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RESUMEN 

Introducción: Las enfermedades hepáticas en el Perú constituyen una importante 

causa de morbilidad y mortalidad. El consumo de etanol aumenta el riesgo de las 

personas a desarrollar cirrosis hepática y otras enfermedades más. Objetivo: 

Determinar el efecto protector de la ingesta de cáscara del Citrus aurantifolia (limón) 

frente al daño hepático inducido por etanol en ratones. Diseño: Estudio analítico, 

experimental, transversal y prospectivo. Lugar: Laboratorio del Centro de Investigación 

de Bioquímica y Nutrición. Material biológico: se empleó 40 ratones Mus musculus 

machos adultos. Intervenciones: Se utilizaron las cáscaras de Citrus aurantifolia 

(limón), que se obtuvieron por pelado manual, y luego fue secada en estufa a 40º C por 

72 horas, se molió en molino y se suspendió en agua con fécula de maíz al 1%. Los 

ratones fueron distribuidos de forma aleatoria en cinco grupos (n=7), recibiendo los 

siguientes tratamientos, por cinco días, vía peroral: grupos I y II suspensión de almidón 

1%, grupo III: silimarina 100 mg/kg en suspensión de almidón 1%; grupo IV: cáscara de 

limón 100 mg/kg y grupo V: cáscara de limón 400 mg/kg. El grupo I recibió en sus 

bebederos solución de glucosa 5%, mientras que los grupos II-V recibieron etanol al 5% 

con glucosa 5%. Al sexto día fueron sacrificados. Principales medidas de resultados: 

lipoperoxidación y glutatión en el homogenizado de hígado, descripción histológica. 

Resultados: En los grupos que recibieron las dosis de cáscara de limón presentaron 

mayores niveles de GSH con respecto al grupo II siendo significativos, se observó 

también un menor daño a nivel histológico comparado con el grupo II; sin embargo, los 

niveles de lipoperoxidación en el tejido hepático comparado con el grupo II fueron 

significativamente mayores. Conclusión: La administración del Citrus aurantifolia 

presenta efecto hepatoprotector expresado en el marcador GSH e histológico. 

 

Palabras clave: Citrus aurantifolia, limón, hepatoprotección, etanol. 
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ABSTRACT 

Introduction: Hepatic diseases in Peru are an important cause of morbidity and 

mortality. The consumption of ethanol increases the risk of people to develop liver 

cirrhosis and other diseases. Objective: To determine the protective effect of the 

ingestion of Citrus aurantifolia (lemon) peel against hepatic damage induced by ethanol 

in mice. Design: Analytical, experimental, transversal and prospective study. Place: 

Laboratory of the Biochemistry and Nutrition Research Center. Biological material: 40 

male Mus musculus mice were used. Interventions: The shells of Citrus aurantifolia 

(lemon), which were obtained by manual peeling, were used, and then dried in a stove 

at 40° C for 72 hours, ground in a mill and suspended in water with 1% corn starch. The 

mice were randomly distributed in five groups (n = 7), receiving the following treatments, 

for five days, via peroral: groups I and II suspension of starch 1%, group III: silymarin 

100 mg / kg in suspension of starch 1%; group IV: lemon peel 100 mg / kg and group V: 

lemon peel 400 mg / kg. Group I received 5% glucose solution in their drinkers, while 

groups II-V received 5% ethanol with 5% glucose. On the sixth day they were sacrificed. 

Main outcome measures: lipoperoxidation and glutathione in liver homogenate, 

histological description. Results: In the groups that received the doses of lemon peel 

had higher levels of GSH with respect to group II being significant, it was also observed 

a minor damage at histological level compared with group II; however, lipoperoxidation 

levels in liver tissue compared to group II were significantly higher. Conclusion: The 

administration of Citrus aurantifolia has a hepatoprotective effect expressed in the GSH 

and histological marker. 

 

Keywords: Citrus aurantifolia, lemon, hepatoprotection, ethanol 
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I. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades hepáticas en el Perú constituyen una importante causa de 

morbilidad y mortalidad, pueden ser agudas o crónicas, local o difusa, leve o 

grave, así como reversible o irreversible, siendo la hepatitis viral de alta 

endemicidad en muchas regiones del país y la cirrosis hepática la causa más 

frecuente de presentación crónica asociada a mortalidad, esta última con una 

tasa de 15 por cada 100 000 habitantes.1,2 

El Perú no escapa a la realidad de la cirrosis hepática causada por alcohol, se 

ha encontrado que el consumo crónico de alcohol ocurre en el 26,5% de los 

casos estudiados.3 En un estudio publicado en el 2014 por DEVIDA (Comisión 

Nacional para el Desarrollo y Vida sin Drogas) se informa que el número de 

personas con dependencia de alcohol etílico se ha duplicado en los últimos tres 

años, llegando al 57,1 % de prevalencia de consumo, en la población general de 

12 a 65 años de la ciudad de Lima.4 

El consumo de alcohol aumenta el riesgo de las personas a desarrollar cirrosis 

hepática y otras enfermedades más. Según la OMS el alcohol provocó la muerte 

de más de 3,3 millones de personas en el año 2012. El Perú es el sexto país de 

América Latina con mayor consumo de alcohol, 8,1 L per cápita.5 

El costo de las enfermedades hepáticas en general es variado, debido al 

espectro amplio de éstas, que van desde el hígado graso simple, reversible, 

hasta una cirrosis hepática y/o carcinoma hepatocelular cuyo tratamiento último 

es el trasplante del órgano. De gran repercusión es el costo socio-económico 

debido a que estas enfermedades son una de las primeras causas de 

defunciones en un porcentaje importante de la población económicamente 

activa.6 

El hígado es uno de los órganos más grandes del cuerpo, después de la piel, 

pesa aproximadamente 1 500 g y contribuye con casi el 2,5% del peso del cuerpo 

en el adulto. En el periodo fetal tardío este órgano representa el doble en cuanto 

al porcentaje de peso (5%) y siendo unas de sus funciones la hematopoyética. 

