 

 

Se ha reportado que la ingesta regular del fruto de Opuntia robusta (Or) reduce 

significativamente el daño oxidativo in vivo en un grupo de pacientes con 

hipercolesterolemia familiar (Budinsky et al., 2001). Poblaciones con altos índices de 

síndrome metabólico y diabetes mellitus, han empleado la pulpa del fruto de O. robusta 

(OrP) como compuesto hipoglucemiante por generaciones (Frati-Munari et al., 1988), en 

dichos individuos se ha monitoreado una disminución significativa del colesterol LDL, así 

como un decremento sustancial de isoprostanos en orina, suero y plasma.  

En el área del sur de Arizona y las partes vecinas del norte de México, se usa Or en la 

medicina tradicional de los nativos americanos (Budinsky et al., 2001) y se ha 
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demostrado que esta intervención nutricional muestra acciones hipoglucémicas (Frati-

Munari et al., 1988) e hipolipidémicas (Fernandez et al., 1992; Wolfram et al., 2002) 

incluso a nivel del receptor de LDL (Fernandez et al., 1992, 1994). Individuos con peso 

ideal que padecen hipercolesterolemia familiar, han mostrado efectos benéficos de Or 

en el daño oxidativo in vivo (Budinsky et al., 2001). También se ha documentado que su 

consumo regular mejora la función de las plaquetas (Wolfram et al., 2003).  

 

Por otro lado, se ha demostrado que, en México, el contenido de compuestos con 

actividad biológica de Or, es más abundante en comparación con otros cultivares, 

(González-Ponce et al., 2016; Yahia & Mondragon Jacobo, 2011). Yahia & Mondragón, 2011 

concluyeron, mediante los ensayos FRAP y DPPH que las betalaínas, la vitamina C y los 

compuestos fenólicos son los encargados de la capacidad antioxidante y a su vez, se ha 

demostrado que Or es una de las especies con mayor concentración de estos 

metabolitos en comparación con otras especies de Opuntia, entre ellas, Opuntia 

streptacantha. Asimismo, el extracto de Or presentó alta capacidad antioxidante 

evaluada con los métodos DPPH, FRAP y ABTS. Asimismo, las enzimas ALT y AST, la 

albúmina sérica y el antioxidante endógeno GSH mostraron actividad muy parecida a los 

controles comparados contra los grupos administrados con sobredosis aguda de 

acetaminofén (González Ponce et al., 2020; González-Ponce et al., 2016) y diclofenaco 

(Villa-Jaimes et al., 2022) en ratas, sugiriendo su importante capacidad hepatoprotectora. 

Se ha observado una disminución significativa en la concentración de triglicéridos en 

ratas hiperglucémicas que recibieron jugo de fruto de Opuntia robusta (OrE) (Zenteno 

Ramírez, 2016) el cual también tiene efecto contra cáncer de colon, próstata e hígado 

(Chavez-Santoscoy et al., 2009). Por otro lado, se ha demostrado en estudios anteriores 

que el consumo diario de Or también facilita la detoxificación hepática y puede ser 

considerada para el tratamiento de NAFLD (González-Ponce et al., 2016).  En México, 

Opuntia robusta es una especie silvestre y no existe amenaza contra su distribución 

(Hernández et al., 2017).  
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III) JUSTIFICACIÓN 

La fibrosis hepática es una enfermedad inflamatoria crónica, asociada a un aumento 

significativo de las tasas de morbilidad que contribuye al 45% de mortalidad a nivel 

mundial. Actualmente no existen terapias adecuadas para tratar su progresión (Berumen 

et al., 2020; Roehlen et al., 2020). México posee la prevalencia más alta de cirrosis 

descompensada en el continente americano y la mortalidad por esta patogenia ocupa el 

cuarto lugar a nivel nacional. Actualmente, su etiología se asocia principalmente a 

desórdenes metabólicos (Cisneros Garza et al., 2022), sin embargo, existen estímulos 

biológicos y químicos que conducen al proceso de fibrosis. El grupo de edad más 

suceptible oscila entre 50-70 años (Méndez-Sánchez et al., 2018), debido a presencia 

de patologías primarias crónico-degenerativas y el uso de fármacos. La alta incidencia y 

prevalencia de la fibrosis hepática y la relativa ineficacia de los tratamientos utilizados, 

establecen la necesidad de nuevas estrategias terapéuticas para reducir el daño y 

prevenir su progresión. 

Por otro lado, las especies del género Opuntia tienen gran importancia cultural y 

nutricional en México. Las especies de Opuntia poseen múltiples beneficios, y su amplia 

distribución ha impulsado la investigación sobre las propiedades nutricionales de sus 

frutos, las tunas (Castellanos-Santiago & Yahia, 2008; Patel, 2012), que se han 

propuesto como un alimento funcional. Se ha reportado que los compuestos bioactivos 

del fruto de Opuntia robusta (Or) brindan un importante efecto benéfico sobre la salud 

intestinal, cardiovascular y hepática, debido a sus propiedades antioxidantes y 

anticancerígenas (Chang et al., 2008; Chavez-Santoscoy et al., 2009; Jiménez-Aguilar 

et al., 2015). Asimismo, este fruto se ha utilizado para tratar enfermedades degenerativas 

y metabólicas en cuya etiología esta presente el estrés oxidativo (Budinsky et al., 2001). 

 

Se han reportado los efectos antioxidantes y hepatoprotectores de los extractos de Or 

sobre el daño hepático agudo generado por el estrés oxidativo inducido con paracetamol 

(González Ponce et al., 2020; González-Ponce et al., 2016) y diclofenaco (Villa-Jaimes 

et al., 2022). Debido a que el estrés oxidativo es un fenómeno común en el daño hepático 

agudo y crónico que puede conducir a la fibrosis, el objetivo de este estudio fue 
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determinar las propiedades nutracéuticas y los efectos antioxidantes, hepatoprotectores 

y antifibróticos de Or en un modelo de fibrosis hepática inducida con TAA en rata. 

IV) HIPÓTESIS 

En un modelo de fibrosis hepática no alcohólica en rata, los componentes del fruto 

Opuntia robusta poseen efecto hepatoprotector. 

V) OBJETIVO 

Evaluar el efecto hepatoprotector del fruto de Opuntia robusta en un modelo de fibrosis 

hepática no alcohólica. 

VI) OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Caracterizar la capacidad nutracéutica de la pulpa del fruto de Opuntia robusta. 

● Establecer el modelo de fibrosis hepática no alcohólica en rata Wistar macho 

adulto.  

● Evaluar el efecto hepatoprotector del tratamiento con el extracto y la pulpa del 

fruto de Opuntia robusta, mediante marcadores de daño bioquímico, estructural y 

molecular en un modelo de fibrosis hepática no alcohólica. 

 

 

 

 

 

 



 39 

 

VII) DISEÑO EXPERIMENTAL  

 

El diseño experimental estuvo constituido por tres fases, la primera fue la recolección del 

fruto de Opuntia robusta y la caracterización nutracéutica de su pulpa. La fase II constó 

del establecimiento del modelo de fibrosis hepática no alcohólica en ratas Wistar macho 

y por último la fase III, el desarrollo de los grupos experimentales, así como la evaluación 

de los marcadores estructurales, bioquímicos y moleculares de daño en tejido hepático. 
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Modelo experimental in vivo  
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VIII) METODOLOGÍA 

8.1 Caracterización nutracéutica de Or 

8.1.1 Colecta, extracción y almacenamiento 

 

Se realizó la colecta de Or en la comunidad “Soledad de abajo”, El Llano, Aguascalientes, 

México (coordenadas 21°47'04.7"N 102°06'40.1"W), en tres diferentes fechas 2, 28 de 

Agosto de 2019 y 11 de Agosto de 2020. Los frutos fueron debidamente lavados y 

desinfectados con Microdyn®️ con la finalidad de evitar cualquier contaminación y para 

eliminar espinas.  

8.1.1.1 Procedimientos de extracción 

 

Se llevo a cabo la obtención tanto de OrE como de OrP a partir del fruto íntegro de la 

siguiente manera. 

OrE: Se pesaron los frutos colectados íntegros, también se realizó el pesaje del fruto y 

de la cáscara, por separado. Se procedió a la homogeneización en licuadora Osterizer®️ 

10 Speed Blender, procedimiento seguido del tamizaje del fruto para eliminar las 

semillas. Posteriormente, el material se centrifugó a 5000 rpm durante 20 minutos a 4°C 

en centrífuga refrigerada de suelo Sorvall™ ST8 FR Thermo Fisher Scientific y después 

de hacer pasar a través de un filtro de papel Whatman 40 (tamaño de poro de 8 micras), 

se recuperó el sobrenadante, fracción soluble. Se cuantificaron los volúmenes obtenidos 

y se alicuotaron en tubos Falcon oscuros de 50 mililitros, 25 mililitros de extracto en cada 

uno de ellos.  

 

OrP: Se realizó el pesaje de las unidades íntegras, sin cáscara y también de la cáscara, 

para conocer las proporciones en peso de cada uno de los componentes. OrP se obtuvo 

al eliminar solamente las semillas y esto se logró al prensar cada una de las tunas con 

un tamiz generado al doblar 3 veces una gasa quirúrgica ProtectMR, tejido 20 x 12. Se 

cuantificó y reportó el volumen de OrP obtenido de cada una de las unidades. Se dividió 

el volumen total en alícuotas de 25 militros en tubos Falcon oscuros de 50 mililitros. 
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Tanto OrE como OrP se liofilizaron en liofilizador Labconco®️ FreeZone 6 Liter Freeze Dry 

System (Labconco Corp., Kansas City, MO, USA) con la finalidad de evitar 

contaminaciones y facilitar la administración. Dichos liofilizados se almacenaron en 

ultracongelador Haier Biomedical a -80°C hasta su utilización. 

8.1.1.2 Análisis bromatológico de OrP 

 

El análisis bromatológico de OrP se realizó en la Estación Zootécnica de la Universidad 

Autónoma de Aguascalientes siguiendo los protocolos recomendados por la AOAC. El 

contenido de fibra cruda se realizó de acuerdo al método oficial de la (AOAC, 1971), la 

fibra cruda bajo oficialidad del método (AOAC, 1977), el porcentaje de humedad de 

acuerdo a los métodos oficiales (Karl Fischer, 2001) y (Horwitz, 2002), la proteína cruda 

bajo el método (AOAC, 1969) y el contenido de cenizas de acuerdo a la (NMX-Y-093-

1976).  

8.1.1.3 Determinación de contenido de humedad de OrP 

 

Se obtuvo el contenido de humedad de OrP mediante la técnica establecida por (Horwitz, 

2002), la cual consiste en llevar la muestra a peso constante para determinar su 

porcentaje de agua y de sólidos totales. Se introdujeron pequeñas charolas de aluminio 

previamente pesadas en estufa Felisa®️ modelo FE-291AD serie 1604023, a una 

temperatura de 105°C durante 2 horas, posteriormente se colocaron por 15 minutos en 

un desecador para enfriar y se pesaron. Se repitió dicho procedimiento hasta que ya no 

se registró cambio en su peso, es decir, se llevó a peso constante. Se agregaron a las 

charolas 3 gramos de muestra aproximadamente, no sin antes registrar el peso exacto; 

se introdujeron en la estufa y después de 24 horas, se extrajeron y se dejaron enfriar en 

el desecador por 15 minutos. Se realizó el pesaje de las charolas para determinar el peso 

de la muestra seca al considerar el peso de éstas vacías.  
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8.2 Determinación in vitro de la capacidad antioxidante de OrP y OrE 

8.2.1 Obtención de extracto metanólico de OrP 

 

Para extraer la mayor cantidad de componentes con actividad biológica y antioxidante, 

se realizó una extracción metanólica de OrP, para lo cual, se pesaron en balanza 

analítica Sartorius M- power, 0.25 gramos de muestra seca (ó la equivalencia de muestra 

líquida para asegurar que se tiene dicho peso de sólidos) y se anotó el peso exacto, ya 

que este se usaría en cálculos posteriores; se añadieron 10 mL de metanol acuoso al 

50% (v/v) pH 2.0 y se agitaron los tubos a temperatura ambiente durante 1 h en una 

plataforma de agitación orbital, posteriormente se centrifugaron los tubos a 1500 g por 

10 min en centrífuga Hettich Zentrifugen EBA 200 a temperatura ambiente, recuperando 

el sobrenadante (extracto A) en un tubo Falcon de 50 mL oscuro. Al residuo insoluble se 

le agregaron 10 mL de acetona acuosa al 70% (v/v) y se resuspendio perfectamente con 

ayuda de Vortex- Genie 2 Scientific Industries, el cual se agitó nuevamente a temperatura 

ambiente por 1 h en plataforma de agitación orbital. Se centrifugaron los tubos a 1500 

gravedades por 10 minutos a temperatura ambiente y se recuperó el sobrenadante 

(Extracto B) en el mismo tubo Falcon de 50 mL oscuro donde se colocó el Extracto A y 

se aforó a 25 mL con mezcla alcohol- acetona (Mezcla 1:1 de metanol acuoso al 50% 

(v/v) pH 2.0 y acetona acuosa al 70% (v/v)).  

  

De dichos extractos metanólicos, se determinó la presencia y concentración de fenoles 

y flavonoides solubles totales. Además, se evaluó su capacidad antioxidante mediante 

diversos ensayos, los cuales emplean distintos compuestos como formadores de 

radicales libres, entre ellos, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 2,2’- azino- bis (ácido 3-

etilbenzotiazolina- 6- sulfónico) (ABTS・+), dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2 

amidinopropano) y en el caso del método FRAP, la donación de electrones para 

estabilizar la molécula radical.  

 

Se realizó una curva de calibración con cantidades conocidas de antioxidantes 

empleados como referencia para cada una de las técnicas, que mediante regresión 



 44 

lineal, permitió obtener la ecuación de la recta para conseguir los valores de cada una 

de las muestras y hacer posible la comparación con dichos antioxidantes de referencia.  

8.2.2 Determinación de betacianinas 

 

La determinación de la concentración de betacianinas en las muestras de pulpa se 

realizó de acuerdo con Stintzing et al. 2005 (Stintzing et al., 2005), con pequeñas 

modificaciones. Se realizaron diluciones de 1:30 y 1:40 con agua destilada, se leyó su 

absorbancia por triplicado a 538 nm y se aplicó la siguiente ecuación para cada valor: 

BT [mg/L] = 
𝐴∗ 𝐹𝐷∗ 𝑃𝑀∗ 1000

𝜀 ∗ 𝑙
 

Donde: 

A: Absorbancia de la muestra. 

FD: Factor de dilución. 

PM: Peso molecular (550 g/mol). 

ε: Coeficiente de extinción molar (60000 L/ (mol cm) en agua). 

l: longitud de lectura de la celda. 

8.2.3 Determinación de fenoles solubles totales 

 

Se realizó la curva de calibración con concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 

80 μg de ácido gálico con un total de 4 repeticiones (Figura 4), mientras que de los 

extractos metanólicos de OrP se emplearon 250 μL por triplicado y se añadieron 125 μL 

de reactivo de fenol Folin-Ciocalteu 2N (Folin, 1912; Folin & Ciocalteu, 1927; Singleton et al., 

1999); después de 6 minutos se agregó carbonato de sodio al 7% (Na2CO3), y se sometió 

a reposo durante 90 minutos. Transcurrido el tiempo, las muestras se centrifugaron en 

microcentrífuga Micro 2000 Clay AdamsTM Becton Dickinson a 12,000 rpm por 3 minutos 

y se leyeron en espectrofotómetro Biomate 3 Thermo Scientific a λ 757 nm. 
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Figura 4. Curva patrón de fenoles solubles totales usando concentraciones conocidas de ácido gálico 

y las absorbancias promedio de las cuatro repeticiones; se muestran los valores de coeficientes m, 

b, R2 y R.  

8.2.4 Determinación de flavonoides solubles totales 

 

Se elaboró la curva de calibración con 4 repeticiones y con el compuesto antioxidante 

estándar, catequina a concentraciones 0, 3.33, 8.33, 16.67, 33.33, 50.00, 66.67, y 83.33 

μg (Figura 5); se utilizaron dos volúmenes de OrP (250 y 500 μL), se adicionó nitrito de 

sodio (NaNO3) al 5% (p/v), cloruro de aluminio (AlCl3) al 10% (p/v) e hidróxido de sodio 

(NaOH) 1 M. Se llevó a un volumen final de reacción de 2.5 mL y se dejó reaccionar en 

reposo durante 30 minutos, protegiendo las muestras de la luz. Transcurrido el tiempo, 

se leyeron a λ de 510 nm. 
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Figura 5. Curva patrón de flavonoides solubles totales usando cantidades conocidas de catequina y 

las absorbancias promedio de las cuatro repeticiones; se muestran los valores de coeficientes m, b, 

R2 y R.  

8.2.5 Determinación de capacidad antioxidante usando el radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo (DPPH) 

 

Se elaboró una curva de calibración con cantidades conocidas (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 

35 nmol por triplicado) de TroloxMR 1mM, análogo hidrosoluble de la vitamina E (Figura 

6); mientras que para las muestras problema se usaron 75 μL por triplicado de OrP, 

completando con una mezcla alcohol-acetona (Mezcla 1:1 de metanol acuoso al 50% 

(v/v) pH 2.0 y acetona acuosa al 70% (v/v)) a 100 μL. Se añadieron 600 μL de DPPH 

0.13 mM y después de dejar en reposo las muestras durante 20 minutos, protegiéndolas 

de la luz, se leyeron a λ de 515 nm.  
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Figura 6. Curva de calibración de DPPH.  

 

8.2.6 Determinación de actividad antioxidante usando el radical ácido 2,2’-azino-

bis-3etilbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS•+) 

 

Para la elaboración de la curva de calibración se usaron  0, 5, 10, 25, 50, 75 y 100 nmol 

de TroloxMR 1mM (Figura 7). Se utilizaron 50 μL de OrP por triplicado y se completó este 

volumen a 100 μL con una mezcla alcohol-acetona (Mezcla 1:1 de metanol acuoso al 

50% (v/v) pH 2.0 y acetona acuosa al 70% (v/v)). Posteriormente se añadieron 2850 μL 

de solución de trabajo de ABTS•+ (ABTS + persulfato de potasio). Después de un reposo 

de 2 horas y protegidas de la oscuridad, las muestras se leyeron a λ de 734 nm. 
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Figura 7. Curva de calibración de ABTS•+. Así como los valores de coeficientes m, b, R2 y R.  