Desde la infancia en adelante, ocupa mayoritariamente el hipocondrio derecho y 
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el epigastrio. Se extiende hacia el hipocondrio izquierdo, inferior al diafragma, 

que lo separa de la pleura, los pulmones, el pericardio y el corazón.7 

El mantenimiento de la vida es posible con la conservación del 10% al 20% de 

hígado funcional, tiene gran capacidad de autorregeneración, de modo que la 

extirpación de éste ocasiona la muerte en tan solo 24 horas. Presenta un papel 

destacado en el metabolismo de los carbohidratos, proteínas y lípidos, en el 

almacenamiento y activación de vitaminas y minerales, la formación y excreción 

de bilis, la conversión de amoniaco en urea, metabolismo de los 

corticoesteroides y la acción de filtro y cavidad de inundación.8 

El hígado dispone de una vascularización particular, la sangre llega vía   la de la 

arteria hepática y la de la vena porta hepática. Esta sangre sale del hígado por 

las venas hepáticas, voluminosos afluentes de la vena cava inferior. Las 

modificaciones que experimenta la sangre en el hígado lo convierten además en 

una virtual glándula de secreción interna con múltiples funciones.9 

La compleja estructura del hígado se justifica debido a que realiza muchas 

funciones. Todas estas funciones son llevadas a cabo por células 

parenquimatosas epiteliales hepáticas, el hepatocito, y dependen de complejas 

interrelaciones entre la vascularización (ramas de la arteria hepática y la vena 

porta, sinusoides y venas centrales), los hepatocitos y los sistemas de drenaje 

biliar (canalículos y conductos biliares hepáticos).10 

El hígado está compuesto por miríadas de lóbulos, los cuales secretan bilis. La 

bilis es secretada hasta un total de aproximadamente 850 mL diarios. Dado que 

solo es requerida a intervalos, se almacena en la vesícula biliar, donde se 

concentra por la reabsorción de agua y se libera cuando es requerida. La bilis no 

sólo es un “jugo digestivo”, sino también la forma que tiene el cuerpo para 

deshacerse de los productos de degradación de la hemoglobina, exceso de 

colesterol y xenobióticos. Este fluido tiene carácter alcalino y es de color 

verdoso.11 

Se encuentra ubicado directamente en el circuito de transporte de las sustancias 

absorbidas en el intestino, excepto la grasa, todos los nutrientes absorbidos por 

el tracto gastrointestinal son conducidos inicialmente hacia el hígado por el 



Efecto protector de la ingesta de cáscara del Citrus aurantifolia (limón) frente al daño hepático inducido 
por etanol en ratones 

 

3 

 
Cesar Adolfo Flores Valle 

sistema venoso portal, lo que le permite ser el primero en estar expuesto a los 

sustratos metabólicos y a los nutrientes, esto también lo convierte en el primer 

órgano en sufrir la exposición a las sustancias tóxicas y nocivas absorbidas en 

el tubo digestivo.12 Además de sus muchas actividades metabólicas, el hígado 

almacena glucógeno y, como se mencionó líneas arriba, secreta bilis.7  

Numerosas placas de células hepáticas irradian desde la vena central. Cada 

placa hepática suele tener una o más células de espesor, entre las cuales se 

encuentran los canalículos biliares que se vacían a conductos biliares en los 

tabiques fibrosos que separan los lobulillos hepáticos adyacentes. En los 

tabiques interlobulillares se encuentran también vénulas que reciben sangre de 

la vena porta, desde estas vénulas la sangre fluye a los sinusoides hepáticos, 

que se encuentran entre las placas celulares hepáticas. En los tabiques se 

encuentran además arteriolas hepáticas, muchas de las cuales también se 

vacían en los sinusoides.13 

La superficie interna de los sinusoides hepáticos está formado por un endotelio 

fenestrado. Las células de von Kupffer son células fijas de este revestimiento. A 

causa de su forma, muchas veces estrellada, se les solía llamar “células 

estrelladas de von Kupffer”, sin embargo, la forma de las células es variable. Las 

células de von Kupffer poseen prolongaciones citoplasmáticas muy largas que a 

veces atraviesan el sinusoide.14 

Las células de Kupffer constituyen el sistema fagocítico mononuclear. A través 

del sistema circulatorio llegan al hígado y colonizan el parénquima hepático, 

situándose en la superficie o en los lugares de reunión de los capilares 

sinusoidales. Fagocitan eritrocitos seniles, así como restos celulares y algunos 

microorganismos. Las células de Kupffer se encuentran en la superficie del 

endotelio en la luz del sinusoide y no están unidas al endotelio vecino.15 

Las células perisinusoidales (de Ito, llamadas también células estrelladas 

hepáticas) se encuentran en el espacio de Disse, en la proximidad de los 

sinusoides hepáticos. Estas células tienen un origen mesenquimatoso, contienen 

grasa y participan en el almacenamiento y liberación de retinoides, la producción 

y el recambio de la matriz extracelular y la regulación del flujo de sangre en las 
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sinusoides. Las células perisinusoidales se encuentran en estadio quiescente no 

proliferativo, pero pueden proliferar cuando son activadas por las células de 

Kupffer y los hepatocitos.16 

El hígado recibe el 25% del gasto cardiaco por la vena porta hepática y la arteria 

hepática. La vena porta hepática lleva al hígado los nutrientes y vitaminas 

absorbidos en el intestino, donde se recogen, se almacenan y distribuyen.17 

Posee un papel importante en el mantenimiento de las concentraciones 

sanguíneas normales de glucosa, sobre todo en el periodo posprandial. El 

hígado retira el exceso de glucosa de la sangre y lo reincorpora conforme se 

necesita en un proceso que se conoce como función amortiguadora de la glucosa 

del hígado. Esta acción se altera en las personas con deterioro de la función 

hepática por alguna enfermedad y se alcanzan concentraciones pospandriales 

de glucosa demasiado elevadas. Sin embargo, como el hígado también regula 

los otros aspectos de la homeostasis de la glucosa, en la insuficiencia hepática 

existe la hipoglucemia.18 

También regula la cantidad de lípidos en sangre mediante la secreción de 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL). Los lípidos absorbidos en el intestino 

son liberados por medio del quilomicrón a la linfa. La lipoproteína lipasa de la 

superficie celular endotelial de los vasos sanguíneos hidroliza parte de los 

triglicéridos de los quilomicrones, liberando ácidos grasos y glicerol, que son 

captados por los adipocitos, el quilomicrón se transforma en remanente de 

quilomicrones ricos en colesterol esterificado que son captados y degradados 

por los hepatocitos, los cuales forman a partir de ellos la VLDL. A partir de éstas 

se forman otras lipoproteínas séricas que son el aporte de colesterol y 

triglicéridos para el resto de los tejidos del organismo.17 

El hígado produce albúmina plasmática y la mayor parte de las globulinas 

plasmáticas (con excepción de las inmunoglobulinas). Los niveles de globulinas 

que produce el hígado van de 2,5 a 3,5 g/dL, tienen una amplia variedad de 

funciones, incluidos el transporte de colesterol y triglicéridos, el transporte de 

esteroides y hormonas tiroideas, la inhibición de la tripsina, y la coagulación de 
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la sangre. Los factores de la coagulación I (fibrinógeno), II (protrombina) III, IV, 

VII, IX y XI, así como el angiotensinógeno, son todos producidos por el hígado.19 

La albúmina sérica es cuantitativamente la proteína más importante que se 

sintetiza en el hígado, constituye alrededor de 70% de las proteínas plasmáticas 

totales y es la principal contribuyente de la presión coloidosmótica de la sangre 

y refleja la cantidad de funcionalidad de la masa del hígado.19 Dado que la 

albúmina tiene una vida media larga de 20 días, en todas las enfermedades 

crónicas del hígado, los niveles de albúmina disminuyen, cuyos niveles normales 

en sangre son de 3,5 a 5 g/dL.20 

La mayor parte del etanol consumido se oxida en el hígado, donde hay dos 

niveles de catabolismo, el primero para formar el acetaldehído y, el segundo, 

acetato. En el hígado se realiza la oxidación a través de tres vías enzimáticas, la 

vía alcohol deshidrogenasa (ADH), presente en el citosol, el sistema enzimático 

oxidativo de etanol (MEOS, microsomal etanol oxidizing system) y la vía de las 

catalasas en los peroxisomas, que en el catabolismo alcohólico es muy poco 

activa. El producto final de cualquiera de las tres vías es el acetaldehído.21 

La mayor parte del etanol es oxidado primero hasta acetaldehído por acción del 

alcohol deshidrogenasa. Posteriormente el acetaldehído, por una nueva 

oxidación, es convertido en acetato por la aldehído deshidrogenasa. El acetato 

es activado a acetil-CoA con la ayuda de una acetato-CoA-ligasa con consumo 

de ATP, lo que posibilita la conexión con el metabolismo intermedio.22 

La velocidad de la degradación del etanol en el hígado está limitada por la 

actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa, la cantidad disponible de NAD+ 

también es un factor limitante. Con concentraciones bajas de etanol se alcanza 

la velocidad de degradación máxima, por esa razón el nivel de etanol disminuye 

cuando la velocidad es constante (cinética de orden 0).22 

Este tipo de respuesta hepática al etanol, que es un tóxico, merece especial 

atención por ser la primera causa de cirrosis en el mundo y aun cuando su 

patogenia es similar a la provocada por otros tóxicos es importante señalar tres 

hechos, estimulación directa de las células formadoras de colágeno por el etanol 

o sus metabolitos, lesión hepatocelular que despierta reacciones inmunológicas 
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que liberan o activan macrófagos o linfocitos T que elaboran factores de 