8.2.7 Determinación de la actividad antioxidante por el método Poder Antioxidante 

de Reducción Férrica (FRAP) 

 

La construcción de la curva de calibración se llevó a cabo con  0, 16.65, 33.30, 49.95, 

66.60, 83.25 y 99.90 nmol de TroloxMR 0.666 mM (Figura 8) y para las muestras 

biológicas se emplearon 50 μL y se completó a 100 μL con una mezcla alcohol-acetona 

(Mezcla 1:1 de metanol acuoso al 50% (v/v) pH 2.0 y acetona acuosa al 70% (v/v)) y se 

adicionaron 2850 μL de solución FRAP, se protegieron de la luz cada uno de los tubos 

durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se procedió a la 

lectura de las muestras, la cual se realizó a λ 593 nm. 
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Figura 8. Curva de calibración de FRAP.  

8.2.8 Determinación de la actividad antioxidante OrP usando AAPH como indicador 

de daño oxidativo y hemólisis en eritrocitos humanos 

 

Para la realización de este ensayo fue necesario llevar a cabo una nueva extracción, tal 

como se describió con anterioridad para la obtención del extracto metanólico pero esta 

vez con buffer de fosfatos al pH 7.4 (PBS) para así evitar la lisis causada por el metanol 

y la acetona.  

Este ensayo se lleva a cabo en tres etapas, la primera se realizó para descubrir si OrP 

posee la capacidad de lisar los eritrocitos por sí misma. En la segunda parte se evalúa 

la citoprotección otorgada por la OrP al causar lipoperoxidación por el radical AAPH 

(dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano)), cuya capacidad antioxidante se 

compara con una curva de calibración con cantidades conocidas de TroloxMR (Figura 9) 

en la tercer fase del ensayo. 
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Se obtuvieron alrededor de 4 mL de sangre humana mediante punción venosa en tubos 

con anticoagulante (EDTA). Se llevó a centrifugación en centrífuga Hettich Zentrifugen 

EBA 200 a temperatura ambiente a 3500 rpm durante 5 minutos para posteriormente 

retirar el plasma y la capa leucocitaria. Se realizaron 5 lavados  con PBS pH 7.4, 

descartando el sobrenadante en cada una de las veces. Después de los lavados se 

prepararon soluciones al 5% (v/v) y 10% (v/v) ambas en PBS pH 7.4.  

8.2.8.1 Análisis Preliminar de Citotoxicidad Conducente a Hemólisis para el 

Extracto de Muestra Problema 

Esta evaluación se basa en las metodologías de (Lakshmi et al., 2014; V. Oliveira et al., 

2009; Vinjamuri et al., 2015), con modificaciones de (Hernández Marín, 2018). En la 

siguiente tabla se muestra la preparación de las muestras de reacción de blancos, 

controles y extracto de la muestra a analizar, en tubos Eppendorf®️ de 2 mL. Se realizó 

por triplicado para el extracto de pulpa: 

Tabla 3. Volúmenes de reacción para análisis preliminar de citotoxicidad conducente a hemólisis para 

OrP.  

 
 
 
 
 

Reactivos 

 
 

Tubo # 

1  
Blanco del 

control 
negativo 

2 
Control 

negativo 
(Hemólisis 

basal) 

3 
Blanco del 

control 
positivo 

4 
Control 
positivo 

(Hemólisis 
total) 

5  
Blanco de la 

muestra 
problema 

(disolvente) 

6 
Extracto de 

muestra 
problema 

Agua 
destilada 

(μL) 

----- ----- 1000 1000 ----- ----- 

PBS pH 7.4 
(μL) 

1250 1000 250 ----- 990-0 900 

Disolvente 
(μL) 

----- ----- ----- ----- 10-1000 ----- 

Extracto de 
muestra 

problema 
(μL) 

----- ----- ----- ----- ----- 100 
(Por 

triplicado) 

Eritrocitos al 
5%(v/v) en 
PBS pH 7.4 

(μL) 

----- 250 ----- 250 250 250 

Volumen 
total (μL) 

1250 1250 1250 1250 1250 1250 
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Posteriormente, se cubrieron los tubos con papel aluminio y se incubaron a 37±0.5°C en 

agitación orbital a 200 rpm durante 30 minutos; transcurrido el tiempo se llevaron a 

centrifugación a 685 g por 5 min a 25°C y se leyeron sus sobrenadantes a 545 nm 

(espectrofotómetro Biomate 3 Thermo Scientific). Se aplicó la siguiente ecuación para 

determinar el porcentaje de hemólisis que provocaron los extractos: 

%Hemólisis = [(Amp-Acn) / (Acp-Acn)]  100    Ecuación 2 

Donde: 

Amp: Absorbancia de la muestra problema= Abs tubo #6 contra el tubo #5 como blanco.  

Acn: Absorbancia del control negativo= Abs tubo #2 contra el tubo #1 como blanco.  

Acp: Absorbancia del control positivo= Abs tubo #4 contra el tubo #3 como blanco. 

 

8.2.8.2 Análisis de Citoprotección por el Extracto de OrP contra la Hemólisis 

Oxidativa Inducida por AAPH 

Esta evaluación de capacidad citoprotectora se basa en las metodologías propuestas por 

(Benites et al., 2012; Chisté et al., 2014; Sulaiman & Hussain, 2013), con modificaciones 

implementadas por (Hernández Marín, 2018). En la siguiente tabla se muestra la 

preparación de las muestras de reacción de blancos, controles y extracto de la muestra 

a analizar, en tubos Eppendorf®️ de 2 mL. Se realizó por triplicado para el extracto de 

OrP (a partir de la una dilución 1:10): 
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Tabla 4. Velocidades de reacción del análisis de citoprotección por los extractos de OrP contra a 

hemólisis oxidativa inducida por AAPH. 

 
 
 

Reactivos 

Tubo # 

1  
Blanco del 

control 
negativo 

2 
Control 

negativo 
(Hemólisis 

basal) 

3 
Blanco del 

control 
positivo 

4 
Control 
positivo 

(Hemólisis 
total) 

5  
Blanco de la 

muestra 
problema 

(disolvente) 

6 
Extracto de 

muestra 
problema 

PBS pH 7.4 
(μL) 

1000 750 625 375 615-250 ----- 

Disolvente 
(μL) 

----- ----- ----- ----- ----- ----- 

Extracto de 
muestra 

problema 
(μL) 

----- ----- ----- ----- 10-375 375 (Por 
triplicado) 

Eritrocitos al 
5%(v/v) en 
PBS pH 7.4 

(μL) 

----- 250 ----- 250 ----- 250 

AAPH 150 
mM en PBS 
pH 7.4 (μL) 

----- ----- 375 375 375 375 

Volumen 
total (μL) 

1000 1000 1000 1000 1000 1000 

 

Se almacenaron los tubos a 37±0.5°C con agitación orbital a 200 rpm por 5 horas en 

penumbra y transcurrido el tiempo, se centrifugaron a 685 g por 5 min a 25°C y se leyeron 

sus sobrenadantes a 535 nm (espectrofotómetro Biomate 3 Thermo Scientific). Se aplicó 

la siguiente ecuación para determinar el porcentaje de inhibición de hemólisis que 

provocó el extracto de OrP: 

% de Inhibición de Hemólisis = 100 - {[(Amp-Acn) / (Acp-Acn)]  100}     Ecuación 3 

Donde:  

Amp: Absorbancia de la muestra problema= Abs tubo #6 contra el tubo #5 como blanco. 

Acn: Absorbancia del control negativo= Abs tubo #2 contra el tubo #1 como blanco. 

Acp: Absorbancia del control positivo= Abs tubo #4 contra el tubo #3 como blanco. 
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8.2.8.3 Análisis de la Curva de Calibración de Citoprotección con TroloxMR y con 

la Muestra Problema 

Se realizó una curva patrón con 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 μl de Trolox®️ 

(Figura 9), 250 μl de solución de eritrocitos y 375 μl de AAPH. Se almacenaron todos los 

tubos a 37±0.5°C en agitación orbital a 200 rpm por 5 horas en penumbra y transcurrido 

el tiempo, se centrifugaron a 685 g por 5 min a 25°C. Posteriormente, se leyeron sus 

sobrenadantes a 503 nm (espectrofotómetro Biomate 3 Thermo Scientific) con sus 

respectivos blancos. 

Posteriormente, se resolvió la ecuación polinómica: 

y= ax3+bx2+cx+d 

Mediante el software Wolfram Alpha®️, obteniendo la curva patrón para comparar los 

valores de los extractos obtenidos nuevamente con 100 μl sin dilución y 375 μl de una 

dilución 1:10 del extracto de OrP por triplicado, con los valores conocidos de Trolox, los 

cuales se obtuvieron mediante la siguiente ecuación: 

Eq. Trolox= (
𝑨𝒃𝒔− 𝒃

𝒎
)(

𝑽𝒕 

𝑽𝒂
) (

𝟏

𝑴𝒉 𝒙 𝟏𝟎
)(

𝟏

𝟏𝟎𝟎− 𝑯
)    Ecuación 4 

Donde:  

Eq. Trolox: Micromoles de equivalentes de Trolox/gramo de muestra seca.  

A: Absorbancia promedio de las repeticiones de la muestra problema.  

b: Ordenada al origen (absorbancia).  

m: Pendiente (absorbancia/nanomol de Trolox).  

Vt: Volumen total del extracto (microlitros).  

Va: Volumen de alícuota usado en el tubo problema (microlitros).  

Mh: Peso de la muestra húmeda extraída (gramos).  

H: Contenido de humedad de la muestra húmeda (porciento). 
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Curva estándar  

AAPH 

 
Figura 9. Curva de calibración de AAPH. 

 

8.2.9 Capacidad de eliminación de H2O2 

 

De acuerdo con el método descrito por (Ruch et al., 1989) con modificaciones de (Keser 

et al., 2012), diferentes concentraciones del extracto de OrP fueron añadidas a 0.6 mL 

de una solución de peróxido de hidrógeno 40 mM. Después de 10 minutos, la 

absorbancia a 230 nm fue registrada y comparada contra la solución control (buffer de 

fosfatos sin peróxido de hidrógeno). Posteriormente, el porcentaje de eliminación del 

peróxido de hidrógeno fue calculado a través de la siguiente ecuación:   

 

% 𝒅𝒆 𝒆𝒍𝒊𝒎𝒊𝒏𝒂𝒄𝒊ó𝒏 𝑯𝟐𝑶𝟐 =  [(𝑨𝒄 −  𝑨𝒔)/𝑨𝒄] ×  𝟏𝟎𝟎 

 

Donde  

AC: es la absorbancia del control 

AS:es la absorbancia en presencia de OrP o las soluciones estándar. 
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8.2.10 Cromatografía líquida de alta resolución acoplada a detector UV (HPLC- UV) 

de vitaminas C y E 

8.2.10.1 Vitamina C 

La determinación de ácido ascórbico (vitamina C) se realizó en OrE mediante la técnica 

establecida por (Singh et al., 2016) en una bomba Thermo Scientific ACCELA PDA 

Detector ACCELA 600. La preparación del estándar de ácido ascórbico se logró 

agitándolo durante 5 h a temperatura ambiente en etanol con carbón activado y se 

burbujeaba aire continuamente a través de la solución. Tanto los estándares como las 

muestras de OrE se diluyeron a niveles óptimos con una fase móvil que contenía tirosina 

(50 mg/100 ml). Posteriormente se añadió ditiotreitol (DTT) hasta una concentración final 

de 100 mg/100 ml. El modo de intercambio aniónico débil fue el método por el cual se 

observaron las separaciones óptimas. Se utilizaron columnas Waters μBondapak NH2 

10 mm 3,9 × 300 mm con fase móvil de acetonitrilo: KH2PO4 0,05 M (75:25 p/p) a un 

caudal de 1,0 mL/min y el volumen de inyección fue de 10 μL. La solución de KH2PO4 se 

calentó y mantuvo a 40°C durante la adición de acetonitrilo, para evitar precipitaciones 

de KH2PO4 cuando se mezclaba acetonitrilo con soluciones acuosas. El ácido ascórbico 

fue detectado por UV a 268 nm (límite de detección 25 ng). 

8.2.10.2 Vitamina E 

La determinación de vitamina E en OrE se realizó según (Limbach et al., 2021) utilizando 

un detector de matriz de diodos Agilent 1260 y con las siguientes especificaciones: 

columna analítica (Microsorb 100-3 C18 100 × 4,6 mm) a un caudal de elución de 1,0 

mL/min. Se inyectaron veinte microlitros de la muestra. Ciclo de muestra: 30 min. La fase 

móvil fue isocrática [metanol: agua (98:2, v/v)] y las lecturas se realizaron a una longitud 

de onda de 290 nm. Se usó alfa-tocoferol como estándar. 
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8.3 Modelo experimental in vivo 

Nuestros protocolos de investigación para los experimentos in vivo fueron aprobados por 

el comité de ética de la Universidad Autónoma de Aguascalientes y se realizaron 

siguiendo los lineamientos de la NOM-062-ZOO-1999 del gobierno mexicano y los 

lineamientos de los Institutos Nacionales de Salud para el cuidado y uso de animales de 

laboratorio (NIH publicaciones no. 8023). 

Ratas Wistar macho de 120-150 gramos fueron distribuidas en 11 grupos 

experimentales: Control, Sham, TAA, OrP, OrE, Betanina, N- acetilcisteína (NAC), 

OrP/TAA, OrE/TAA, Betanina/TAA y NAC/TAA. La tioacetamida fue disuelta en solución 

salina fisiológica al 0.9% y administrada vía intraperitoneal dos veces por semana: la 

primera semana a una dosis de 250 mg/kg y las semanas siguientes de 200 mg/kg (El-

Baz et al., 2020). NAC se disolvió con solución salina fisiológica al 0.9% y se administró 

diariamente vía intraperitoneal a una dosis de 50 mg/kg. Mientras que OrP, OrE y 

Betanina se disolvieron con agua destilada y fueron administradas diariamente vía oral 

usando una cánula bucoesofaríngea curvada de acero inoxidable (18 × 3” Cadence 

Science). OrP y OrE a una dosis de 800 mg/kg (González Ponce et al., 2020; González-

Ponce et al., 2016) y la betanina a una dosis de 25 mg/kg. Cada uno de los tratamientos 

se administraron durante 5 semanas y al término de la segunda, tercera, cuarta y quinta 

semana se tomaron muestras de sangre e hígado para su análisis posterior. Los 

animales tuvieron acceso ad libitum a alimento y agua durante el experimento y su peso 

fue monitoreado cada semana.   

Al final de la segunda, tercera, cuarta y quinta semana, 8 ratas de cada grupo 

experimental fueron anestesiadas con pentobarbital sódico a una dosis de 40 mg/kg, 

posteriormente se llevó a cabo una toracotomía y las muestras de sangre se tomaron 

mediante punción cardíaca. Después fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15 

minutos para obtener suero, el cual fue almacenado a -80◦C hasta el momento de la 

evaluación de los marcadores bioquímicos de daño hepático.  
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Posteriormente, 4 ratas fueron perfundidas con solución de lavado, después se realizó 

una hepatectomía total y una parte del tejido hepático fue preservado a -80◦C hasta la 

evaluación de los marcadores de estrés oxidativo, mientras que el resto del tejido se 

almacenó en RNA later (Invitrogen. Thermo Fisher Scientific #Cat AM7024) o en buffer 

RIPA (Sigma #Cat R0278) con inhibidores de proteasas (cOmpleteTM, Mini Protease 

Inhibitor Cocktail. Roche. #Cat 11836153001) para la evaluación de marcadores 

moleculares de daño. El hígado de los 4 individuos restantes de cada uno de los grupos 

experimentales fue sometido a fijación in situ con formalina neutra al 10% (formalina 

grado reactivo/ buffer de fosfatos v/v) después de la perfusión con la solución de lavado. 

De igual manera, se realizó una hepatectomía total para llevar a cabo el análisis 

histopatológico. Las muestras de hígado fueron colocadas en formalina neutra al 10% 

hasta su procesamiento. 

8.3.1 Marcadores bioquímicos de daño hepático 

Las concentraciones séricas de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y alanino 

aminotransferasa (ALT) fueron determinadas a través de la técnica de química 

sanguínea seca en el equipo VITROS® System Integrated 5600 Ortho Clinical 

Diagnostics Johnson & Johnson Company, Neptune Township, NJ, USA.  

8.3.2 Biomarcadores de estrés oxidativo 

8.3.2.1 Glutatión reducido (GSH) 

Los niveles de GSH fueron determinados en tejido hepático después de su 

homogenización en el equipo TissueLyser II QIAGEN® Hilden, Germany. El indice 

GSH/GSSG fue determinado usando el kit comercial Quantification kit for oxidized and 

reduced glutathione, Sigma Aldrich. St. Louis, MO, USA. Y las determinaciones fueron 

realizadas en placas de 96 pocillos a través de espectrofotometría en un lector de 

microplacas iMarkTM Microplate Absorbance Reader BIO-RAD. Hercules, CA, USA a 

415 nm. 
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8.3.2.2 Malondialdehído (MDA) 

Se realizó la determinación del producto de lipoperoxidación malondialdehído, de 

acuerdo con el método descrito por (Uchiyama & Mihara, 1978), para lo cual, 100 mg del 

tejido hepático fue homogenizado con 1 mL de buffer de fosfatos pH 7.4 en el equipo 

TissueLyser II QIAGEN® Hilden, Germany. Posteriormente se mezclaron 1.5 mL de 

ácido fosfórico (H3PO4) al 1% en ácido clorhídrico (HCl) 0.1 N, 0.5 mL de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) al 6% y 200 µl de la muestra homogenizada. Los tubos se calentaron 

hasta su ebullición en baño maría por 45 minutos. Las muestras se dejaron reposar a 

temperatura ambiente y se añadieron 2 mL de n-butanol, luego se agitaron y 

centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos. Se realizó la lectura de cada una de las 

muestras a 530 nm, en el espectrofotométro HACH DR/4000U, utilizando n-butanol como 

blanco. Por último, se calculó la concentración de MDA, mediante la siguiente fórmula: 

 

nmoles/ 100 mg de MDA= Abs de la muestra x 1100 

 En donde:  

Abs: Absorbancia de la muestra  

1100: Factor obtenido del estándar  

8.3.3 Estudio histopatológico 

Las porciones de tejido hepático fijadas in situ fueron deshidratadas en un procesador 

de tejidos Leica modelo TP 1020 y posteriormente fueron embebidas en cubos de 

parafina en la plataforma de inclusión Leica EG 1150 H para realizar cortes de 5 μm de 

grosor en un microtomo Leica modelo RM2125RT. Los tejidos fueron sometidos a 

desparafinización e hidratación para posteriomente, teñir y de esta manera, monitorear 

los cambios morfológicos en el tejido. 

8.3.3.1 Tinción tricrómica de Masson 

El grado de fibrosis hepática fue evaluado a través de la tinción tricrómica de Masson. 

Posteriormente, tres laminillas por individuo fueron analizadas en un microscopio óptico 

Primo Star, Zeiss. 
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8.3.3.2 Mediciones de tabiques fibróticos interlobulillares 

Se realizaron las mediciones de los tabiques fibróticos en los espacios interlobulillares 

de 3 campos diferentes por laminilla. Se analizó una n=3 individuos por cada uno de los 

tiempos de todos los grupos experimentales. Se usó un fotomicroscopio Leica DM750, 

camera ICC50W. Heerbrugg, Switzerland y el software LAS EZ version 3.4.0 Leica 

Microsystems, Switzerland fue empleado para la toma de imágenes, mientras que el 

software Axio Vision Rel. 4.6 Oberkochen, Germany para realizar las mediciones. Se 

midieron las áreas de colágena en la zona interlobulillar como pixeles a una ampliación 

total de 100x. Las zonas que no mostraron el patrón de tinción azul característico de la 

colágena con la tinción tricrómica de Masson, fueron excluidas. Los resultados fueron 

expresados como el número total de pixeles positivos para colágena. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Evaluación cuantitativa de septos de fibrosis interlobulillar en el software Axio Vision Rel. 

4.6. Tinción tricrómica de Masson. 1000x. 
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8.4 Marcadores moleculares de daño hepático  

8.4.1 Expresión génica de TNF- α mediante qPCR 

8.4.1.1 Extracción de RNA 

Para realizar la extracción de RNA del tejido hepático se empleó el kit Promega Z3100 

(SV Total RNA Isolation System). Primeramente, se homogenizaron 30 mg de tejido en 

500 µL de TRI Reagent, cuidando en todo momento la cadena de frío para conservar 

íntegro el material genético. Se centrifugó el homogenizado a 10,000 rpm a 4°C durante 

10 min, sin embargo, el tiempo se modificó en función de las partículas en suspensión. 

Se transfirió el sobrenadante a otro tubo, al cual se le añadieron 200 µL de etanol frío al 

95% y se mezcló con ayuda de micropipeta, además se mezcló en vórtex durante 1 

minuto. Dicha muestra se transfirió a una columna y se centrifugó durante 1 minuto, se 

decantaron los desechos. Posteriormente, se agregaron 600 µL de RNA Wash Solution 

a la columna, se centrifugó por 1 minuto y nuevamente, se descartaron los desechos.  

Se preparó mix para cada una de las muestras con las cantidades siguientes: 40 µL de 

Yellow Core Buffer, 4 µL de MnCl2 0.09M y 5 µL de DNasa I (cantidades por muestra), 

se mezcló gentilmente con micropipeta. Se añadieron 50 µL del mix directo en la 

membrana dentro de cada columna y se dejó reposar por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Al término de este tiempo, se añadieron 200 µL de DNase Stop Solution y se 

centrifugó por 1 minuto. Posteriormente, se añadieron 600 µL, se centrifugó nuevamente 

durante un minuto. Se agregaron 250 µL de RNA Wash Solution y se centrifugó durante 

2 minutos. Se decantaron los desechos después de cada una de las centrifugaciones. 

Se llevó nuevamente a centrifugación por 2 minutos. Si las muestras presentaban olor a 

etanol, se dejaron reposar durante un minuto con la tapadera abierta, de lo contrario, se 

prosiguió con el procedimiento. Se insertaron las columnas a tubos de elución y se 

agregaron 50 µL de agua libre de nucleasas directamente en las membranas. Después 

de cerrar las tapaderas, se centrifugó por 1 minuto. Una vez transcurrido ese tiempo, se 

desecharon las columnas. Por último, se transfirieron de inmediato 40 µL a un tubo para 

almacenar a -80ºC ya que tanto la retrotranscripción como qPCR se realizaron con dicha 

alícuota y con el resto, se llevó a cabo la cuantificación de RNA.  
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8.4.1.2 Cuantificación de RNA 

 

Se realizó la cuantificación del RNA extraído en el equipo BioDrop en ng/µL y con un 

volumen de 1µL de muestra. El eluyente, agua libre de nucleasas, fue usada como blanco 

para la lectura.  

8.4.1.3 Síntesis de cDNA 

Con base en la concentración obtenida de RNA, se calculó el volumen de cada muestra 

necesario para tener una concentración de 1 µg/µl de RNA. Dicho volumen calculado fue 

añadido en microtubos para PCR al cual se le agregó 1 µL de primer (Oligo dT). Se aforó 

el volumen a 5 µL con agua libre de nucleasas y se colocaron en el termociclador a 70°C 

durante 5 minutos, inmediatamente después, se mantuvieron, por al menos, 5 minutos 

en hielo. Se preparó el mix de reacción de retrotranscripción con las siguientes 

cantidades:  

 4 µL GoScriptTM 5X Reaction Buffer  

 1.5 µL MgCl2 (Concentración final 1.5-5.0 mM)   

 1 µL PCR Nucleotide Mix (Concentración final 0.5 Mm cada Dntp)  

 0.5 µL Recombinant RNasin® Ribonuclease Inibitor  

 1 µL GoScriptTM Reverse Transcriptase  

 7 µL Nuclease-Free Water  

*Cantidades por muestra. 

 

Para obtener un volumen final de 15 µL por muestra. Se añadieron 15 µL del mix al tubo 

de PCR de cada muestra y se colocaron nuevamente en el termociclador a 25°C, durante 

5 minutos. Después se mantuvieron a 42°C máximo por una hora y, por último, se 

aumentó la temperatura a 70°C por 15 minutos para inactivar la transcriptasa reversa. Al 

terminar, las muestras se almacenaron a -20°C. 

8.4.1.4 Reacción en cadena de la polimerasa (qPCR) 

El DNA complementario (cDNA) obtenido se utilizó para cuantificar la expresión relativa 

del RNAm (RNA mensajero) para la citocina proinflamatoria TNF-α. Las muestras fueron 
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diluidas 1:20 para obtener una concentración de 50 ng de cDNA. Se realizaron las 

mezclas de reacción en placas de 48 pocillos para qPCR (Applied Biosystems® 

MicroAmp® -N8010560) de la siguiente manera (se agrega del mayor al menor volumen): 

 1 µL Oligo Forward (1:20) (Uniparts) 

 1 µL Oligo Reverse (1:20) (Uniparts) 

 5 µL SYBR Green (Thermo Scientific #Cat K0221) 

 2 µL agua libre de nucleasas 

 1 µL muestra 

*Cantidades por muestra. Se recomienda prepara mix para una muestra extra para evadir 

el margen de error de pipeteo. 

 

Tabla 5. Secuencias de oligonucleótidos TNF- α y 18 s. 

 

Gen Oligonucleótidos 

TNF- α 
Fw. 5´ TGA CCC CCA TTA CTC TGA CC 3´ 

Rv. 5´ GGC CAC TAC TTC AGC GTC TC 3´ 

18 s Fw. 5´ CGG CTA CCA CAT CCA AGG A 3´  

Rv. 5´ CCA ATT ACA GGG CCT CGA AA 3´ 

 

Después de cargar las placas, se centrifugaron en microcentrífuga (MPS 1000 Mini PCR 

Plate Spinner-Labnet International®) y se analizaron en el equipo StepOnePlusTM Real 

Time PCR System. Las condiciones de la PCR se describen a continuación: 50°C 

durante 2 minutos, 95°C durante 3 minutos, posteriormente 40 ciclos bajo las siguientes 

condiciones: a) Alineamiento a 95°C durante 45 segundos, 59°C durante 35 segundos; 

b) Curva Melt: 95°C durante 15 segundos, 60°C durante 1 minuto y por último 95°C por 

15 segundos. Los niveles de expresión relativa se normalizaron contra 18s como un gen 

interno y las diferencias se determinaron usando el método relativo de ΔΔCt.  

ΔΔCt= ΔCt muestra – ΔCt referencia 
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En donde: 

ΔCt muestra: Valor de cualquier muestra normalizada con el gen constitutivo endógeno. 

ΔCt referencia: Valor de las muestras control también normalizadas con el gen constitutivo 

endógeno. 

Los resultados fueron reportados como veces de inducción de las muestras de interés con 

respecto a los valores obtenidos de las muestras control. 

8.4.2 Expresión proteíca de α-SMA a través de Western blot 

8.4.2.1 Extracción de proteína 

Se pesaron 50 mg de hígado y se colocaron en 600 µL de RIPA (Sigma Aldrich #Cat 

R0278) (12 µL por cada mg de tejido) adicionado con cóctel de inhibidores de proteasas 

(cOmpleteTM, Mini Protease Inhibitor Cocktail. Roche. #Cat 11836153001). 

Posteriormente, se homogenizaron las muestras con ayuda de sonicador (Sonics Vibra-

Cell VC130 Ultrasonic Processor) y se alicuotaron 300 µL a -20°C y otros 300 µL a -80°C. 

8.4.2.2 Cuantificación de proteína 

 

Se realizó la cuantificación de proteínas por el método de Bradford y se usó albúmina 

como estándar a una concentración de 1 mg/mL. Se llevó a cabo una curva patrón con 

cantidades conocidas de albúmina, cada una de ellas por triplicado en microplacas de 

96 pozos de la siguiente manera:  

 

Tabla 6. Curva patrón para cuantificación de proteínas por el método de Bradford. 

 

H2O destilada 

(µL) 

Albúmina 

(µL) 

Reactivo 

Bradford (µL) 

Volúmen total 

(µL) 

Concentración 

de proteína 

(mg/mL) 

10 0  

 

240 

 

 

250 

0 

8 2 0.2 

6 4 0.4 
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4 6 0.6 

2 8 0.8 

0 10 1 

*Los reactivos se agregan en el siguiente orden: Agua      Albúmina       Reactivo de Bradford. 

Posteriormente, se colocó 1 µL de muestra por triplicado y reactivo de Bradford (249 µL) 

en una microplaca (se agrega primero el reactivo de Bradford), se mezcló con pipeta y 

punta nueva hasta asegurar la homogeneidad de la muestra. Y se realizaron las lecturas 

en lector de microplacas iMarkTM Microplate Absorbance Reader BIO-RAD. Hercules, 

CA, USA a 595 nm. Con los datos de la curva de calibración, se determinó la ecuación 

de la recta.  

y=mx+b 

Donde “y” es el promedio de la absorbancia de las 3 repeticiones de cada punto de la 

curva y en donde se despeja “x”, x= (y-b)/m; se determina el valor de R2. 

8.4.2.3 SDS-PAGE 

Se prepararon geles de poliacrilamida, los cuales estaban constituidos por una sección 

concetradora (gel al 4%) y una sección separadora (10%). 

Tabla 7. Geles de poliacrilamida para electroforesis de proteínas. 

 Gel concentrador 4% Gel separador 10%  

H2O destilada 3 mL 4 mL 

Tris 0.5 M pH 6.8 1.25 mL  

Tris 1.5 M pH 8.8  2.5 mL 

SDS  50 µL 100 µL 

Acrilamida  650 µL 3.3 mL 

PSA 40 µL 100 µL 

TEMED 6 µL 4 µL 
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*Cada una de las preparaciones es para 2 geles. H2O, agua; buffer TRIS, tris hidroximetil 

aminometano; SDS, dodecilsulfato sódico; PSA, persulfato de amonio y TEMED, 

tetrametiletilendiamina. 

 

 

Debido a que el hígado es un órgano con abundante cantidad de proteínas, las muestras 

se diluyeron 1:3 con RIPA adicionado con cóctel de proteasas. Asegurandonos de tener 

40 µg de proteína en cada uno de los pocillos del gel. Se prepararon 15 µL de volumen 

de reacción (3 µL muestra + 3 µL de buffer de carga (Sigma Aldrich #Cat S3401) + 9 µL 

de RIPA adicionado con inhibidores de proteasas) en tubos cónicos de 1.5 mL, las 

proteínas fueron desnaturalizadas calentando a 90°C durante 5 minutos. Previamente se 

armó la cámara de electroforesis (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell for 

Mini Precast Gels, 4-gel #Cat 1658004) y se le agregó buffer de corrida 1X; 

posteriormente se cargaron 15 µL de cada una de las muestras, así como 1.5 µL del 

marcador de peso molecular (MPM) (ThermoScientific. Escalera de proteínas PageRuler 

Plus. 10 a 250 kDa. #Cat 26619). Los geles se sometieron a un voltaje de 80 v durante 

15 minutos para permitir la entrada de las proteínas al gel, después a 110 v durante 2 

horas o hasta que el MPM y las muestras llegaran al límite inferior del gel. Por último, se 

desmontaron los geles para continuar con la transferencia.  

8.4.2.4 Transferencia a membrana de PVDF 

Las muestras fueron transferidas a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (BIO- 

RAD. SEQUI-BLOT PVDF MEMBRANE. #Cat  BIO1620184) a 4°C a 12 mA durante toda 

la noche (12 h) y a 220 mA 1 hora extra. Primeramente, se activa la membrana de fluoruro 

de polivinilideno (PVDF) sumergiéndola, por al menos, 10 minutos en metanol absoluto 

y en agitación. También se equilibraron 4 piezas de papel filtro (BIO-RAD Mini Trans-Blot 

Accesories # Cat 1703820), 4 esponjas sumergiéndolas en buffer de transferencia 1X (2 

por cada gel a transferir), mientras los geles se encontraban en la electroforesis. Al 

término de ésta, se sacaron los geles de la cámara de electroforesis y se removió y 

descartó el gel concentrador, mientras que el gel separador se conservó para la 

realización del sándwich de transferencia, el cual se armó partiendo de la cara oscura 

del casete de la siguiente manera: esponja, papel filtro, gel, membrana (cuidar la 
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presencia de burbujas), papel filtro, esponja. Cada uno de los casetes se colocó en la 

cámara de transferencia de manera adecuada (parte transparente del casete con parte 

roja del adaptador y parte negra del casete con parte negra del adaptador), colocar un 

refrigerante y un agitador magnético. Se realizó la transferencia con las condiciones 

antes mencionadas.  

8.4.2.5 Tinción rojo Ponceau 

Inmediatamente después de la transferencia, se tiñó la membrana con el colorante rojo 

Ponceau para evaluar la transferencia de las proteínas del gel a la membrana, 

observando la presencia o ausencia del bandeo de proteínas y/o de burbujas. Se 

realizaron cortes de la membrana en los pesos moleculares de las proteínas de interés. 

Posteriomente, se realizaron tres lavados con TBS-Tween 1X de 10 minutos y utilizando 

un agitador mecánico hasta eliminar el colorante. 

8.4.2.6 Western Blotting 

Se bloquearon las fracciones de las membranas en leche libre de grasa Svelty disuelta 

al 5% en TBS 1X durante 2 horas, posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos 

con TBS-1X, en agitador mecánico para eliminar el exceso de buffer de bloqueo. 

Después, se incubaron las membranas con sus respectivos anticuerpos primarios 

durante toda la noche a 4 °C, los cuales fueron: anti-α-SMA (Merck. #Cat A5228) a una 

dilución 1: 1,000 y anti-GAPDH (Merck. #Cat G9545) a una dilución 1: 10,000 con leche 

al 5% en TBS-1X. Transcurrido éste tiempo de incubación, se retiraron los anticuerpos 

primarios y las membranas se lavaron nuevamente en agitación con TBS-1X en tres 

ocasiones de 10 minutos cada una, luego se incubaron con sus respectivos anticuerpos 

secundarios: IgG cabra anti-ratón (Invitrogen #Cat 31430) o IgG cabra anti-conejo 

(ThermoScientific #Cat 31460) conjugados con peroxidasa de rábano picante, ambos a 

una dilución 1: 5,000 con leche al 5% en TBS-1, durante 2 horas, en agitación y a 

temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se recuperaron los anticuerpos y las 

membranas se lavaron con TBS-T 1X, dos lavados de 15 minutos, 5 lavados de 5 minutos 

y por último, dos lavados de 5 minutos con TBS 1X. La detección de la señal de proteína 
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presente en la membrana se midió mediante quimioluminiscencia utilizando un sustrato 

ECL Clarity™ Western (Bio-Rad, Hercules, CA, EE.UU) y el fotodocumentador Image 

Studio Digits ver 5.2. Cada una de las muestras se realizaron por triplicado y se realizó 

el análisis densitométrico de la expresión relativa de cada proteína con el software 

ImageJ 1.53f51. Se normalizó con la señal de la proteína constitutiva para obtener la 

expresión de la proteína problema en veces de cambio. Los valores de las veces de 

cambio > 1,0 indican una mayor abundancia en relación con el control, y los valores < 

1,0 indican una disminución de la abundancia. 

8.5 Análisis estadísticos 

Los resultados del porcentaje de humedad, se expresaron como media ± desviación 

estándar; n= 3. El análisis bromatológico se realizó a partir de un pool de 5 frutos y los 

resultados corresponden a esta muestra analizada. La concentración de betacianinas se 

expresa como media ± desviación estándar; n= 3. Para compuestos fenólicos y 

flavonoides se utilizaron diferentes alícuotas del extracto (250 μL). Los resultados de la 

determinación de la capacidad antioxidante se expresaron como media ± desviación 

estándar; n= 3. 

Para la determinación de los marcadores bioquímicos de daño hepático, los resultados 

se analizaron mediante ANOVA de dos vías con la prueba post hoc de Tukey utilizando 

el software GraphPad Prism 9.0.1. San Diego, CA, EE. UU con una significancia de 

p<0,05. Los resultados representan la media de cada grupo (n= 4) ± error estándar de la 

media (S.E.M). 

Para los marcadores de estrés oxidativo (GSH n= 4; MDA n= 6) y para la medición de 

tabiques fibróticos interlobulillares (n= 9), los resultados se analizaron mediante ANOVA 

de una vía con la prueba post hoc de Tukey utilizando el software GraphPad Prism 9. 

San Diego, CA, EE. UU con una significancia de p<0,05. Los resultados representan la 

media de cada grupo ± error estándar de la media (S.E.M). 

Los datos de qPCR y Western blot se analizaron mediante ANOVA de una vía con prueba 

post hoc de Tukey utilizando el software GraphPad Prism 9.0.1. San Diego, CA, EE. UU 
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con una significancia de p<0,05. Los resultados representan la media de cada grupo (n= 

6) ± error estándar de la media (S.E.M). 

IX) RESULTADOS 

     9.1 Caracterización nutracéutica del fruto de Opuntia robusta. 

9.1.1 Colecta, extracción y almacenamiento 

  

Tabla 8. Peso total del fruto colectado con cáscara, peso total del fruto sin cáscara y peso a partir del 

cual se obtuvieron OrP y OrE. 

Or colectada 

(kg) 

Or sin cáscara 

(kg) 

OrP sin 

cáscara (kg) 

OrE sin 

cáscara (kg) 

43.7 21.43 11.65 9.78 

 

En la cuarta colecta también se obtuvieron 5 unidades más, las cuales fueron utilizadas 

para la realización del análisis bromatológico (Tabla 9). En el caso de la colecta del 18 

de septiembre, se obtuvo una cantidad considerablemente menor, ya que la temporada 

de frutos se encontraba en una fase más avanzada, indicando que el mes para tener 

mayores rendimientos es Agosto. 