crecimiento, y aumento de la activación de síntesis de enzimas, como la prolil-

hidroxilasa y otras.23 

El consumo elevado de etanol durante años produce daños en el hígado, el límite 

del consumo diario es de unos 60 g en los hombres y de alrededor de 50 g en 

las mujeres. Estos valores dependen en gran parte del peso corporal, del estado 

de salud y otros factores.22 

Los altos niveles hepáticos de NADH+ + H+ y de acetil-CoA dependientes del 

etanol favorecen la síntesis de grasas neutras y de colesterol, por otro lado, su 

exportación en forma de VLDL también es afectada por el etanol, se produce un 

almacenamiento de lípidos en el hígado (hígado graso). Este aumento del 

contenido graso del hígado (de menos del 5% hasta más del 50% de su peso 

seco) en un primer momento es reversible, sin embargo, en el alcoholismo 

crónico cada vez más tejido conectivo va reemplazando a los hepatocitos. 

Finalmente, con la cirrosis hepática el daño llega a un estado irreversible que se 

caracteriza por la pérdida progresiva de la función hepática.22 

La cirrosis es la consecuencia de la lesión hepática progresiva, ésta enfermedad 

puede presentarse en un subgrupo de casos de hepatitis crónica que no se 

resuelven de manera espontánea, o después de repetidos episodios de lesión 

del hígado aguda, como sucede en el alcoholismo crónico. Las consecuencias 

de la enfermedad del hígado pueden ser reversibles o irreversibles.24 

La fibrosis hepática se presenta en etapas, la primera etapa se caracteriza por 

un cambio de la composición de la matriz extracelular desde colágeno sin 

entrecruzamiento, no formador de fibrillas, hacia colágeno, que es más denso y 

está sujeto a la formación de enlaces cruzado, en esta etapa la lesión del hígado 

aún es reversible, y la segunda etapa comprende la formación de 

entrecruzamiento de colágeno subendotelial, proliferación de células 

mioepiteliales y deformación de la estructura hepática con aparición de nódulos 

de regeneración. La cirrosis persiste como un estado dinámico en el cual ciertas 

intervenciones, incluso a esas etapas avanzadas, pueden dar beneficios, como 

la regresión de tejido cicatrizal y mejoras de los resultados clínicos.24 
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El estrés oxidativo y sus consecuencias, daño celular, pueden ser reducidas a 

través de la ingesta de antioxidantes de diversos alimentos, destacando entre 

ellos frutas y verduras. Estas moléculas, como los flavonoides, están presentes 

en buena cantidad en los cítricos, como el limón.25 

En un estudio realizado por Emim, et al. en el cual administró flavonoides 

(hesperidina) a nivel subcutáneo en ratas y ratones inducidos a un proceso 

inflamatorio con carragenina, sustancia inflamatoria en la piel, observó una 

reducción del edema. Los resultados indican un potencial uso terapéutico de la 

hesperidina como un agente antiinflamatorio leve.26 

González Cruz en su Compilación bibliográfica del Limón persa (Citrus latifolia) 

menciona que éste posee acción terapéutica preventiva y curativa en 

perturbaciones intestinales y hepáticas, entre otros.27 

En un estudio de Karimi et al con el Citrus aurantium donde evaluó las 

propiedades antioxidantes, anticancerígena y antiinflamatoria, los resultados 

mostraron buena capacidad de captación de radicales libres y la actividad de 

reducción del potencial férrico. En el ensayo de citotoxicidad se indica el 

potencial de esta planta medicinal como una fuente terapéutica de compuestos 

anticancerosos.28 

En una investigación de Rocha De Oliveira et al realizada con la quercetina en 

ratas Wistar se demostró que es capaz de reducir los cambios producidos por 

estrés oxidativo, generados por bifenilos policlorados, como la peroxidación 

lipídica, modificaciones en la actividad de enzimas antioxidantes y al ADN del 

hígado.29 

La hepatotoxicidad será inducida por etanol. El hígado es el principal sitio del 

metabolismo del alcohol, es por ello que es el principal objetivo orgánico inducido 

por el alcohol.30 

El género Citrus es originario de los trópicos y subtrópicos del este de Asia y del 

archipiélago indomalayo, región en la cual se encuentran aún numerosas 

especies silvestres. Sin embargo, ninguna de las especies cultivadas es 

conocida en estado verdaderamente silvestre, pues los Citrus como los plátanos, 
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son un producto de una domesticación antigua y una larga selección por el 

hombre. Es un árbol de la familia de las rutáceas cuyo fruto (hesperidio) es el 

limón. El limón es una planta frutal cuyo nombre botánico es Citrus aurantifolia.31 

La clasificación botánica del limón es la siguiente32:  

Clase: Dicotiledíneas 

Sub-clase: Arquiclamídeas 

Orden: Geraniales 

Sub-orden:Geraniineas 

Familia: Rutácea 

Sub-familia: Aurantioideas 

Género: Citrus  

Especie: aurantifolia 

La planta tiene un tamaño que varía de 3 a 6 m de altura con ramas irregulares, 

de corteza verde y provista de espinas cortas y fuertes. Las hojas son elípticas, 

coriáceas de color verde mate lustroso de 5 a 10 cm de longitud, terminada en 

punta y con bordes ondulados o finamente dentado. Las flores son muy olorosas, 

con los pétalos gruesos y de color blanco, aunque suelen presentar un tinte 

rosado en su cara exterior.33 

El fruto llamado limón es de pulpa jugosa, perfumada y suave, normalmente es 

de forma oval y/o esférica. La corteza es delgada, de color amarillo verdoso que 

cambia a amarillo cuando el fruto ha pasado su estado de madurez comercial. 

En el interior encontramos una pulpa carnosa, cuyo color va de amarillo a verde, 

de sabor ácido y jugoso, separada por membranas.33 

El árbol del Citrus aurantifolia ha sido ampliamente estudiado y se han hallado 

los siguientes ácidos: cáprico, caprílico, decanoico, fórmico, hidrociánico, 

isovalérico, láurico, mirístico, nonanóico, oxálico y esteárico. Los alcoholes 

encontrados son: decil, dodecil, ergosterol, etílico, metil antranilato, nolil, fenetil 

y pirocaterol. Aldehídos: acetaldehído, benzaldehído, isovaleraldehído; 

monoterpenos: borneol, decanal, furfural, carveno, citral. Flavonoides: 

quercetina. Saponinas; aceite: limoneno.Otros compuestos: tripatamina: 
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quinolina; carvona, cresol, guayacol, hesperidina, narcotina, noradrenalina; 

proteína: tiramina.34 

Los cítricos, como el limón representan un numeroso grupo de gran importancia 

en pastelería y repostería, no solo por su utilización como género principal sino 

también como aromatizantes ya sea con sus zumos, ralladura de cáscara, entre 

otras, además contrarrestan la oxidación de otras frutas.35 

La cáscara del limón se puede confitar o secar para usarla como aromatizantes 

en postres, helados, aguardientes, licores, o usarla en repostería.36 Ésta también 

se usa en la elaboración de limonadas.37 

En los cítricos la concentración de flavonoides es mayor en el albedo y corazón, 

seguidos del flavedo, membranas y pulpa, siendo menor en el zumo.  La 

extracción de estos compuestos resulta de mucho interés por parte de la 

industria alimentaria y farmacéutica. En estudios previos en cáscara de cítricos 

de diferentes especies, se encontró que el contenido de flavonoides totales oscila 

en un intervalo de 150 a 478 mg de rutina por cada 100 g de cáscara seca y de 

0,3 a 3100,1 mg de quercetina por cada 100 g de cáscara seca.38 

La composición química nutricional del jugo de limón por cada 100 g es la 

siguiente: 30 kcal, 9,3 g de agua, 0,5 g de proteína, 0,2 g de grasa, 9,7 g de 

carbohidratos, 18 mg de calcio, 14 mg de fósforo y 33,2 mg de vitamina C.39 

Los subproductos de los cítricos como la cáscara, entre otros, representan el 

50% del peso de la fruta entera original, el darle valor agregado es una manera 

de dar rentabilidad al proceso de aprovechamiento. De éstos se puede 

aprovechar los aceites esenciales y la pectina, siendo la última usada en el 

campo farmacológico como agentes antimetástasis, inmunoestimulantes y 

antiulcerosos.40  

Se busca demostrar si la cáscara del Citrus aurantifolia (limón) posee la 

propiedad protectora del hígado por el contenido de flavonoides, ácido ascórbico 

y otros compuestos, los cuales son agentes antioxidantes que atenúan la acción 

de los radicales libres y pueden proteger a las células de la peroxidación 

lipídica.41 Asimismo, contribuir al conocimiento que se tiene acerca de los cítricos 
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en el campo de la prevención y control de las enfermedades hepáticas. En ésta 

se da utilidad a la cáscara del limón, un producto de desecho asequible y que se 

encuentra presente en muchos hogares. 
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2.1.  Hipótesis 

La ingesta de la cáscara del fruto del Citrus aurantifolia (limón) tiene 

actividad protectora frente al daño hepático inducido por etanol en ratones 

2.2.  Objetivos 

Objetivo general 

Determinar el efecto protector de la ingesta de la cáscara del fruto del 

Citrus aurantifolia (limón) frente al daño hepático inducido por etanol en 

ratones. 

Objetivos específicos 

 Determinar el efecto de la ingesta de la cáscara del fruto del Citrus 

aurantifolia (limón) sobre la morfología del tejido hepático frente al daño 

inducido por etanol en ratones. 

 Determinar el efecto de la ingesta de la cáscara del fruto del Citrus 

aurantifolia (limón) sobre los marcadores bioquímicos del daño hepático 

inducido por etanol en ratones 
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III. MÉTODOLOGÍA 

3.1.  Tipo de investigación 

Estudio analítico, experimental, transversal y prospectivo.42 

3.2.  Materiales 

3.2. 1. Material biológico 

Ratones machos albinos (Mus musculus, cepa Balb/c) 

Cáscaras (albedo y flavedo) del Citrus aurantifolia 

3.2. 2. Equipos e instrumentos 

Homogenizador marca: Ultra-Turrax; modelo: IKA-T10BASIC 

Centrífuga marca: GREETMED; modelo: GTT119-300 

Espectrofotómetro marca: GREETMED; modelo: NV203   

Balanza analítica marca: RADWG®; modelo WTB200   

Estufa marca: Unic´s® 

Baño María marca: AVALIER; modelo: VL-32 

3.2. 3. Reactivos y fármacos 

Etanol absoluto     

Ácido etildiaminotetraacético (EDTA) (Triplitex®) 