Un total de 43.7 kg de fruto completo fueron colectados a lo largo las temporadas 2019-

2020, de los cuales 24.5 kg fueron destinados para la extracción de OrP y 19.19 kg para 

la extracción de OrE. Obteniendo 6.35 y 5.2 litros respectivamente. Siendo el promedio 

del porcentaje de rendimiento de OrP de 47.81% y el promedio del porcentaje de 

rendimiento del liofilizado de 13.38%.  
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Figura 11. a) Cladodios de Opuntia robusta en el medio silvestre donde fueron colectados, con 

algunos frutos (tunas). Los cladodios son de forma circular y de color azulado. b) y c). Los frutos 

maduros alcanzan un tamaño de 7 a 11 cm. 

9.1.1.1 Análisis bromatológico 

Después de haber obtenido OrP y OrE, en primera instancia, se realizó el estudio 

bromatológico de OrP según la AOAC. 2001 (Karl Fischer, 2001). Los resultados se 

presentan en la siguiente tabla.  

Tabla 9. Análisis bromatológico. Los resultados se muestran en dos apartados, BMS (base materia 

seca) y BMH (base materia húmeda). Metodología de acuerdo con la AOAC 2001 (método oficial 

2001.12). 

Determinación  OrP BMS OrP BMH 

Humedad (%) - 62.01 

Materia seca (%) 100 37.99 

Proteína Cruda (%) 1.18 0.45 

Fibra Cruda (%) 2.84 1.08 

Grasa Cruda (%) 0.76 0.29 
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Cenizas (%) 6.75 2.56 

ELN (%) 88.47 33.61 

 

9.1.1.2 Determinación del contenido de humedad de OrP 

 

Tabla 10. Porcentaje de humedad de OrP (pulpa del fruto de Opuntia robusta).  

 

Muestras 

(repeticiones) 

Porcentaje de 

agua  

Media  Desviación 

estándar  

P1 89.96  

89.96 

 

0.01 P2 89.95 

P3 89.97 

*Se realizó la medición por triplicado.  

 

El porcentaje de humedad de OrP se realizó a través de dos métodos oficiales de la 

AOAC: (Karl Fischer, 2001) y (Horwitz, 2002). El primero de éstos métodos es 

característico para la determinación del contenido de humedad para tejido vegetal 

mediante el cual obtuvimos un resultado de 62.01% (Tabla 9), mientras que en el 

segundo, específico para frutas, resultó un promedio de 89.96% de agua en OrP (Tabla 

10).  
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9.2 Determinación in vitro de la capacidad antioxidante de OrP 

9.2.1 Determinación del contenido de betancianinas, fenoles solubles totales y 

flavonoides solubles totales en OrP 

 

Tabla 11. Cuantificación de betacianinas, compuestos fenólicos solubles totales y flavonoides 

solubles totales en OrP; GAE /g= mg equivalentes de ácido gálico/gramo, base materia seca (dmb); 

CAE/g= mg equivalentes de catequina/gramo, db. 

 

Betacianinas Fenoles solubles totales 
Flavonoides 

solubles totales 

436.5 ± 57 mg of betacyanin 

equivalents/L  

 

1118.0 mg GAE/100 g, dmb 
793 mg CAE/100 g, 

dmb 

El contenido de betacianinas obtenido de OrP fue de 436.5 ± 57 mg de equivalentes de 

betacianina/L (Tabla 11). Tomando en cuenta que el peso de 1 litro de OrP es 1032.6 g, 

su porcentaje de humedad es 89.96% y su porcentaje de sólidos es 10.04%, la cifra de 

betacianinas en base seca de OrP fue de 4.18 mg de equivalentes de betacianinas por 

gramo de muestra seca.  

Por otra parte, OrP contiene 1118 mg de equivalentes de ácido gálico por cada gramos 

de muestra seca de fenoles solubles totales (Tabla 11). Dichos compuestos también son 

conocidos como antioxidantes hidrofílicos y son los metabolitos secundarios más 

abundantes en frutas (Macheix et al., 1990). 

La determinación de flavonoides solubles totales tiene mucha relevancia en tejidos 

vegetales de los cuales se sospecha una posible capacidad antioxidante, ya que se trata 

de otro tipo de moléculas neutralizantes. En este caso, se utilizó como flavonoide 

estándar, la catequina y se obtuvieron 793 mg equivalentes de catequina/100 gramos en 

OrP (Tabla 11). 
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9.2.2 Determinación de capacidad antioxidante usando el radical 2,2-difenil-1-

picrilhidrazilo (DPPH) 

Por otra parte, para evaluar la capacidad de donar electrones o átomos de hidrógeno de 

OrP traducida en TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente a Trolox®️) y expresada en 

micromoles de equivalentes de Trolox por gramo de muestra seca (ET g/ms), se uso el 

método DPPH en el cual se utiliza este radical libre cuya reactividad es generada por su 

electrón impar. A causa de la presencia de dicho electrón, el difenilo presenta una banda 

de absorción a 515 nm cuando se encuentra en etanol, y sus soluciones poseen un color 

violeta intenso. A medida que el electrón se aparea, la absorción se desvanece y la 

decoloración resultante es estequiométrica con respecto al número de electrones 

absorbidos. OrP donará un átomo de hidrógeno y lo estabilizará. Se obtuvo un promedio 

de 2.27 mmol TE/L (micromoles de equivalentes de Trolox por litro de muestra) en OrP 

(Tabla 12), valor que figura dentro de la curva patrón elaborada (Figura 6) con cantidades 

conocidas de Trolox, lo que indica que el extracto de OrP presenta una capacidad 

antioxidante importante, comparado con la vitamina E, ya que el Trolox es análogo de 

ésta vitamina. 

9.2.3 Determinación de actividad antioxidante usando el radical ácido 2,2’-azino-

bis-3etilbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS•+)  

 

Este método evalúa el mecanismo por el cual, la neutralización del radical libre genera 

otro radical menos reactivo, es decir, capacidad scavening (Arnao et al., 2001) de una 

sustancia potencialmente antioxidante. Es un ensayo de decoloración aplicable a los 

antioxidantes lipofílicos e hidrofílicos. Los resultados en OrP fueron 62.2 ± 5.0 μmol TE/g 

(micromoles de equivalentes de Trolox por gramo de muestra seca) (Tabla 12), se 

observa que ésta cifra fluctua dentro de los valores de la curva patrón (Figura 7) 

construida con varias cantidades conocidas de Trolox pero sólo una cantidad constante 

de ABTS•+, lo que indica que el fruto de Opuntia robusta posee una considerable 

capacidad antioxidante que radica en la donación de electrones para estabilizar a los 

radicales libres. 
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9.2.4 Determinación de la actividad antioxidante por el método Poder Antioxidante 

de Reducción Férrica (FRAP)  

 

El método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) está fundamentado en la reducción 

de iones férricos a ferrosos (TPTZ-Fe+3 se reduce a TPTZ-Fe+2) a pH bajo, lo cual impide 

que entre en la reacción de Fenton que está asociada a la formación del radical hidroxilo 

(OH)-, cuyo potencial de oxidación es muy elevado, formándose de ésta manera un 

complejo ferroso-tripiridiltriazina coloreado (Benzie & Strain, 1996) que se puede medir 

a 593 nm (Thaipong et al., 2006). Es la transferencia de electrones el mecanismo 

evaluado por este método. Se obtuvieron 80.2± 11.7 μmol TE/g en extracto de OrP (Tabla 

12). Se puede observar que el resultado cae dentro de la curva estándar (Figura 8), 

indicando la evidente capacidad antioxidante del extracto de OrP. 

9.2.5 Capacidad de eliminación de H2O2 

La capacidad de OrP para eliminar H2O2 es de 15 ± 0.8% a una concentración de 100 

μg/mL (Tabla 12).   

Tabla 12. Determinación cuantitativa de la capacidad antioxidante de OrP por diferentes métodos; 

μmol TE/g, db= μmol de equivalentes de Trolox®️ por gramo de muestra seca. Los valores son la 

media de tres repeticiones. 

 

DPPH: El 2,2-difenil-1-picrilhidracilo; ABTS•+: ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 
sulfónico) ) ;FRAP: Ferric Reducing Antioxidant Power; AAPH: El diclorhidrato de 2,2'-azobis(2-
amidinopropano). 

 

DPPH ABTS•+ FRAP AAPH 
Eliminación de 

 H2O2 

2.27 mmol TE/L 
 

62.2 ± 5.0 μmol 
TE/g, db 

 

80.2± 11.7 μmol 
TE/g, db 

247.9 ± 15.6 μmol 
TE/g, db 

15 ± 0.8% at. 
100 µg/mL 
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9.2.6 Determinación de la actividad antioxidante del OrP usando AAPH como 

indicador de daño oxidativo y hemólisis en eritrocitos humanos 

9.2.6.1 Análisis Preliminar de Citotoxicidad Conducente a Hemólisis para el 

Extracto de Muestra Problema 

%Hemólisis = [(0.001-0.012) / (0.189-0.012)] 100= -6.214%  Ecuación 5 

Considerando las cifras negativas al resolver la ecuación, se infiere que el extracto de 

OrP no causa hemólisis por sí mismo. 

9.2.6.2 Análisis de Citoprotección por el Extracto de OrP contra la Hemólisis 

Oxidativa Inducida por AAPH 

% de Inhibición de Hemólisis = 100 - {[(0.900-0.040) / (1.402-0.040)]100}= 36.85%  

Ec 7 

% de Inhibición de Hemólisis = 100 - {[(0.694-0.040) / (1.402-0.040)]100}= 51.98%  

Ec 8  

% de Inhibición de Hemólisis = 100 - {[(0.735-0.040) / (1.402-0.040)]100}= 48.97%  

Ec 9  

Con una alícuota de 375 μl de una dilución 1:10 del extracto de OrP, se obtuvo un 45.93% 

de inhibición de hemólisis causada por AAPH. 

9.2.6.3 Análisis de la Curva de Calibración de Citoprotección con TroloxMR y con 

OrP 

Valores de Eq. Trolox (Micromoles de equivalentes de Trolox®️/gramo de muestra seca) 

Alícuotas de 100 μl de muestra sin dilución  

 

Eq. Trolox= (
𝟎.𝟏𝟔𝟕− 𝟏.𝟐𝟖𝟏𝟖

−𝟎.𝟎𝟎𝟒𝟏
)(

𝟐𝟓 𝟎𝟎𝟎 𝝁𝒍 

𝟏𝟎𝟎 𝝁𝒍
) (

𝟏

𝟐.𝟓𝟓𝟐𝟏 𝒙 𝟏𝟎
)(

𝟏

𝟏𝟎𝟎− 𝟖𝟗.𝟗𝟔
)= 265. 29 Ec 13 

 

Eq. Trolox= (
𝟎.𝟐𝟔𝟎− 𝟏.𝟐𝟖𝟏𝟖

−𝟎.𝟎𝟎𝟒𝟏
)(

𝟐𝟓 𝟎𝟎𝟎 𝝁𝒍 

𝟏𝟎𝟎 𝝁𝒍
) (

𝟏

𝟐.𝟓𝟓𝟐𝟏 𝒙 𝟏𝟎
)(

𝟏

𝟏𝟎𝟎− 𝟖𝟗.𝟗𝟔
)= 243. 2 Ec 14 
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Eq. Trolox= (
𝟎.𝟐𝟗𝟒− 𝟏.𝟐𝟖𝟏𝟖

−𝟎.𝟎𝟎𝟒𝟏
)(

𝟐𝟓 𝟎𝟎𝟎 𝝁𝒍 

𝟏𝟎𝟎 𝝁𝒍
) (

𝟏

𝟐.𝟓𝟓𝟐𝟏 𝒙 𝟏𝟎
)(

𝟏

𝟏𝟎𝟎− 𝟖𝟗.𝟗𝟔
)= 235. 1 Ec 15 

 

Promedio= 247.86 Micromoles de equivalentes de Trolox/ gramo de muestra seca. 

Alícuotas de 375 μl de muestra a una dilución 1:10  

 

Eq. Trolox= (
𝟎.𝟔𝟐𝟎− 𝟏.𝟐𝟖𝟏𝟖

−𝟎.𝟎𝟎𝟒𝟏
)(

𝟐𝟓 𝟎𝟎𝟎 𝝁𝒍 

𝟏𝟎𝟎 𝝁𝒍
) (

𝟏

𝟐.𝟓𝟓𝟐𝟏 𝒙 𝟏𝟎
)(

𝟏

𝟏𝟎𝟎− 𝟖𝟗.𝟗𝟔
)= 42 Ec 19 

 

Eq. Trolox= (
𝟎.𝟔𝟏𝟓− 𝟏.𝟐𝟖𝟏𝟖

−𝟎.𝟎𝟎𝟒𝟏
)(

𝟐𝟓 𝟎𝟎𝟎 𝝁𝒍 

𝟏𝟎𝟎 𝝁𝒍
) (

𝟏

𝟐.𝟓𝟓𝟐𝟏 𝒙 𝟏𝟎
)(

𝟏

𝟏𝟎𝟎− 𝟖𝟗.𝟗𝟔
)= 42.3 Ec 20 

 

Eq. Trolox= (
𝟎.𝟔𝟒𝟗− 𝟏.𝟐𝟖𝟏𝟖

−𝟎.𝟎𝟎𝟒𝟏
)(

𝟐𝟓 𝟎𝟎𝟎 𝝁𝒍 

𝟏𝟎𝟎 𝝁𝒍
) (

𝟏

𝟐.𝟓𝟓𝟐𝟏 𝒙 𝟏𝟎
)(

𝟏

𝟏𝟎𝟎− 𝟖𝟗.𝟗𝟔
)= 40.2 Ec 21 

 

Promedio= 41.5 Micromoles de equivalentes de Trolox/ gramo de muestra seca. 

 

Evidentemente, las muestras sin dilución son más efectivas como antioxidantes ya que 

presentan mayor cantidad de micromoles de equivalentes de Trolox®️ aún cuando el 

volumen de las alícuotas con dilución son más grandes, sin embargo, sus resultados se 

salen de la curva patrón mientras que los demás si fluctúan dentro de ella. 

9.2.7 Cromatografía líquida de alta resolución acoplada a detector UV (HPLC- UV) 

de vitaminas E y C. 

Las vitaminas E y C son potentes antioxidantes presentes en OrE en 429,9 μg/100 g y 

141,14 mg/100 g, respectivamente. El contenido de vitamina C fue muy similar al 

reportado para guayaba, fruta conocida por su importante contenido de vitamina C 

(136,99 mg/100 g) (Musyarofah et al., 2020). 
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Figura 12. Cromatograma de HPLC-UV de vitamina C en el extracto de Opuntia robusta (OrE). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Cromatograma de HPLC-UV del estándar alfa tocoferol y vitamina E en OrE. 
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9.3 Modelo experimental in vivo. 

 

La fibrosis es el resultado del daño crónico del parénquima hepático y se caracteriza por 

la elevación de las aminotransferasas, aumento del estrés oxidativo y alteraciones en la 

arquitectura hepática. Usando marcadores para evaluar estos cambios en el hígado, 

determinamos los efectos de Or sobre la fibrogénesis inducida con TAA. 

9.3.1 Marcadores bioquímicos de daño hepático 

9.3.1.1 Grupos experimentales hepatoprotectores 

 
Asimismo, evaluamos la concentración de las aminotransferasas para determinar si 

alguno de los tratamientos hepatoprotectores poseen algún daño a los hepatocitos. Los 

resultados se muestran en la figura 14 y se puede observar que ninguno de los 

tratamientos causó daño hepático por sí mismo ya que todos muestran diferencia 

significativa contra TAA más no contra el grupo control. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 14. Concentraciones de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) 

entre los tratamientos hepatoprotectores en diferentes tiempos de evaluación. ANOVA de dos vías 

con prueba post hoc de Tukey. *p<0,05 en comparación con el grupo de control, #p<0,05 en 

comparación con el grupo de tioacetamida. 
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9.3.1.2 Grupos experimentales concomitantes  

Los niveles séricos elevados de ALT y AST son indicadores de daño hepático (Al-Mehdar 

et al., 2012). La administración crónica de TAA provoca una elevación de las 

aminotransferasas séricas (Xie et al., 2012). La administración de OrP redujo 

significativamente los niveles de ALT y AST en animales tratados con TAA, lo que indica 

una reducción del daño hepático. En la segunda semana de tratamiento, OrP redujo los 

niveles de ALT más que la betanina (Figura 15). Demostrando que los demás 

biocomponentes de OrP actúan sinérgicamente con las betacianinas del fruto (Tabla 11), 

brindando una mayor citoprotección a los hepatocitos. 

Durante la tercera semana, los niveles séricos de AST en ratas del grupo OrP/TAA no 

diferían del grupo control, pero sí del grupo TAA. Los niveles séricos de ALT en el grupo 

OrP/TAA fueron más bajos que en los grupos OrE/TAA y Betanina/TAA y similares a los 

niveles de ALT en el grupo NAC/TAA (Figura 15). OrP disminuyó el daño de los 

hepatocitos de manera muy efectiva en las primeras etapas de la patogénesis de la 

fibrosis hepática. Después de cuatro semanas de tratamiento, los grupos experimentales 

OrE/TAA y NAC/TAA mostraron diferencias significativas con respecto al grupo TAA 

(Figura 15). Por el contrario, la protección proporcionada por OrP es muy limitada en esta 

etapa. 

Finalmente, en la quinta semana, los niveles séricos de AST de todos los grupos de 

tratamiento demostraron una diferencia significativa en comparación con el grupo TAA 

(Figura 15), lo que indica una protección significativa contra las lesiones causadas por 

TAA. OrP y OrE también redujeron significativamente los niveles de ALT en comparación 

con el grupo TAA (Figura 15), mostrando una marcada protección a los hepatocitos, ya 

que son las células que principalmente producen esta aminotransferasa. 
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Figura 15. Concentraciones de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) 

entre los tratamientos concomitantes en diferentes tiempos de evaluación. ANOVA de dos vías con 

prueba post hoc de Tukey. * p<0,05 en comparación con el grupo de control, # p<0,05 en comparación 

con el grupo de tioacetamida. 

9.3.2 Biomarcadores de estrés oxidativo 

9.3.2.1 Glutatión reducido (GSH) 

 

El metabolito tóxico de la tioacetamida TASO2 es directamente neutralizado por el 

glutatión, es por ello, que una reducción importante en los niveles de esta molecula se 

observa en todos los cortes de tiempo del tratamiento con TAA cuando es comparado 

contra el grupo control (Figura 16a-d). Sin embargo, cuando TAA es administrada en 

conjunto con los agentes hepatoprotectores, se observa una recuperación de la 

concentración de GSH, incluso mayor que la del grupo control.  

 

Como se muestra en la (Figura 16a, b y c) el tratamiento con betanina restablece los 

niveles de GSH a los niveles observados en el grupo control, mientras que el tratamiento 

con Or parece incluso aumentar la concentración de GSH en los tejidos en comparación 

con el grupo control. Este aumento ocurre en todos los tiempos de tratamiento pero es 

mayor en la semana 4. OrE, durante la segunda y tercera semana de tratamiento, 

presentó mayores efectos citoprotectores (Figura 16 a y b), resultados que a su vez, 
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concuerdan con los datos bioquímicos (Figura 15) e histopatológicos (Figura 19) pero en 

la semana 4, es el tratamiento con OrP el que promueve la síntesis de GSH (Figura 16 

c). 

Por otro lado, la dosis de NAC que se empleo en este modelo experimental generó una 

importante depleción del GSH en comparación con el grupo control, incluso también con 

el grupo de TAA (Figura 16 a-d). Mientras que los niveles de GSH en los grupos tratados 

con OrE y OrP fueron más altos que los mostrados por el grupo control (Figura 16 a,b y 

c). 

Se observa una importante depleción de GSH en la quinta semana de tratamiento en 

todos los grupos experimentales, sin embargo, OrP mantuvo, aunque en menor medida, 

un nivel más alto que el grupo TAA (Figura 16 d). 
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Figura 16. Concentraciones de glutatión reducido (GSH) en tejido hepático de los tratamientos en los 

diferentes cortes de tiempo. (A-C) OrP y OrE ayudan a reestablecer los niveles de GSH. (D) Una 

depleción significativa de GSH ha sido generada, el daño oxidativo es severo en el tratamiento crónico 

y los hepatoprotectores no tienen efecto en este punto. ANOVA de una vía con análsis post hoc de 

Dunnett. *p<0.05 comparado contra el grupo control, #p<0.05 comparado contra el grupo TAA. 
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9.3.2.2 Malondialdehído 

 

La formación excesiva de radical superóxido causada por TASO2 conduce a la oxidación 

de los lípidos insaturados de la membrana celular y a la subsiguiente formación de MDA, 

el cual forma aductos con el ADN, lo que finalmente desencadena la muerte celular. 

Asimismo, la peroxidación lipídica de la membrana celular de los hepatocitos es una de 

las principales causas de daño hepático (Bashandy et al., 2020). De acuerdo con ello, en 

la Figura 17a-c, mostramos que en nuestro modelo experimental hubo un aumento en 

MDA durante todo el tratamiento con TAA desde la semana 2 en adelante.  

OrE ejerció mayor protección que OrP ya que disminuyó los niveles de MDA en las 

semanas 2, 3 y 4, mientras que OrP no brindó ninguna protección (Figura 17). OrE, en 

las semanas 3 y 4 (Figura 17 b y c) de tratamiento, demostró ser incluso más eficaz que 

la betanina. 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Concentraciones de malondialdehído (MDA) de los tratamientos en los diferentes tiempos 

de evaluación. (A-C) OrE disminute los niveles de malondialdehído de manera más eficiente que OrP. 

ANOVA de una vía con análsis post hoc de Dunnett. *p<0.05 comparado contra el grupo control, 

#p<0.05 comparado contra el grupo TAA. 
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9.3.3 Análisis histopatológico de los grupos experimentales 

9.3.3.1 Grupos hepatoprotectores 

La histología del hígado control mostró arquitectura sinusoidal cordonal característica, 

morfología poligonal normal de los hepatocitos, relación núcleo/citoplasma adecuada en 

cuanto al tamaño, ausencia de infiltrado inflamatorio y de zonas fibróticas. Los grupos de 

hepatoptotectores conservaron la arquitectura normal del parénquima hepático (figura 

18). 

Grupos hepatoprotectores 

 

 

Figura 18. Estudio histopatológico de los grupos tratados con los hepatoprotectores. (A-D) Se 

muestra la arquitectura normal del parénquima hepático. (E-T) Los tratamientos con OrP, OrE, 

Betanina y NAC conservaron las características morfológicas del hígado. Tinción tricrómica de 

Masson. 400x. 
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9.3.3.2 Grupos concomitantes  

En comparación con los controles sanos, los hígados de las ratas tratadas con TAA 

mostraron extensas áreas de vacuolización, necrosis y fibrosis, especialmente en la zona 

3, infiltrado inflamatorio y pérdida de la arquitectura normal del parénquima hepático. Se 

observó que la administración de Or redujo significativamente los cambios 

histopatológicos inducidos por TAA (Figuras 19 y 20). 

Se observo daño desde la zona 3 hasta los espacios portales (Figura A-D). Este patrón 

de daño fue persistente; aunque la administración de OrP durante dos semanas (Figuras 

19E, 20E y 21) atenuó el daño (Figura 19 A, 20 A y 21). 

A partir de la tercera semana de administración de TAA (Figuras 19B y 20B), se observa 

un efecto benéfico en el grupo OrP (Figuras 19F y 20F) y OrE (Figuras 19J y 20J), 

comparable o incluso mayor que el observado con NAC (Figuras 19R y 20R), fármaco 

hepatoprotector utilizado clínicamente para restaurar los niveles de GSH en 

enfermedades fibróticas (Yormaz et al., 2012). OrP y OrE disminuyen el daño celular en 

fases tempranas y reducen la fibrosis en todas las etapas de la patogénesis de la fibrosis 

hepática (Figura 21). En la semana 4 de tratamiento con OrP/TAA (Figuras 19G y 20G), 

el proceso fibrótico estaba bien desarrollado; aunque, el área superficial del parénquima 

hepático dañado fue menor en comparación con el grupo TAA (Figuras 19C y 20C). Tanto 

OrP como OrE disminuyeron el grosor de los tabiques interlobulillares fibróticos, siendo 

OrE más efectiva (Figura 21). 

Los tabiques fibróticos provocaron la pérdida total de la arquitectura normal en los 

lobulillos hepáticos en la semana 5 de administración con TAA (Figura 19D y 21). En este 

momento, histológicamente, OrP disminuyó la necrosis y fibrosis (Figuras 19H, 20H y 21) 

inducida por TAA. Mientras que el tratamiento con OrE disminuyó considerablemente el 

grosor de los septos de fibrosis (Figuras 19L, 20L y 21). Or, aunque en menor medida, 

también ejerce un efecto citoprotector en estadios avanzados de fibrosis hepática, 

retrasando la formación de tabiques fibróticos. 
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Los tratamientos con OrP y OrE mitigaron los cambios histopatológicos en el hígado de 

ratas que recibieron TAA, esto se puede atribuir a sus propiedades antioxidantes, 

reducción de los niveles de MDA y su influencia en la mejora de los niveles de glutatión 

reducido. 

Grupos concomitantes  

 

Figura 19. Proyecciones de daño desde la zona 3 hacia los espacios portales. (A–D) El tratamiento 

con TAA mostró extensas áreas de vacuolización, necrosis y fibrosis. Los tratamientos concomitantes 

disminuyen la severidad del daño. (E–H) OrP retrasa los cambios morfológicos del proceso fibrótico 

generado por TAA. (I–T) OrE, Betanin y NAC disminuyen el proceso fibrótico en todas las semanas 

de tratamiento. Tinción tricrómica de Masson. 100x. 
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Figura 20. Efecto de los hepatoprotectores en la histopatología del daño hepático inducido con TAA 

a través del tiempo. (A-D) Se muestra necrosis y septos de fibrosis en la zona 3 del acino hepático 

con la administración de TAA. (E-T) Los tratamientos con OrP, OrE, Betanina y NAC disminuyeron el 

número de células dañadas y el grosor de los septos de colágeno. Tinción tricrómica de Masson. 

Magnificación total (400x). 
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9.3.3.3 Morfometría 

 
Al realizar las mediciones de los tabiques interlobulillares de colágeno I en los grupos 

experimentales concomitantes, se evidenció que, en todas las semanas de 

administración, los tratamientos disminuyeron el proceso fibrótico de manera importante 

ya que todos muestran diferencia contra el grupo de TAA (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Morfometría de los tabiques fibróticos interlobulillares de los diferentes tratamientos, en 

los diversos cortes de tiempo. (A-D) En todas las semanas de tratamiento evaluadas, OrP y OrE 

disminuyen significativamente el grosor de los septos fibróticos de colágeno. ANOVA de una vía con 

análsis post hoc de Dunnett. *p<0.05 comparado contra el grupo control, #p<0.05 comparado contra 

el grupo TAA. 
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9.4 Biomarcadores moleculares de daño hepático 

9.4.1. Expresión génica relativa de TNF-α 

 

TNF-α es una citocina asociada con el proceso inflamatorio generado durante la 

fibrogénesis hepática. En la segunda semana de tratamiento con los hepatoprotectores 

(Figura 22 a) se pueden observar niveles elevados de TNF-α en los grupos TAA y OrE 

con 0.3 y 1 veces de inducción del gen sobre el control respectivamente, mientras que 

los controles Betanina y NAC, los disminuyeron. En las semanas 3 y 4, solamente en el 

grupo OrE se observa un aumento del doble de inducción sobre la expresión dada por el 

grupo control (Figura 22 b y c).  

Asimismo, en la semana 2 de progresión del daño en los grupos concomitantes, no se 

observaron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 23 d). Sin 

embargo, se observó un aumento en los grupos concomitantes de TAA con OrP y 

Betanina en las semanas 3 (2.5 y 1.7 veces de inducción sobre la expresión dada en el 

control, respectivamente) y 4 (1.4 y 2.3 veces de inducción sobre la expresión dada en 

el control, respectivamente) (Figura 23 e y f). Mientras que el grupo OrE/TAA presentó 

una vez de inducción sobre el control en las semanas 3 y 4 de tratamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Expresión génica relativa de TNF-α de los grupos hepatoprotectores. Los niveles de 

expresión relativa se normalizaron contra 18s. Los resultados fueron reportados como veces de 

inducción de las muestras de interés con respecto a los valores obtenidos de las muestras control. 
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ANOVA de una vía con análsis post hoc de Dunnett. *p<0.05 comparado contra el grupo control, 

#p<0.05 comparado contra el grupo TAA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Expresión génica relativa de TNF- α de grupos concomitantes. Los niveles de expresión 

relativa se normalizaron contra 18s. Los resultados fueron reportados como veces de inducción de 

las muestras de interés con respecto a los valores obtenidos de las muestras control. ANOVA de una 

vía con análsis post hoc de Dunnett. *p<0.05 comparado contra el grupo control, #p<0.05 comparado 

contra el grupo TAA. 

9.4.2. Expresión proteica relativa de α-SMA 

 

α-SMA es un marcador de activación de HSC que se ha monitoreado en este estudio con 

la finalidad de evaluar el efecto de Or sobre la posible regresión de la fibrosis en este 

nivel. En la figura (Figura 24), se muestra la densitometría de los grupos a los que se les 

administraron solamente los hepatoprotectores. La ausencia de bandas indica que 

ninguno de los tratamientos provocó la activación de las HSC en ninguno de los tiempos 

evaluados. 

 

En contraste con los grupos experimentales concomitantes, en los cuales, en la semana 

2 (Figura 25 b) se observa un aumento evidente de la proteína α-SMA en el grupo TAA 

comparado contra el control, sin embargo, tanto Or como Betanina muestran un aumento 

incluso mayor; mientras que NAC presentó un nivel de α-SMA disminuido.  
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En la semana 3 de tratamiento (Figura 25 c), de igual manera, en el grupo TAA se 

observa un aumento considerable de la proteína α-SMA cuando es comparado contra el 

grupo control, sin embargo, todos los tratamientos muestran el mismo comportamiento.  

Mientras que en la semana 4 (Figura 25 d), OrP disminuyó la concentración de α-SMA 

en tejido hepático, indicando un efecto protector al impedir que las células estelares se 

activen y den lugar a su fenotipo secretor, responsable en gran medida de la 

perpetuación de la fibrosis hepática, brindando un efecto antifibrótico incluso mayor que 

aquel observado en el grupo tratado con Betanina. OrE y NAC se muestran incluso más 

elevados que TAA. 

Durante la semana 5 de tratamiento, solamente OrP muestra contención en la activación 

de las HSC (Figura 25 e). 

 

 

Figura 24. Expresión proteica relativa de α-SMA de los grupos de hepatoprotectores. Se puede 

observar que ninguno de los tratamientos administrados presentó la proteína. Se utilizaron muestras 

del grupo experimental TAA para confirmar la correcta realización de la técnica, por lo tanto, la 

legitimidad de los resultados. 
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Figura 25. Expresión proteica relativa de α-SMA. a) Densitometría de las bandas obtenidas. Los 

niveles de expresión relativa se normalizaron contra la proteína constitutiva GAPDH. Análisis 

estadístico de la densitometría b) Semana 2 c) Semana 3, d) Semana 4 y e) Semana 5 de tratamiento. 

ANOVA de una vía con análsis post hoc de Dunnett. *p<0.05 comparado contra el grupo control, 

#p<0.05 comparado contra el grupo TAA. 

a) 
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X) DISCUSIONES 

 

Los frutos del género Opuntia forman parte esencial de la cultura mexicana. Además de 

su gran distribución en el país, su consumo es una práctica emblemática desde épocas 

antiguas, sin embargo, en los últimos años se ha redirigido el enfoque de su importancia, 

debido a su efecto benéfico sobre algunas enfermedades. Es por ello, que algunos 

estudios se han enfocado a conocer la composición de éstos frutos. En el presente 

estudio analizamos las características bromatológicas, la capacidad nutracéutica y el 

efecto hepatoprotector de OrP.  

Evaluamos los porcentajes obtenidos de OrP y obtuvimos un porcentaje de 47.81%, 

resultados que concuerdan con los reportados por (Piga, 2004) quien menciona que un 

45-67% del peso total del fruto es de pulpa.  

Se realizó el estudio bromatológico de OrP el cual consta de varias determinaciones, 

entre ellas, el contenido de humedad de la muestra, y se obtuvo un porcentaje de 62.01% 

y 89.96% mediante dos métodos distintos, AOAC 2001.12 (2001) y AOAC 920.151 

(2002) respectivamente (Tablas 9 y 10). El primero de éstos métodos es característico 

para la determinación del contenido de humedad para tejido vegetal, mientras que el 

segundo para frutas; las diferencias encontradas sugieren que los frutos destinados para 

cada una de las determinaciones estuvieron expuestos a distintos estímulos externos, lo 

cual afectó la cantidad de agua contenida en ellos, ya que se sabe que sus compuestos 

y proporciones, dependen en gran medida del ambiente (Cota-Sánchez et al., 2013). Por 

otro lado, también se sostiene que la pulpa es la parte comestible del fruto y está 

compuesta en un 84% a 90% por agua (Piga, 2004). Para el caso particular de OrP, se 

ha reportado con anterioridad un porcentaje de humedad de 84.10 ± 0.140 (Torres-

Bojórquez et al., 2017), cifra muy cercana a las obtenidas en el presente estudio y cuyo 

método se basa, de igual manera, en métodos oficiales de la AOAC. A su vez, se han 

analizado otras especies de frutos de Opuntia, por ejemplo, ficus-indica la cual posee un 

porcentaje de 85.60% (Sawaya et al., 1983), muy parecido al porcentaje de humedad de 

Or y determinada bajo el criterio de la AOAC, 1980. Debido a su gran porcentaje de agua, 

estas especies son bien conocidas por mitigar la escasez de alimentos y agua en áreas 

propensas a la sequía (Chaouch et al., 2016). 
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El resto de parámetros determinados en el análisis bromatológico de OrP se muestran 

en la tabla 9, mismos que han sido analizados en la pulpa del fruto de Opuntia ficus- 

indica (Sawaya et al., 1983), sin embargo, Opuntia robusta muestra un mayor porcentaje 

de proteína, grasa y fibra en comparación con ficus-indica. También se analizó el extracto 

libre de nitrógeno (ELN) obteniendo un porcentaje de 33.61%.  

Del análisis bromatológico, podemos inferir que las plantas de las que se recolectaron 

los frutos son de mediana edad debido a que existe una correlación inversa entre el 

contenido de fibra cruda, que aumenta con la edad de la planta (van Soest, 1994) y el 

contenido de proteína bruta que disminuye en las plantas envejecidas. Además, se 

deduce un importante valor nutricional de OrP, considerando su alto porcentaje de 

extracto libre de nitrógeno (NFE). NFE representa carbohidratos altamente digeribles, 

que al igual que los carbohidratos totales, también aumentan con la edad (van Soest, 

1994).  

También se evaluaron las concentraciones de algunos metabolitos con actividad 

biológica como los compuestos fenólicos, flavonoides, vitaminas C y E y los pigmenos 

betalaínas. Las betalaínas son metabolitos secundarios clasificados en dos grupos 

principales: betacianinas y betaxantinas dependiendo de los grupos conjugados con el 

precursor ácido betalámico (González Ponce et al., 2018). Las betacianinas se 

consideran antioxidantes debido a su capacidad para eliminar los radicales libres 

directamente por la presencia de un grupo amino cíclico, que actúa como donante de 

hidrógeno o indirectamente a través de factores de transcripción sensibles a redox, como 

Nrf2, que activa la respuesta antioxidante celular a través de AREs (elementos de 

respuesta antioxidante). El contenido de betacianinas obtenido de OrP fue de 436,5 ± 57 

mg de equivalentes de betacianina/L (Tabla 11), valores similares a los reportados 

previamente (González Ponce et al., 2020), 464,9 ± 10,87 mg de equivalentes de 

betacianina/L y superiores a los encontrados por (González-Ponce et al., 2016) 333,27 

± 11,46 mg de equivalentes de betacianina/L. Teniendo en cuenta que el peso de 1 L de 

OrP es de 1032,6 g, su porcentaje de humedad es del 89,96 % y su porcentaje de sólidos 

del 10,04 %, la cifra en base seca de betalaínas obtenida fue de 4,18 mg de equivalentes 

de betacianinas por gramo de OrP seca, cifra significativamente superior a la reportada 
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por (Castellanos-Santiago & Yahia, 2008) (2.06 ± 0.06 mg/g de pulpa seca) para Opuntia 

robusta, la cual, a su vez, fue comparada con otras especies: ficus-indica (0.39 ± 0,03 

mg/g pulpa seca), megacantha (0,065 ± 0,01 mg/g pulpa seca) y albi-carpa (0,05 ± 0,02 

mg/g pulpa seca). Esto indica que Or tiene una capacidad antioxidante mayor que otras 

especies de Opuntia, ya que esta capacidad es directamente proporcional a su contenido 

de betacianinas. La betanina es una betacianina importante y tiene una estructura 

química que permite la neutralización de los principales radicales libres responsables de 

la peroxidación lipídica. El potencial redox de la betanina convierte a esta molécula en 

un reductor eficaz de los radicales peroxilo derivados de los lípidos insaturados de las 

membranas biológicas (Buettner, 1993). La betanina también actúa como eliminador de 

dióxido de nitrógeno, el radical iniciador del proceso oxidativo de las lipoproteínas de baja 

densidad (LDL). La capacidad antioxidante de la betanina está ligada a su grupo fenol 

(Livrea & Tesoriere, 2012) e induce la vía antioxidante Nrf2 (Krajka-Kuźniak et al., 2013). 