Ácido 2-tiobarbitúrico     

Pentobarbital  

Ácido tricloroacético (Scharlaw)   

Ácido 5,5´-ditiobis-2-nitrato (DTNB)  

3.3.  Variables 

Variable independiente 

 Ingesta de cáscara del Citrus aurantifolia: Comprende dos zonas, una 

externa, el flavedo, y otra interna, blanca y esponjosa, que es llamada 

albedo.43 

Variable dependiente  

 Efecto protector hepático: Propiedad de proteger al hígado frente a los 

efectos nocivos de hepatoxinas que se puedan ingerir, así como 

contrarrestarlas alteraciones en el organismo de radicales libres.44 
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OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES 

VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES 

CATEGORÍA Y 

PUNTOS DE 

CORTE 

ESCALA 

DE 

MEDICIÓN 

Variable 

independiente: 

Ingesta de la 

cáscara del 

Citrus 

aurantifolia 

- 

Ingesta de la 

suspensión de la 

cáscara del Citrus 

aurantifolia 

100 mg/kg 
 

400 mg/kg 

Razón 

Variable 

dependiente: 

Efecto 

protector 

hepático 

 Morfología 

del tejido 

hepático 

 Índice hepático 

 Histológico Comparados 

con los 

grupos 

controles. 

Intervalo 

 Marcadores 

bioquímicos 

 Lipoperoxidación 

(nmol/g) 

 Glutatión (µg/g) 

Razón 

 

3.4.  Método de experimentación 

3.4. 4. Recolección de la muestra de ensayo 

La muestra se adquirió en el mercado de Mayorista del distrito de Santa 

Anita. 

3.4. 5. Obtención y preparación de la suspensión de la cáscara de 

limón 

Los limones fueron lavados y se separó la cáscara, descartando el 

contenido del fruto. Las cáscaras del limón se colocaron sobre una fuente 

de vidrio, Pyrex, la cual se llevó a una estufa a temperatura de 40º C por 

72 horas. Luego las cáscaras secas se pulverizaron en molino de cuchillas 

en el Laboratorio de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y 

Bioquímica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.  

El pulverizado fue cernido y se obtuvo un polvo fino. El polvo fino de 

cáscara de limón se suspendió en una solución de fécula de maíz 

(almidón) al 1%. Esto fue preparado al momento de la administración, 

siendo utilizado como vehículo para las dosis de 100 mg/kg y 400 mg/kg. 
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3.4. 6. Acondicionamiento de la unidad de análisis 

Se utilizaron 35 ratones albinos, machos, adultos, con un peso 

aproximado de 32 ± 5 gramos. Los ratones fueron colocados en jaulas 

individuales, en un ambiente 22°C de temperatura, con ciclos alternados 

de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Tuvieron siete días de 

aclimatación antes de iniciar propiamente la intervención. Todos los 

grupos recibieron la misma dieta balanceada (dieta normocalórica y 

normoproteica), adquirida de la Universidad Nacional Agraria de La Molina 

y agua ad libitum. 

3.4. 7. Inducción a la hepatoxicidad 

Se aplicó el método empleado por Sandoval (2008)45, los animales fueron 

distribuidos de forma aleatoria en cinco grupos (n=7) recibiendo durante 

la intervención alimentación balanceada.  

El etanol fue preparado a una concentración del 5% v/v y en solución 

glucosada al 5%, colocado en los bebederos para consumo ad libitum en 

los grupos II al V. El grupo I recibió solamente solución glucosada 5% en 

bebedero. Todos los grupos recibieron el tratamiento respectivo por 5 

días. Los grupos recibieron el siguiente tratamiento vía per oral (cuadro 

1). 

 
Tabla 1: Distribución y tratamiento para evaluar la protección 

hepática 
 

 

 

 

 

 

 

Concluido el tratamiento se les mantuvo en ayuno de 12 horas, luego 

fueron anestesiados con pentobarbital sódico (26 mg/kg) e 

inmediatamente se realizó una laparotomía. Se localizó el ligamento 

Grupo 
Tratamiento 

Día 1-5 

I Solución de almidón al 1%, 10 mL/kg (vía peroral) 

II Solución de almidón al 1%, 10 mL/kg (vía peroral) 

III Silimarina 100mg/kg en solución de almidón al 1% 

IV Cáscara de limón 100mg/kg en solución de almidón al 1% 

V Cáscara de limón 400mg/kg en solución de almidón al 1% 
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redondo mayor del hígado y se extrajo el hígado, cortando los ligamentos 

y adherencias secundarias.  

El hígado fue lavado en solución fisiológica (NaCl 0,9%) y luego fue 

secado con papel absorbente. Posteriormente, se pesó todo el órgano en 

una balanza analítica. El lóbulo mayor se seccionó en dos porciones de 

0,25 g cada uno, uno de ellos fue conservado en formol al 10% en NaCl 

0,9% para el estudio histológico y la otra porción conservado a 4ºC para 

la preparación del homogenizado. 