Asimismo, la estructura molecular de las betacianinas tiene un sitio donador y un sitio 

receptor de electrones, unidos por un sistema π conjugado, esto genera un proceso de 

transferencia de electrones intramoleculares y facilita su flujo dentro de la molécula 

(Marañón-Ruiz et al., 2011). La potencia antioxidante de las betacianinas se puede 

atribuir a este mecanismo ya que puede donar o eliminar electrones de especies 

radicales. Las betacianinas pueden reducir el daño oxidativo presente en la fibrosis 

hepática inducida por la tioacetamida al neutralizar los radicales superóxido que se 

generan por su biotransformación. 

En cuanto a la estimación de los compuestos fenólicos solubles totales, OrP tiene 1118,0 

mg GAE/100 g de fenoles solubles totales (Tabla 11). (Zenteno Ramírez, 2016) comparó 

frutos de distintas especies de Opuntia, Opuntia ficus- indica 1.92 mg/g, Opuntia 

megacantha 3.81 mg/g, Opuntia streptacantha 1.67 mg/g y Opuntia robusta 2.52 mg/g, 

esta discrepancia podría estar dada por el método de extracción ya que mientras 

nosotros usamos una solución de metanol acuoso al 50% (v/v) en la primer extracción y 

acetona acuosa 70% (v/v) en la segunda, ellos usaron metanol acidificado (0.1% ácido 

clorhídrico), y sonorización en un baño de agua durante 10 min. Por otra parte, 

(Fernández-López et al., 2010) informaron 218,8 mg/100 g en ficus-indica y lo 
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compararon con Opuntia stricta (204,4 mg/100 g) y ondulata (164,6 mg/100 g). Or tiene 

un número importante de compuestos fenólicos, incluso superior a los reportados para 

estas especies usando el mismo método de Folin-Ciocalteu. Los compuestos fenólicos, 

también conocidos como antioxidantes hidrófilos, son los metabolitos secundarios más 

abundantes en las frutas (Macheix et al., 1990). Se ha informado que la pulpa de las 

frutas de Opuntia spp. contienen compuestos fenólicos y otros antioxidantes que tienen 

un efecto positivo en el equilibrio redox celular, principalmente debido a la reducción de 

los niveles de LDL (Galati et al., 2002). Or contiene una mayor cantidad de fenoles 

solubles totales que las otras especies de Opuntia que se han estudiado. Sin embargo, 

también ha indagado en otros frutos la concentración de compuestos fenólicos totales, 

como en la pitaya roja 166.5 mg/100 g en una alícuota de 100 μl (García-Cruz et al., 

2012) y en el betabel 35.5 mg/g en 200 μl de muestra (Molina et al., 2014). Opuntia 

robusta, evidentemente presenta una mayor cantidad de fenoles solubles totales que 

estas frutas. Los polifenoles se caracterizan por quelar metales y así evitar la reacción 

de Fenton que se asocia al estallido del estrés oxidativo celular (Malireddy et al., 2012b). 

Además, la inhibición de la peroxidación de los ácidos grasos poliinsaturados se 

correlaciona con la capacidad antioxidante de los polifenoles (Cazzola & Cestaro, 2011); 

en consecuencia, se infiere que Or previene la oxidación de los lípidos de membrana y 

la necrosis celular. 

Al evaluar la concentración de flavonoides se obtuvo que OrP contiene 793 mg de 

equivalentes de catequina (CAE) por 100 g de fruto en base seca (Tabla 11). Parte de la 

actividad benéfica de estas especies se atribuye al efecto sinérgico de los flavonoides 

con las betalaínas (Galati et al., 2002). Esto sugiere que la importante actividad 

antioxidante de OrP no solo se debe a su considerable cantidad de betacianinas, sino 

también a su interacción con compuestos fenólicos, incluidos los flavonoides, que tiene 

efectos sobre el metabolismo de los lípidos (Hwang et al., 2011), aumentando los niveles 

plasmáticos de ácido eicosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoico (DHA) 

(Toufektsian et al., 2011). Además, el consumo de flavonoides estimula la conversión del 

ácido alfa-linolénico en ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3 EPA y DHA 

(Villasante et al., 2015). La ingesta de flavonoides también se ha asociado con un 



 96 

aumento en la concentración de ácidos grasos poliinsaturados al modificar la actividad 

enzimática o la expresión génica de las enzimas desaturasas de ácidos grasos ∆5 y ∆6 

(Pérez-Torres et al., 2014); por lo tanto, reduce el daño oxidativo a los lípidos de la 

membrana. Los flavonoides también atenúan el daño oxidativo al aumentar la actividad 

de los mecanismos antioxidantes endógenos, como el antes mencionado, factor de 

transcripción Nrf2 (Miler et al., 2016). Una generación excesiva de ROS provoca la 

oxidación de los ácidos grasos poliinsaturados que constituyen las membranas 

biológicas, provocando eventualmente daño y muerte celular. Los flavonoides y la 

betanina inhiben la formación de radicales alquilo, la entidad molecular asociada con la 

oxidación de los lípidos (Vargas Mendoza Nancy, 2012). Además, se ha informado que 

la betanina elimina los aniones superóxido (Esatbeyoglu et al., 2014) y este efecto de 

eliminación aumenta en presencia de flavonoides (Galati et al., 2002). Or ha demostrado 

ser la especie con mayor concentración de betalaínas, compuestos fenólicos totales y 

flavonoides (de Wit et al., 2016; González-Ponce et al., 2016), lo que confirma sus 

importantes actividades biológicas, principalmente su capacidad antioxidante. 

Proponemos que su consumo reduce la gravedad de la fibrosis hepática. 

Para evaluar el efecto antioxidante y dilucidar los posibles mecanismos de citoprotección 

de Or, realizamos el ensayo de captación de radicales libres DPPH, obteniendo 2.27 

mmol de Trolox® equivalentes (TE)/L para OrP (Tabla 12). (González-Ponce et al., 2016) 

ha informado cifras más altas (5,77 ± 0,33 mmol eq. Trolox/L) para robusta; sin embargo, 

también reportan una cifra menor para la especie streptacantha (1.31 ± 0.94 mmol eq. 

Trolox/L). Se ha establecido que las especies de frutos de Opuntia con los valores más 

altos en este ensayo son aquellas con pigmentos rojo-púrpura (Sumaya-Martínez et al., 

2011). Esto refuerza la evidencia de que la actividad antioxidante está estrechamente 

relacionada con la presencia de betalaínas y su interacción con otros biocomponentes, 

como flavonoides, fenoles y vitaminas. DPPH se correlaciona fuertemente con la 

cantidad de flavonoides y compuestos fenólicos presentes en la fruta (Butera et al., 

2002). Mediante el método DPPH se ha evaluado que la capacidad antioxidante de las 

nanofibras de dióxido de titanio aumenta considerablemente cuando se añade betanina 

(Amjadi et al., 2019). Por lo tanto, concluimos que OrP tiene una potente actividad de 
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eliminación de radicales debido a la presencia de múltiples compuestos bioactivos, 

incluidas las betacianinas (Tabla 11). 

La Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC) de OrP evaluada por el método 

ABTS•+ dio como resultado, 62,2 ± 5,0 μmol TE/g en base a materia seca (Tabla 12). Los 

extractos del fruto de Opuntia streptacantha (61,69 ± 3 mg eq. ácido ascórbico/100 mL) 

se han comparado con los de Opuntia robusta (92,62 ± 5 mg eq. ácido ascórbico/100 

mL) (González-Ponce et al., 2016), confirmando que O. robusta tiene una mayor 

capacidad para eliminar el radical ABTS•+ y demostrando su alta capacidad para 

neutralizar radicales a través de dos mecanismos diferentes: transferencia de un solo 

electrón (SET) o transferencia de átomo de hidrógeno (HAT) ya que el radical ABTS•+ 

puede ser neutralizado por cualquiera de estos rutas (Prior et al., 2005). En ausencia de 

compuestos fenólicos, el radical ABTS•+ es estable; sin embargo, reacciona con donantes 

de hidrógeno, como los fenólicos, y genera un metabolito incoloro de ABTS•+ (Roginsky 

& Lissi, 2005), lo que indica que el principal mecanismo detectado en este ensayo es 

HAT debido a la presencia de compuestos fenólicos en Or (Tabla 11). 

El TEAC de OrP determinado por el método FRAP fue de 80.2 ± 11.7 μmol TE/g en base 

a materia seca (Tabla 12), indica la presencia de compuestos fenólicos (Tabla 11) que 

pueden disminuir la conversión del ion ferroso Fe2+ al ion férrico Fe3+ inhibiendo la 

reacción de Fenton que produce el radical hidroxilo fuertemente oxidante. Se sabe que 

Or contiene casi tres veces el TEAC (73,24 ± 3 mg eq. de ácido ascórbico/100 ml) que 

O. streptacantha (28,82 ± 2 mg eq. de ácido ascórbico/100 ml) (González-Ponce et al., 

2016). El ensayo FRAP es específico para el mecanismo donador de electrones (SET) 

el cual, después de la neutralización forma radicales libres más estables que los que 

recién neutralizó (Ou et al., 2002). Por ello es conveniente combinar las técnicas ABTS•+ 

y FRAP para obtener un panorama completo de la capacidad antioxidante de Or (Prior 

et al., 2005). 

En cuanto a la determinación de la actividad antioxidante y citoprotectora usando AAPH 

como inductor de daño oxidativo y hemólisis en eritrocitos humanos, en su primera etapa, 

se determinó si el extracto de OrP posee capacidad para lisar los eritrocitos por sí mismo, 

y al obtener números negativos (ecuación 5) se deduce que, el extracto de OrP no tiene 
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capacidad lítica. Además, determinamos que el 50% de la peroxidación lipídica de la 

membrana de los eritrocitos causada por AAPH fue revertida por OrP ecuaciones 7,8 y 

9, un porcentaje comparable al reportado para los carotenoides (48%) (Chisté et al., 

2014). La capacidad de la betanina y su aglicona betanidina para inhibir la 

lipoperoxidación y la degradación del grupo hemo in vitro, incluso en concentraciones 

muy bajas, se ha informado anteriormente. Además, se ha proporcionado evidencia de 

que los eritrocitos humanos incorporan betalaínas de la dieta que pueden proteger las 

células y evitar la hemólisis oxidativa (Kanner et al., 2001). Asimismo, se sabe que las 

betalaínas inhiben la nitración de tirosina mediada por peroxinitrito y la división de la 

cadena de ADN (Sakihama et al., 2011). Así, la capacidad antioxidante de estos 

pigmentos no se limita a un único mecanismo de acción. En la tercera fase del ensayo, 

fue necesario diluir el extracto de OrP ya que el extracto concentrado excedía los valores 

preestablecidos del análogo de vitamina E Trolox (Figura 9), lo que sugiere que la 

sinergia de múltiples componentes de OrP mejora la acción antioxidante de cada uno de 

ellos, incluida la vitamina E. 

 

La capacidad de OrP para eliminar H2O2 fue de 15 ± 0,8 % a 100 μg/mL (Tabla 12), 

similar a la de los extractos de agua y etanol de Crataegus monogyna (15,44–30,13%) 

(Keser et al., 2012). La capacidad de neutralizar especies reactivas, como el peróxido de 

hidrógeno, se puede atribuir a la presencia de antioxidantes primarios, como fenoles y 

flavonoides (Valko et al., 2007), y estos antioxidantes están presentes en 

concentraciones significativas en OrP (Tabla 11). Además, el pretratamiento con 

betanina de las células HT29 previene significativamente el daño del ADN causado por 

el H2O2 (Esatbeyoglu et al., 2014) y se ha informado que la betanina protege el ADN 

contra ROS y RNS (Esatbeyoglu et al., 2014; Sakihama et al., 2011). 

 

Mediante HPLC-UV se determino la presencia y cuantificación de las vitaminas C y E. La 

capacidad de estas vitaminas para eliminar las ROS se ha reportado y existe una 

correlación directa entre su concentración y la preservación de los niveles de GSH 

(Alkaladi, 2018). Además, la expresión génica de glutatión reductasa y glutatión 
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peroxidasa aumenta con su ingesta (Alkaladi, 2018; El-Aal et al., 2018). La 

administración concomitante de OrP u OrE con TAA aumenta los niveles de GSH (Figura 

16), lo que indica un efecto benéfico de los componentes de la fruta, incluidas las 

vitaminas E y C. Los efectos beneficos sobre los niveles de antioxidantes no enzimáticos 

proporcionados por la ingesta de estas vitaminas E y C se informaron anteriormente en 

la diabetes mellitus tipo II (DMT2) cuando las vitaminas se usaron como suplemento 

dietético (El-Aal et al., 2018). 

Considerando que la oxidación de los lípidos de membrana generados por la extracción 

de átomos de hidrógeno es uno de los mecanismos más importantes de daño causado 

por TAA y que la vitamina E representa uno de los antioxidantes liposolubles más 

importantes que brinda protección a las lipoproteínas y fosfolípidos de las membranas 

biológicas y lípidos almacenados (Sumida et al., 2013), esta vitamina podría mitigar el 

daño hepático causado por TAA a través de la donación de hidrógeno o mecanismo HAT. 

Utilizando las técnicas DPPH, ABTS•+ y AAPH, hemos demostrado en este estudio que 

OrP tiene la capacidad de reducir la lipoperoxidación a través de estos mecanismos. 

La vitamina E reacciona con los radicales peroxilo de los ácidos grasos, productos 

primarios de la oxidación lipídica, impidiendo su posterior reacción con las 

macromoléculas. Esta vitamina tiene un efecto benéfico sobre el daño hepático crónico, 

que se caracteriza por una inflamación sostenida, ya que puede reducir esta respuesta 

biológica (Al-Mehdar et al., 2012). Con respecto a NAFLD, se ha informado que los 

pacientes adultos con NASH y tratados con vitamina E mostraron una marcada 

disminución de la esteatosis y la inflamación (Gliszczyńska-Świgło et al., 2006). 

Por otro lado, la vitamina C mejora la acción de la insulina al disminuir los niveles de 

ácidos grasos libres circulantes a través de la inhibición de la lipasa sensible a hormonas 

que degrada el triacilglicerol en el tejido adiposo (Sumida et al., 2013). Es a través de 

este mecanismo que la vitamina C reduce el daño hepático asociado con el síndrome 

metabólico y la resistencia a la insulina. Se ha reportado que la vitamina C también 

modula la traslocación nuclear de NF-kB y reduce la señalización de la activación de las 

HSC, la deposición de colágeno y por lo tanto, la fibrosis hepática (Abhilash et al., 2014). 

Debido a que las vitaminas E y C son micronutrientes exógenos que no se asocian con 

toxicidad, y a que son eliminadores de radicales libres e inhibidores de la peroxidación 
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de lípidos, deben incluirse en la dieta. Este estudio demuestra su presencia en los frutos 

de Or. 

 

Casi todos los ensayos utilizados en este estudio evalúan el mecanismo HAT (excepto 

ABTS•+ que evalúa tanto HAT como SET y FRAP que solo detecta SET). Sin embargo, 

existe evidencia de que la donación de electrones por parte de la molécula de betanina 

también es un mecanismo de acción (Gliszczyńska-Świgło et al., 2006), lo que sugiere 

que es un pigmento con una importante actividad antioxidante y elimina radicales libres 

y moléculas reactivas a través de varios mecanismos. Uno de estos mecanismos es la 

extinción de radicales: elimina los radicales de oxígeno singulete y superóxido a través 

de un mecanismo de eliminación físico (Tada et al., 2010). Cabe señalar que tanto los 

efectos sinérgicos como los antagónicos se producen entre moléculas con diferentes 

grados de capacidad antioxidante, como los flavonoides, los fenoles y las vitaminas E y 

C (Brahmi et al., 2011; Heber, 2004). 

Por otro lado, la fibrosis es el resultado del daño crónico del parénquima hepático y se 

caracteriza por la elevación de las aminotransferasas, aumento del estrés oxidativo y 

alteraciones en la arquitectura hepática. Usando marcadores para evaluar estos cambios 

en el hígado, determinamos los efectos de Or sobre la fibrogénesis inducida por TAA. 

Los niveles séricos elevados de ALT y AST son indicadores de daño hepático (Al-Mehdar 

et al., 2012). La administración crónica de TAA provoca una elevación de las 

aminotransferasas séricas (Xie et al., 2012). La administración de OrP redujo 

significativamente los niveles de ALT y AST en animales tratados con TAA, lo que indica 

una reducción del daño hepático. En la segunda semana de tratamiento, OrP redujo los 

niveles de ALT más que la betanina (Figura 15). Demostrando que los demás 

biocomponentes de OrP actúan sinérgicamente con las betacianinas del fruto (Tabla 11), 

brindando una mayor citoprotección a los hepatocitos. 

Durante la tercera semana, los niveles séricos de AST en ratas del grupo OrP/TAA no 

diferían del grupo control, pero sí del grupo TAA. Los niveles séricos de ALT en el grupo 

OrP/TAA fueron más bajos que en los grupos OrE/TAA y Betanina/TAA y similares a los 
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niveles de ALT en el grupo NAC/TAA (Figura 15). OrP disminuyó el daño de los 

hepatocitos de manera muy efectiva en las primeras etapas de la patogénesis de la 

fibrosis hepática. Después de cuatro semanas de tratamiento, los grupos experimentales 

OrE/TAA y NAC/TAA mostraron diferencias significativas con respecto al grupo TAA 

(Figura 15). Por el contrario, la protección proporcionada por OrP es muy limitada en esta 

etapa. Finalmente, en la quinta semana, los niveles séricos de AST de todos los grupos 

de tratamiento demostraron una diferencia significativa en comparación con el grupo TAA 

(Figura 15), lo que indica una protección significativa contra las lesiones causadas por 

TAA. OrP y OrE también redujeron significativamente los niveles de ALT en comparación 

con el grupo TAA (Figura 15), mostrando una marcada protección a los hepatocitos, ya 

que son las células que principalmente producen esta aminotransferasa. 

En cuanto a la determinación de los marcadores de estrés oxidativo, se tiene la evidencia 

de que la administración con TAA induce estrés oxidativo en el tejido hepático a través 

de la generación de hidroperóxidos durante la peroxidación lipídica de la membrana, lo 

que se refleja en la disminución de las concentraciones hepáticas de GSH (Figura 16), 

así como en el aumento de los valores de MDA (Figura 17) (Ramos-Tovar et al., 2019) y 

la actividad de la glutatión peroxidasa (El-Latif El-Ghazaly et al., 2020). El metabolito 

tóxico de TAA (TASO2) actúa como un compuesto electrofílico que aumenta el estrés 

oxidativo celular. TASO2 es neutralizado directamente por el glutatión, por lo que se 

observa una disminución significativa en los niveles reducidos de glutatión en todos los 

momentos del tratamiento con TAA (Figura 16 A, B, C y D). Sin embargo, cuando se 

administra TAA concomitantemente con agentes hepatoprotectores, se muestra una 

mayor concentración de GSH incluso en comparación con el grupo control. Como se 

mencionó anteriormente, la betanina es un potente inductor de la síntesis de GSH a 

través de la vía del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), lo que demuestra la gran capacidad 

antioxidante de este pigmento, ya que Nrf2 es un importante regulador de la respuesta 

antioxidante. Como se muestra en las Figuras 16 A, B y C, el tratamiento con betanina 

restablece los niveles de GSH a los niveles observados en el grupo de control, mientras 

que el tratamiento con Or parece incluso aumentar la concentración de GSH en los 

tejidos en comparación con el grupo de control. Este aumento ocurre en todos los 
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tiempos de tratamiento, pero es mayor en la semana 4. OrE, durante la segunda y tercera 

semana de tratamiento, presentó mayores efectos citoprotectores (Figura 16), de 

acuerdo con los datos bioquímicos e histopatológicos (Figura 15. Figuras 19 y 20 I-L), 

pero en la semana 4 es el tratamiento con OrP el que promueve la síntesis de GSH a 

través de ciclos redox y/o facilita la unión de GSH a las proteínas celulares para retrasar 

su oxidación, utilizando de forma prioritaria la maquinaria antioxidante de OrP en lugar 

de agotar las reservas de glutatión. 

La dosis de NAC utilizada en este modelo experimental fue efectiva para reducir el daño 

hepático como se refleja en los marcadores bioquímicos (Figura 15) e histopatológicos 

(Figura 19 y Figura 20). Sin embargo, los niveles de GSH hepático mostraron un 

agotamiento significativo en comparación con los grupos de control y TAA. Hay reportes 

en los que este fármaco se ha utilizado para el tratamiento de lesiones hepáticas 

tempranas en dosis más bajas (Gulbahar et al., 2000), lo que indica que la dosis del 

fármaco es importante para lograr el efecto antioxidante deseado. 

En la intoxicación aguda por acetaminofén, hay evidencia de que Opuntia streptacantha 

previene parcialmente el agotamiento de GSH, mientras que Opuntia robusta lo hace por 

completo (González-Ponce et al., 2016). En el mismo estudio, se informó que el 

tratamiento con Opuntia restauró la concentración de GSH muy cerca de los niveles de 

control. En el presente estudio, los niveles de GSH en los grupos tratados con OrE y OrP 

fueron más altos que los mostrados por el grupo control (Figura 16). También se ha 

reportado que la presencia de compuestos fenólicos del fruto de Opuntia robusta actúa 

en sinergia con las betacianinas (Tabla 11), potenciando el efecto antioxidante de los 

compuestos en comparación con cuando están aislados (Galati et al., 2002). 

 

La formación excesiva de radical superóxido causada por TASO2 conduce a la oxidación 

de los lípidos insaturados de membrana y la subsiguiente formación de MDA, el cual 

forma aductos con el ADN, lo que finalmente desencadena la muerte celular. Asimismo, 

la peroxidación lipídica de la membrana celular de los hepatocitos es una de las 

principales causas de daño hepático (Bashandy et al., 2020). En nuestro modelo 

experimental hubo un aumento en MDA durante todo el tratamiento con TAA desde la 

semana 2 en adelante. Se sabe que altas dosis de TAA inducen estrés oxidativo y 
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oxidación de lípidos, así como una disminución en el estado antioxidante (Abul et al., 

2002). OrE muestra mayor protección que OrP ya que disminuyó los niveles de MDA en 

las semanas 2, 3 y 4, mientras que OrP no brindó ninguna protección (Figura 17), 

sugiriendo la posibilidad de adhesión de los componentes activos de la fruta a la fibra 

insoluble, dificultando su disponibilidad y absorción. OrE, en las semanas 3 y 4 (Figura 

17 b,c) de tratamiento, demostró ser incluso más eficaz que la betanina. Esto sugiere 

que la betanina solo muestra protección en las primeras etapas del daño, pero se vuelve 

más protectora en presencia de otros biocomponentes de OrE (Figura 17A). Además, 

existe evidencia que respalda que los productos tóxicos juegan un papel importante en 

la oxidación de betanina (Tesoriere et al., 2009). OrE es probablemente más protector 

debido a la presencia de betalaínas y flavonoides. Or también es protectora en un modelo 

de intoxicación por paracetamol en el hígado y esta protección se correlaciona con 

niveles reducidos de MDA (González Ponce et al., 2020). 

 

En comparación con controles sanos, los hígados de ratas tratadas con TAA mostraron 

extensas áreas de vacuolización, necrosis y fibrosis, especialmente en la zona 3, 

infiltrado inflamatorio y pérdida de la arquitectura normal del parénquima hepático (Figura 

19 A-D). Se observó que la administración con Or redujo significativamente los cambios 

histopatológicos inducidos por TAA. Se observo daño desde la zona 3 hasta los espacios 

portales (Figura 19 A–D); esto se debe a la expresión diferencial de las enzimas del 

citocromo P450 que son responsables de la biotransformación de TAA en TASO2 

(Dwivedi & Jena, 2018). Existe evidencia de que la intoxicación crónica con TAA reduce 

drásticamente la expresión de las proteínas hepáticas CYP1A2, CYP2C6, CYP2E1 y 

CYP3A2 en un 18, 71, 30 y 21%, respectivamente, en comparación con el grupo control 

(Xie et al., 2012). Este patrón de daño fue persistente; aunque la administración de OrP 

durante dos semanas atenuó el daño (Figuras 19E, 20E y 21). 

A partir de la tercera semana de administración de TAA (Figuras 19B y 20B), se observa 

un efecto protector de OrP (Figuras 19F y 20F) y OrE (Figuras 19J y 20J), comparable o 

incluso mayor que el observado con NAC (Figuras 19R y 20R), un fármaco 

hepatoprotector utilizado clínicamente para restaurar los niveles de GSH en 
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enfermedades fibróticas (Yormaz et al., 2012). OrP y OrE disminuyen el daño celular en 

las primeras etapas y reducen la fibrosis en todas las etapas (Figura 21). En la semana 

4 de tratamiento con OrP/TAA (Figuras 19G y 20G), el proceso fibrótico estaba bien 

desarrollado; aunque, el área superficial del parénquima hepático dañado fue menor en 

comparación con el grupo TAA (Figuras 19C y 20C). Tanto OrP como OrE disminuyeron 

el grosor de los tabiques interlobulillares fibróticos, siendo la OrE más efectiva (Figura 

21). Los tabiques fibróticos provocaron una pérdida total de la arquitectura normal en los 

lobulillos hepáticos en la semana 5 de administración de TAA (Figura 19D). En este 

momento, histológicamente, OrP disminuyó la necrosis y fibrosis (Figura 21) inducida por 

TAA (Figura 19H). El tratamiento con OrE disminuyó considerablemente el grosor de los 

septos de fibrosis (Figuras 19L, 20L y 21). Or, aunque en menor medida, también ejerce 

un efecto citoprotector en estadios avanzados de fibrosis hepática, retrasando la 

formación de tabiques fibróticos. OrP y OrE mitigaron los cambios histopatológicos en el 

hígado de ratas que recibieron TAA y esto se puede atribuir a sus propiedades 

antioxidantes, reducción de los niveles de MDA y mejora de los niveles reducidos de 

glutatión. 

TAA se ha utilizado experimentalmente para producir daño hepático agudo o crónico. En 

el presente estudio se empleó como hepatotóxico para generar fibrosis y determinar el 

efecto de los biocomponentes de Or en diversos estadios del daño progresivo.  

TNF-α que es una citocina asociada a la fibrosis hepática, medía la señalización 

autocrina para la activación de las células de Kupffer y paracrina en la activación de las 

HSC. Recientemente, se ha reportado que esta citocina es multifuncional en el daño 

hepático, su efecto esta influenciado por la duración del estímulo de daño, agudo o 

crónico (Wang et al., 2020). En este estudio, evaluamos la expresión relativa de ARNm 

de TNF-α en los grupos experimentales (Figuras 22 y 23). En nuestro modelo se utilizó 

una dosis de 250 mg/kg/i.p durante la primera semana y de 200 mg/kg/i.p de la segunda 

a la quinta y se monitoreo la expresión relativa de TNF-α en cada una de ellas; en el 

grupo experimental TAA, los resultados obtenidos mostraron un incremento no 

significativo del 33.47% en la segunda y de 27.18% en la tercera semana de tratamiento, 

regresando al valor del control a la cuarta semana. En contraste, existen reportes que 
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indican que la expresión relativa de TNF-α en tejido hepático aumenta con la 

administración de 200 mg/kg/ip de TAA durante 8 semanas de tratamiento (Lebda et al., 

2018). Por otro lado, Salguero Palacios et al., (2008) reportaron en un tratamiento con 

CCl4 administrado durante 4 semanas que no incrementa la expresión relativa de TNF-α 

con respecto al control; en el mismo estudio se administraron 200 mg/L de TAA en el 

agua para beber durante 16 semanas, explorando la expresión relativa de TNF-α a la 

sexta, décima, doceava, catorceava y dieciseisava semana. Salguero et al. (2008) 

reportaron un aumento significativo con respecto al control de TNF-α en todos los 

tiempos monitoreados. Los resultados de Salguero y Lebda demuestran que el tiempo 

de exposición al hepatotóxico es un factor determinante para el incremento de la 

expresión de TNF-α, en congruencia con estos resultados, en nuestro estudio no 

encontramos incremento en la expresión relativa de TNF-α, debido a que incluimos sólo 

4 semanas de tratamiento. 

Por otra parte, la disminución de la dosis de TAA pudo provocar una posible recuperación 

en el nivel de expresión relativa de TNF-α en la semana 4. En este contexto, Cordero-

Espinoza & Huch, 2018, establece que la remoción del agente lesivo que provoca el daño 

crónico hepático es necesario para que el proceso de regeneración tenga lugar. Nuestros 

resultados demuestran que sólo la disminución de la dosis permitió recuperar el nivel de 

expresión de TNF-α al nivel del control. Asimismo, existen reportes que demuestran que 

no hay una relación directa entre los marcadores de inflamación y fibróticos, puesto que, 

es posible que haya un aumento de marcadores fibrogénicos y no necesariamente del 

perfil inflamatorio. Se ha establecido que la sobreactivación del inflamasoma NLRP3 

(complejo multiproteico citosólico modulador clave de los eventos que desencadenan la 

fibrosis hepática) in vivo a largo plazo da como resultado un aumento de los marcadores 

relacionados con la fibrogénesis y la secreción de colágeno, sin una elevación 

significativa del perfil inflamatorio (Ignat et al., 2020). Además, existe evidencia que 

menciona que las ROS pueden provocar modificaciones post-traduccionales; tomando 

esto en consideración, el ARNm de TNF-α pudo sufrir modificaciones post- 

traduccionales a consecuencia de la sobreproducción de ROS generada por TASO2, 

impidiendo la síntesis y función de la proteína proinflamatoria (Urtasun & Nieto, 2007). 
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α-SMA y miosina II son proteínas que forman un sistema contráctil, además α-SMA funge 

como marcador del fenotipo de miofibroblastos; evaluamos su presencia en los grupos 

experimentales para determinar la activación de HSC y se observó un aumento 

considerable cuando se analizó su presencia en el grupo experimental TAA (Figura 25), 

indicando que, a pesar de la disminución de la respuesta inflamatoria, el daño tisular 

debido a la activación de las HSC está presente.  

En contraste, observamos un aumento de TNF-α en los grupos experimentales (Figuras 

22 y 23), sin embargo, a través del ensayo de citoprotección con AAPH demostramos 

que Or no provoca necrosis celular (Tabla 12 y ecuación 5), por lo tanto, este aumento 

puede ser explicado con evidencia reciente sobre la actividad pleiotrópica de TNF-α en 

la fibrosis hepática. Wang et al., 2020 menciona que dependiendo del tipo de daño que 

se esté suscitando, será la vía de señalización celular que se activara, mientras que en 

el daño agudo se genera la activación del factor de transcripción NF-kB que conduce a 

la apoptosis de los hepatocitos y que promueve la proliferación de las HSC, en el daño 

crónico puede ejercer una función antagónica al activar el receptor de muerte TNF-R1 

que conduce a la interacción con la proteína asociada al receptor del TNF con dominio 

de muerte (TRADD) y forma un complejo con el factor 2 asociado al receptor del TNF-α 

(TRAF2), el receptor- quinasa interactuante (RIP) y dominio de muerte asociado a Fas 

de la molécula adaptadora (FADD) que activan la caspasa-8 e inducen la apoptosis (Ignat 

et al., 2020) de HSC, inhibiendo su proliferación y disminuyendo el proceso fibrótico.  

Los resultados de la presencia de α-SMA indican que OrP administrada en concomitancia 

con TAA muestra una disminución importante de la proteína durante las semanas 4 y 5 

(Figura 25d y 25e). Lo que indica una recuperación que permitió que además de que se 

reestablecieran los antioxidantes endógenos como el GSH (Figura 16) también los 

propios metabolitos secundarios de OrP tuvieran efecto sobre el estrés oxidativo celular 

y sus consecuencias a nivel tisular, como lo es la perpetuación del proceso fibrótico.   

Estos resultados evidencian una tendencia inversamente proporcional entre la expresión 

génica de TNF-α y la expresión proteica de α-SMA. En el caso de los grupos 

experimentales OrP/TAA y Bet/TAA, mientras más alta la expresión de TNF-α (Figura 
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23f), menor es la presencia de la proteína α-SMA (Figura 25d) y en los grupos OrE/TAA 

y NAC/TAA, mientras más baja la expresión de TNF-α (Figura 23f), mayor la presencia 

de α-SMA (Figura 25d). Lo cual confirma el efecto pleiotrópico de TNF-α: En semanas 

previas, se desencadena su señalización canónica característica del daño agudo, pero 

en las semanas avanzadas se activa su efecto alternativo característico del daño crónico.  

XI) CONCLUSIONES 

1. Or contiene biocomponentes con capacidad nutracéutica y antioxidante. 

2. TAA generó daño hepático crónico, evidenciado a través de: 

a. El aumento significativo de los niveles séricos de ALT y AST. 

b. El incremento del estrés oxidativo celular demostrado con la depleción de 

GSH y aumento significativo de MDA. 

c. Cambios histopatológicos como: balonización y necrosis de hepatocitos, 

infiltrado inflamatorio, incremento de secreción de ECM (tabiques 

fibróticos). 

d. El aumento significativo de la expresión y presencia de la proteína α-SMA. 

3. Los tratamientos concomitantes (OrP/TAA, OrE/TAA, Bet/TAA, NAC/TAA) y los 

hepatoprotectores (OrP, OrE, Bet, NAC) disminuyeron las características de la 

fibrosis hepática a través de: 

a.   El descenso de los niveles séricos de ALT y AST. 

b.   La disminución del estrés oxidativo celular evidenciado con el aumento de 

la síntesis (OrP/TAA y OrE/TAA) y mantenimiento (Bet/TAA) de GSH y la 

disminución de MDA. 

c.   Preservar la normalidad de la citoarquitectura hepática. 

d.   La disminución de las HSC activadas observada a través de la expresión 

y presencia de la proteína α-SMA.  

4. Este estudio demuestra que el tratamiento con extracto y pulpa de Opuntia robusta 

atenua las características de la fibrosis hepática. 
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XII) PROSPECTIVA 

Se proponen estudios moleculares posteriores para elucidar los mecanismos 

hepatoprotectores del fruto de Opuntia robusta y se recomienda este fruto como alimento 

funcional con potencial efecto nutracéutico.  
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XIV) ANEXOS 

CURVAS DOSIS- RESPUESTA 

 

Curva tiempo respuesta tioacetamida 

 

Se administró el hepatotoxico tioacetamida (TAA) vía intraperitoneal a 12 ratas Wistar 

macho de 90 a 110 gramos, dos días a la semana (lunes y jueves) por 7 semanas; 

durante la primera a una dosis de 250 mg/ kg y en las semanas consecuentes 200 mg/ 

kg (El-Mihi et al., 2017). Los animales fueron tratados bajo las condiciones establecidas 

por la NOM-062-200-1995. Se realizaron las cirugías de 4 ratas en las semanas 0, 5, 6 

y 7 las cuales se anestesiaron con pentobarbital sódico (Pisabental Pisa agropecuaria) 

en una dois de 40 mg/kg y se llevó a cabo la perfusión con ayuda de bomba de vacío Kd 

Scientific, con solución de lavado (NaCl, procaína, heparina); por medio de punción 

cardiaca se obtuvieron, en promedio, 2 mL de sangre que posteriormente se sometieron 

a centrifugación en microcentrífuga Hanil-Micro-12 a 3500 rpm durante 15 minutos para 

obtener el suero. También se extrajo el hígado y se fijó por inmersión en 

paraformaldehído al 4% (paraformaldehído, NaOH, agua destilada) hasta su 

procesamiento. 
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Mientras que las muestras de suero se emplearon para monitorear la actividad de las 

enzimas hepáticas aspartato aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT), 

así como los niveles séricos de albúmina para evaluar la capacidad del hígado para 

sintetizar proteínas mediante química sanguínea seca en el equipo VITROS®️ System 

Integrated 5600 Ortho Clinical Diagnostics Johnson & Johnson Company. Las muestras 

de tejido hepático fueron requeridas para evaluar el daño morfológico a nivel celular y 

tisular al aplicar la técnica histológica (Edna B. Prophet, 1992), haciendo uso del 

procesador de tejidos o histoquinete Leica Biosystems TP1020 para realizar los pasos 

inclusión, deshidratación, aclarado y parafinización y posteriormente, realizar cortes 

histológicos de 5 micras en microtomo rotativo Leica Biosystems. Por último, a las 

muestras se les aplicó la tinción tricrómica de Masson (Edna B. Prophet, 1992). El 

análisis de datos se realizó con el paquete estadístico Prisma (p<0.05). 

 

Curva tiempo- respuesta tioacetamida 

 

a) Análisis histopatológico 

 

Desde la quinta semana se presentó daño celular identificado por la presencia de 

esteatosis, balonización y necrosis (zonas eosinófilas) y tisular, caracterizado por 

cambios en la arquitectura lobulillar del parénquima hepático y presencia de fibras de 

colágeno (zonas púrpura) (Figura 1). Indicando que los cambios morfológicos del 

proceso fibrótico, se instalan en el hígado desde la quinta semana de administración con 

tioacetamida. 
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Figura 1. Cambios microscópicos en función al tiempo con la administración de TAA. Tinción 

tricrómica de Masson. 10x. 