3.4. 8. Procesamiento de las muestras biológicas 

 Índice hepático 

Se determinó el índice hepático mediante la relación del peso del 

hígado afectado y el peso del ratón. Se expresó como porcentaje de 

tejido con la siguiente fórmula:  Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 ℎ𝑒𝑝á𝑡𝑖𝑐𝑜 = 𝑊 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜𝑊 𝑎𝑛𝑖𝑚𝑎𝑙  × 100 

 Estudio histológico 

Las muestras fueron procesadas en el Instituto de Patología de la 

Universidad Nacional Mayor de San Marcos para su tinción con 

hematoxilina-eosina. Las láminas fueron leídas por el patólogo Dr. 

Ernesto Raez. 

 Preparación del homogenizado 

Para la preparación del homogenizado se pesó aproximadamente 0,25 

g del lóbulo mayor del hígado y se homogenizó con EDTA (ácido 

etilendiaminotetraacético) 0,02 mmol/L hasta un volumen final de 3 mL, 

todo el procedimiento se llevó a cabo sobre planchas de gel helado con 

una temperatura aproximada de 4ºC. 

 Determinación de lipoperoxidación  

Se empleó el método de Buege y Ust (1978) y modificado por Suárez 

(1995). 

Fundamento: El malondialdehído y otros dialdehídos se forman por el 

ataque de radicales libres sobre los ácidos grasos poliinsaturados de 

las membranas celulares. En condiciones ácidas y temperaturas altas 
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estas especies de dialdehídos reaccionan con el ácido 2-tiobarbitúrico 

(TBA). 

La reacción de dos moles de ácido 2-tiobarbitúrico con una mol de 

dialdehído (malondialdehído) da un color rosado con una absorción 

máxima a los 532-535 nm. 

 

 

Protocolo: Se tomó 0,3 mL de homogenizado y se agregó 0,6 mL de 

ácido tricloroacético al 20%. Luego se llevó a baño María hirviendo por 

10 minutos, concluido el tiempo se enfrió y se agregó 0,9 mL de ácido 

2-tiobarbitúrico al 0,67 en HCl 0,25 N y se volvió a llevar a baño María 

hirviente por 20 minutos.  

Concluido este tiempo se centrifugó a 4 000 RPM por 15 minutos y se 

efectuó la lectura a 535 nm por espectrofotómetro. 

Los cálculos de concentración de especies reactivas del ácido 2-

tiobarbitúrico se determinaron mediante la fórmula: 

 

 

 

 

 

 

 

VRx: volumen de la reacción 1,8 mL 
ɛ: Coeficiente de extinción molar 1,56x105 M-1cm-1 
V: volumen del homogenizado para reacción 0,3 mL 
l: longitud de la cubeta 1 cm 
VH: Volumen del homogenizado 5 mL 
W: peso del tejido para el homogenizado, aproximadamente 0,5 g 
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También se expresa en porcentaje de incremento mediante: 

 % 𝐼𝑛𝑐𝑟𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 = 𝐺𝑟𝑢𝑝𝑜 𝑇𝑇𝑂 − 𝐺𝑟𝑢𝑝𝑜 𝐼𝐼𝐺𝑟𝑢𝑝𝑜 𝐼𝐼 ∗ 100 

 Determinación del glutatión (GSH):  

Se empleó el método de Sedlak y Lindsay (1968). 

Fundamento: Para la determinación del GSH se utilizó el DTNB 

[reactivo de Ellman (ácido 5,5'-ditio-bis- [2-nitrobenzoico]], los cuales 

reaccionan dando una coloración amarilla. Para eliminar los grupos 

sulfhidrilos presente en las glicoproteínas, se utilizó ácido 

tricloroacético al 50% y para evitar la activación de las metaloproteasas 

se empleó el EDTA 0,02 mmol/L, que es un quelante de cationes 

divalentes (Ca+2, Zn+2, Mg+2), los cuales son activadores de las 

enzimas. 

Protocolo: Se tomó 1 mL del homogenizado anteriormente preparado 

y se agregó 0,8 mL de agua destilada y 0,4 mL de ácido tricloroacético 

50%.  

Se agitó intermitentemente por 5 minutos y luego se centrifugó a 4500 

RPM por un lapso de 15 minutos.    

Del sobrenadante se cogió 0,5 mL y se adicionó 2 mL de buffer Tris 0,4 

mol/L a pH 8,9 y 0,025 mL de DTNB a 0,01 mol/L, se agitó para mezclar. 

Las lecturas fueron realizadas a una longitud de onda de 412 nm en un 

espectrofotómetro. 

Se preparó una curva de calibración de glutatión, con las siguientes 

concentraciones 3,125; 6,25; 12,5; 25 y 50 µmol GS-NP/mL/g de tejido. 

3.5.  Análisis estadístico 

Los datos fueron ordenados y analizados aplicándose los estadísticos 

descriptivos como la media o promedio aritmético, la desviación estándar 

y la variación porcentual. Se aplicó la prueba de normalidad Shapiro-Wilk. 