 

 

 

 

b) Biomarcadores de daño hepático  

 

Los resultados de las concentraciones de AST y ALT muestran diferencias significativas 

en todas las semanas monitoreadas cuando son comparadas contra el control (Figuras 

2 y 3). Mientras que en el caso de la albúmina, a pesar de que se presenta una tendencia 

a disminuir, no se observa diferencia significativa en la concentración de albúmina en 

suero en ninguna de las semanas (Figura 4). 

 

                                      

Figura 2. Se observa una elevación significativa 
de la enzima AST desde la semana 5 que 
aumenta en la semana 6 y alcanza una meseta 

Figura 3. Se observa una elevación 
estadísticamente significativa de la enzima ALT 
en suero desde la semana 5 que aumenta en la 
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en la séptima. El análisis estadístico se realizó 
mediante una prueba T-student. p<0.05 (*) 

semana 6 y disminuye en la séptima. El análisis 
estadístico se realizó mediante una prueba T-
student. p<0.05 (**) 

 

 

Figura 4. No se observa diferencia 

estadísticamente significativa en la concentración 
de albúmina en suero en ninguna de las semanas 
monitoreadas. El análisis estadístico se realizó 
mediante una prueba T-student. 

 

Con esta curva dosis- respuesta se determinó, mediante los marcadores de daño 

bioquímico e histológico, que es durante la quinta semana cuando el daño de interés 

(fibrosis hepática) se instala. Además se descartó la concentración de albúmina en 

plasma como marcador de daño hepático, ya que al analizar los datos no se obtuvo una 

relación significativa.   

 

La curva tiempo- respuesta del xenobiótico TAA se realizó con el objetivo de saber en 

qué semana del tratamiento se instala la fibrosis hepática y desde la quinta semana esto 

sucedió, ya que la tinción tricrómica de Masson reveló necrosis hepática e infiltración 

periportal inflamatoria crónica (Figura 1), dicha necrosis involucra las zonas acinares 1 y 

3, y ello confirma lo descrito por (P. Muriel et al., 2017) ya que afirma que este tóxico 

dañan dichas zonas, causando un daño periportal más acentuado que con el uso de 

otros xenobióticos. Además se identificó la acumulación de colágeno alrededor de las 

áreas focales la cual se acentúo en las semanas 7 y 8. Este daño está fuertemente 

relacionado con la activación de las células de Kupffer (Andrés et al., 2003; Luster et al., 
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2000), ya que la lesión inicial causada por los metabolitos tóxicos de la TAA activan a 

estas células, generando una actividad incrementada de la enzima mieloperoxidasa 

(MPO) y liberando citocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-α (Baskaran et al., 2010). 

Una lesión previa es dirigida hacia los hepatocitos y esta, causa la activación de las 

células adyacentes no parenquimatosas, como las ya mencionadas células de Kupffer y 

las células estrelladas, resultando en la producción de citocinas proinflamatorias. MPO 

también representa un marcador de infiltración por macrófagos (Brown et al., 2002) y su 

elevación indica posible infiltración por neutrófilos y linfocitos que las citocinas suelen 

confinar en el sitio de la lesión; un estrés oxidativo podría desarrollar un círculo vicioso 

que genere fibrogénesis (Baskaran et al., 2010). El daño histopatológico fue confirmado 

mediante marcadores bioquímicos ALT, AST y albúmina; las enzimas ALT y AST se 

mostraron tan elevadas que en todas las semanas hubo diferencia significativa 

comparadas contra el control (Figura 2 y 3), indicando que inminentemente hay daño 

hepatocelular, sin embargo, la función de los hepatocitos no se encuentra mermada 

debido a que los niveles de albúmina no presentan diferencias significativas contra el 

control (Figura 4). Se han reportado elevaciones en proporciones muy similares en daño 

agudo con TAA (Baskaran et al., 2010). Los cambios necróticos son resultados de la 

liberación de las enzimas hepáticas que marcan daño en este órgano (Baskaran et al., 

2010). Debido a ello, se concluye que la tioacetamida es un agente citotóxico ya que 

estos generan necrosis celular, por lo tanto, tienen efecto en el parénquima hepático. Las 

aminotransferasas plasmáticas se elevan a sobremanera (Cascales Angosto & Ferrandiz 

García, 1987), específicamente alanina aminotransferasa (ALT).  

 

Ajuste de dosis de N- acetilcisteína. 

 

Para determinar las dosis hepatoprotectora del fármaco N-acetilcisteína se trabajaron 

dosis de 50 mg/ kg y 75 mg/kg, las cuales se administraron diariamente durante 4 

semanas a un total de 24 ratas con un peso promedio de 130 gramos. Se realizaron las 

perfusiones en las semanas 0, 2, 3 y 4 y mediante la aplicación de pentobarbital sódico 

intraperitoneal, se adormeció hasta la inconsciencia, mientras que la perfusión se realizó 

con solución lavadora (NaCl, procaína y heparina). Se obtuvieron muestras tanto de 
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sangre como de tejido hepático; a partir del suero sanguíneo se realizaron 

determinaciones de transaminasas (ALT y AST). Asimismo, la fijación de tejidos se 

realizó por inmersión con paraformaldehído al 4% y se procesaron mediante la técnica 

histológica de inclusión en parafina, además se aplicó la tinción tricrómica de Masson 

para identificar el daño celular y tisular. El análisis de datos se realizó con el paquete 

estadístico Prisma (p<0.05). 

 

Ajuste de dosis de N- acetilcisteína 

 

a) Analísis histopatológico 

 

Con ambas dosis, desde la segunda semana, se presentaron lesiones celulares como 

balonización y necrosis pero, a diferencia de la dosis de 50 mg/ kg, con 75 mg/ kg también 

se presentaron escasas zonas fibróticas (áreas azules). Durante la tercera semana, la 

cantidad de células en proceso de necrosis aumentó en ambos casos y en la cuarta 

semana la disposición sinusoidal normal del hígado se perdió (Figura 5). 

 

Figura 5. Hepatopatología hepática con diversas dosis de NAC y en distintos cortes de tiempo. 

Tinción tricrómica de Masson. 40x. 
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b) Biomarcadores de daño hepático 

 

Las diferencias más evidentes se observan para AST (Figura 6) ya que para ALT no se 

presentó diferencia significativa en ninguna de las semanas (Figura 7), considerando las 

dosis empleadas.  

  

Figura 6. Se observa que desde la segunda semana hubo un incremento en la concentración de 

AST en suero con ambas dosis y en comparación con el control, indicando daño desde etapas 

tempranas con la NAC e incluso con la dosis más baja (50 mg/kg). 

 

Figura 7. No se observa ningún cambio significativo en la concentración de ALT en ninguno de los 

tiempos monitoreados. 
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Se montaron los grupos experimentales N-acetilcisteína (NAC), Tioacetamida (TAA) y su 

uso concomitante (NAC/TAA). Se logró evaluar el efecto protector de NAC en el modelo 

de fibrosis hepática no alcohólica, pues tanto los resultados bioquímicos como 

histológicos mostraron un daño menor en comparación con los grupos tratados solo con 

TAA, ya que estos muestran valores mayores de ALT y AST (Figuras 6 y 7), así como 

una cantidad anormal de colágena en tejido (Figura 5). NAC es precursor del antioxidante 

intracelular más importante, el glutatión, y ha sido tratado en estudios pilotos en humanos 

para el tratamiento de NASH, mostrando una mejora en los niveles de aminotransferasas 

en suero (Baumgardner et al., 2008). NAC es un donador de grupos sulfhidrilos que 

cruzan la membrana celular y restauran los niveles de GSH al proporcionar cisteína para 

su síntesis (Cotgreave, 1996). Este hepatoprotector se ha usado en la clínica para tratar 

varias condiciones asociadas al estrés oxidativo y/o la deficiencia de GSH (C. Oliveira et 

al., 2019), es por ello que el efecto que presentó en el daño causado por TAA es evidente, 

ya que uno de los principales mecanismos de éste último es exponer a la célula a estrés 

oxidativo. Se han demostrado decrementos significativos en los niveles de ALT y AST 

(Gulbahar et al., 2000), después del tratamiento de 4 semanas con NAC (Pamuk & Sonsuz, 

2003), lo cual concuerda con los resultados encontrados en este ensayo que duró 5 

semanas, en los cuales durante todas las semanas se presenta una diferencia 

significativa entre las barras representadas por TAA y las de NAC (Figuras 6 y 7), excepto 

AST durante la segunda semana, indicando que el daño hasta ese momento aún no era 

severo. 

Sin embargo, en comparación con los controles, los marcadores histológicos y 

bioquímicos del grupo NAC se vieron alterados y mostraron lesión en los hepatocitos 

(balonamiento y necrosis), por lo que se ha considerado que la dosis administrada no es 

la apropiada, lo que permitirá realizar modificaciones pertinentes en estudios posteriores 

para lograr el efecto antioxidante deseado de NAC. 

Se exploraron dosis pequeñas en comparación a la previa de NAC, 50 y 75 mg/kg y 

aunque se presentó daño celular (Figura 5) y alteración de las enzimas hepáticas 

(Figuras 6 y 7), estos cambios no son suficientes para considerar que el daño causado 

es irreversible. Ya que se presentan zonas con células balonizadas y necrosadas pero 
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éstas no son suficientes para causar daño severo, es por ello que se validó la dosis de 

50 mg/kg como control positivo. 

 

Curva dosis- respuesta betanina 

 

Para identificar la dosis efectiva del pigmento betanina (Sigma-Aldrich 901266-5G, St. 

Louis, MO, USA) se realizó una curva dosis- respuesta con 50, 75, 100, 125 y 150 mg/ 

kg (Han et al., 2015; Han, Zongju, et al., 2014; Tan et al., 2015) con 4 repeticiones por 

dosis. Fueron empleadas ratas Wistar macho con un peso promedio de 150- 200 gramos 

administradas vía oral con cánula bucoesofágica curva de acero inoxidable (Cadence 

Science calibre 18x3’’), diariamente durante 5 días consecutivos. Se realizaron las 

perfusiones en el sexto día; mediante la aplicación de pentobarbital sódico 

intraperitoneal, se adormeció hasta la inconsciencia, mientras que la perfusión se realizó 

con solución lavadora (NaCl, procaína y heparina). Se obtuvieron muestras tanto de 

sangre como de tejido hepático; a partir del suero sanguíneo se realizaron 

determinaciones de transaminasas (ALT y AST) mediante química sanguínea seca en el 

equipo VITROS®️ System Integrated 5600 Ortho Clinical Diagnostics Johnson & Johnson 

Company. Asimismo, la fijación de tejidos se llevó a cabo con formalina neutra in situ y 

se procesaron mediante la técnica histológica de inclusión en parafina, además se aplicó 

la tinción tricrómica de Masson (Edna B. Prophet, 1992) (Figura 8) para identificar el daño 

celular y tisular. El análisis de datos se realizó con el paquete estadístico Prisma 

(p<0.05). 

 

Curva dosis- respuesta Betanina 

 

a) Análisis histopatológico 

 

La histología del hígado control mostró arquitectura sinusoidal cordonal característica y 

morfología poligonal normal de los hepatocitos (Fig. 8a); mientras que con las dosis 

empleadas de betanina se presentó daño mayormente en la zona 1 del acino hepático. 

Con 50 mg/ kg se identificó edema celular, pérdida de la organización cordonal, además 
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de neutrófilos marginados en vasos capilares (Fig. 8b). Con la dosis de 75 mg/ kg a los 

cambios anteriormente descritos se le sumó la presencia de infiltrado inflamatorio (Fig. 

8c): mientras que con 100 mg/ kg hubo incremento de edema celular y extensión del 

daño celular a la zona 3 del acino hepático (Fig. 8d). Por último, con las dosis 125 mg/ 

kg y 150 mg/ kg el daño se hizo más severo e incluso se identificaron hepatocitos en 

proceso necrótico (Figuras 8e y 8f). 

 

 
Figura 8. Cambios estructurales y morfológicos con cada una de las dosis de betanina 

administradas. Tinción H&E. 40x. 

 

 

b) Biomarcadores de daño hepático 

 

Al comparar los niveles séricos de la enzima AST de todas las dosis usadas para la curva 

dosis respuesta, resultó que con 75 mg/ kg hay una mayor liberación de dicha enzima a 

suero (Figura 9) ya que la diferencia estadística es significativa (p<0.05) cuando es 

comparado contra el control. Sin embargo, en el caso de ALT, es la dosis de 50 mg/ kg 

la que representa la diferencia más significativa (p<0.01) cuando es, de igual manera, 

comparada contra el control (Figura 10). Las concentraciones de la proteína albúmina no 
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tienen importancia estadística ya que no se presentó diferencia significativa comparada 

contra el control (Figura 11). 

  

 
Figura 9. Se observa un incremento significativo 
de las concentraciones de AST en plasma en 
cada una de las dosis en comparación contra el 
control. Sin embargo, es con la dosis de 75 
mg/kg que se presenta mayor concentración de 
esta enzima en plasma. Anova de una vía. p< 
0.05 (*),  p< 0.01 (***). 

 
 

Figura 10. Se observa un incremento 
significativo de las concentraciones de ALT en 
plasma en cada una de las dosis en 
comparación contra el control. Sin embargo, es 
con la dosis de 50 mg/kg que se presenta mayor 
concentración de esta enzima en plasma.  
Anova de una vía. p< 0.05 (*),  p< 0.01 (***). 

 

Figura 11. No se observa diferencia significativa en las 
concentraciones de albúmina sérica con ninguna de las 
dosis administradas.  Anova de una vía. 

 

 

Ampliación de la curva dosis- respuesta  de betanina. 

 

Debido al daño encontrado en la curva dosis- respuesta de betanina, se exploraron dosis 

más pequeñas de las usadas en la curva anterior, las cuales fueron 25, 40 y nuevamente 



 135 

50 mg/ kg, ya que en la literatura se maneja desde 20 mg/ kg hasta 100 mg/ kg hasta por 

28 días (Han et al., 2015; Han, Zongju, et al., 2014; Tan et al., 2015). Se usaron 4 

repeticiones por dosis. Fueron empleadas ratas Wistar macho con un peso promedio de 

150- 200 gramos administradas vía oral con cánula bucoesofágica curva de acero 

inoxidable (Cadence Science calibre 18x3’’), diariamente durante 5 días consecutivos. 

Se realizaron las perfusiones en el sexto día; mediante la aplicación de pentobarbital 

sódico intraperitoneal se adormeció hasta la inconsciencia, mientras que la perfusión se 

realizó con solución lavadora (NaCl, procaína y heparina). Se obtuvieron muestras tanto 

de sangre como de tejido hepático; a partir del suero sanguíneo se realizaron 

determinaciones de transaminasas (ALT y AST) mediante química sanguínea seca en el 

equipo VITROS®️ System Integrated 5600 Ortho Clinical Diagnostics Johnson & Johnson 

Company. Asimismo, la fijación de tejidos se llevó a cabo con formalina neutra in situ y 

se procesaron mediante la técnica histológica de inclusión en parafina, además se aplicó 

la tinción tricrómica de Masson (Edna B. Prophet, 1992) (Figura 12) para identificar el 

daño celular y tisular. El análisis de datos se realizó con el paquete estadístico Prisma 

(p<0.05). 

 

Ampliación curva dosis- respuesta Betanina 

 

a) Análisis histopatológico 

 

El tejido hepático del grupo control (Fig. 12a) mostró morfología celular y tisular normales 

muy similar al tejido perteneciente a la dosis de 25 mg/ kg (Fig. 12b). Con 40 mg/ kg se 

identifican algunos hepatocitos con tumefacción y cambios en la organización cordonal 

hepática (Fig. 12c). Mientras que con 50 mg/ kg existe mayor daño en los hepatocitos y 

la organización sinusoidal normal es casi inapreciable (Fig. 12d).   
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Figura 12. Hepatología de hígado con diversas dosis de betanina. Tinción H&E. 40x.  

 

     b) Biomarcadores de daño hepático. 

 

La dosis de 40 mg/ kg causó la mayor concentración de AST y ALT en suero ya que, 

comparadas contra el control presentan una diferencia estadísticamente significativa 

(Figuras 13 y 14). Sin embargo, la concentración de albúmina sérica no presentó 

diferencias significativas cuándo es comparada contra el control (Figura 15). 

 
Figura 13. Se observan diferencias significativas 

con la dosis de 40 mg/kg respecto al control. 
Anova de una vía. p<0.05 (*). Prisma Graphpad, 
versión 5. 

 
Figura 14. Se observan diferencias significativas 

con la dosis de 40 mg/kg respecto al control. 
Anova de una vía. p<0.05 (*). Prisma Graphpad, 
versión 5. 
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Figura 15.  No se observan diferencias 
significativas con ninguna dosis respecto 
al control. Anova de una vía. p<0.05 (*). 
Prisma Graphpad, versión 5. 

   

Para validar otro control positivo, la betanina, se realizó una curva dosis respuesta y se 

analizaron los marcadores histopatológicos (Figuras 8 y 12) y bioquímicos (Figuras 9-11, 

13-15). Esto partiendo de la premisa que los antioxidantes naturales a ciertas dosis 

pueden comportarse como prooxidantes, ya que en presencia de metales de transición 

como el cobre catalizan la degradación del ADN (Hadi et al., 2010). Por ejemplo, se ha 

estudiado la posibilidad de que la betanina esté relacionada con mecanismos que tienen 

como resultado la liberación de ROS a través de la reducción Cu2+ a Cu+, particularmente 

en polimorfonucleares en enfermedades inflamatorias del intestino (Zielińska-

Przyjemska et al., 2016). Pero es necesario que se regularicen las dosis antes de 

emplearse ya que se han descubierto capacidades de la betanina para inducir apoptosis 

mediante la activación de procaspasa y caspasa-3, para reducir el daño al ADN celular 

al acelerar el proceso de eliminación del H2O2 , aunque también se ha observado una 

pérdida moderada del potencial mitocondrial como resultado del tratamiento con 

betanina, sin embargo, se sabe que este efecto relativamente moderado podría estar 

relacionado con las dosis aplicadas (Zielińska-Przyjemska et al., 2016). Al confirmar que 

el pigmento betanina es capaz de causar efectos celulares adversos (edema celular, 

pérdida de la organización cordonal, neutrófilos marginados en vasos capilares e 

infiltrado inflamatorio), se realizó una ampliación de la curva dosis respuesta, 

concluyendo de una manera satisfactoria la dosis benéfica.  
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XV) ARTÍCULO PUBLICADO 
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