Para las pruebas paramétricas se utilizó el Análisis de Varianza (ANOVA), 

para las no paramétricas se utilizó el Test de Kruskall-Wallis. La prueba 

pos hoc utilizada para el ANOVA es la prueba de Tukey y para Kruskall-

Wallis fue la prueba U de Mann Whitney.  
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3.6.  Aspecto ético 

El tratamiento que se les dio a los animales de experimentación fue 

provocando el mínimo dolor posible tanto en la aplicación de los 

medicamentos como en el método utilizado en la extracción del hígado 

para estudio y posterior sacrificio.45 Todas estas medidas son tomando en 

cuenta en el marco de la Ley de Protección y Bienestar Animal emitida el 

8 de enero de 2016.46 

 

 

  



Efecto protector de la ingesta de cáscara del Citrus aurantifolia (limón) frente al daño hepático inducido 
por etanol en ratones 

 

19 

 
Cesar Adolfo Flores Valle 

 

IV. RESULTADOS 

4.1.  Del análisis estadístico 

El indicador glutatión no posee distribución normal (no paramétrica), por 

el cual se utilizó para el análisis el Test de Kruskall-Wallis y luego la U de 

Mann Whitney. 

El indicado lipoperoxidación e índice hepático tuvieron una distribución 

normal (paramétrica), ´por lo cual se utilizó ANOVA y posteriormente la 

prueba Tukey. 

4.2.  Niveles de lipoperoxidación en tejido hepático 

El consumo de etanol al 5% del grupo II presentó mayor nivel de 

lipoperoxidación expresado en TBARS respecto al grupo I, de manera 

significativa (p<0,05). 

El tratamiento con silimarina más etanol al 5% presentó menor nivel de 

lipoperoxidación de manera no significativa comparado con el grupo II. 

La administración de cáscara de limón a dosis de 100 mg/kg y 400 mg/kg 

en los grupos IV y V, más etanol presentó, significativamente (p<0,01), 

mayor nivel de lipoperoxidación respecto al grupo II. 

Tabla 2: Nivel de lipoperoxidación en homogenizado de hígado de 

ratones según grupo de tratamiento 

Media ± DE (n=7) 
*ANOVA 
(a) p<0,05 comparado con el grupo II 
(b) p<0,01 comparado con el grupo II 
**Comparado con el grupo II 

 
 

Grupo de 
tratamiento 

Lipoperoxidación* nmol/g % de inhibición** 

Grupo I 13,5 ± 1,5 (a) - 

Grupo II 19,8 ± 2,0 - 

Grupo III 15,7 ± 5,2 20,7% 

Grupo IV 27,0 ± 5,4 (b) -36,4% 

Grupo V 30,8 ± 3,0 (b) -55,6% 
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4.3.  Niveles de glutatión en tejido hepático 

El grupo II tras el consumo de etanol al 5% presentó menor nivel de 

glutatión respecto al grupo I, de manera significativa (p<0,05). 

El tratamiento con silimarina más etanol al 5% produjo un mayor nivel, 

significativo (p<0,01), de glutatión respecto al grupo II. 

La administración de los tratamientos a 100 mg/kg y 400 mg/kg tuvo como 

resultados un mayor nivel, significativamente (p<0,01), de glutatión 

respecto al grupo II. 

No hubo diferencias significativas entre los niveles de glutatión entre los 

grupos III, IV y V, siendo el grupo V el de más concentración. 

Tabla 3: Niveles de glutatión en homogenizado de hígado de 
ratones según grupo de tratamiento 

 

Grupo de tratamiento 
Glutatión* 
102 µg/g 

% de incremento** 

Grupo I 48,9 ± 3,1 (a) - 

Grupo II 25,1 ± 2,9 - 

Grupo III 42,7 ± 8,3 (b) 70,1% 

Grupo IV 42,2 ± 8,1 (b) 68,2% 

Grupo V 44,5 ± 3,3 (b) 77,3% 

Mediana ± DE (n=7) 
*Kruskall-Wallis 
(a) p<0,05 comparado con el grupo II 
(b) p<0,01 comparado con el grupo II 
**Comparado con el grupo II 

4.4.  Índice hepático 

El consumo de etanol al 5% por parte del grupo II aumentó el tamaño del 

hígado, expresado en el índice hepático, respecto al grupo I, sin llegar a 

ser significativo. 

La administración de silimarina más etanol disminuyó el índice hepático 

respecto al grupo II, sin ser significativa. 

La administración de la cáscara a dosis de 100 mg/kg y 400 mg/kg, grupos 

IV y V, respectivamente, presentó menor tamaño hepático respecto a los 

grupos I y II, sin ser significativa. 
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Tabla 4: Promedio y desviación estándar del índice de crecimiento 

del tejido hepático 

 

 

 

 

 

 

 

Media ± DE (n=7) 
*ANOVA 
**Comparado con el grupo II 

4.5.  Histológico 

Grupo I: En este grupo se observó una estructura moderadamente 

alterada, los vasos sanguíneos con apariencia normal, conductos biliares 

semiobstruídos y algunos hepatocitos con núcleos pulverulentos, no 

presenta vacuolas. Diagnóstico final de hepatitis tóxica leve. 

Grupo II: Se presentó estructura alterada con congestión de espacios 

intersticiales con glóbulos rojos, conductos biliares casi obstruidos, 

destrucción de membrana de espacio de Disse. Presentaban núcleos 

picnóticos y coagulados, así como vacuolas. El diagnóstico final fue 

hepatitis toxica severa. 

Grupo III: Estructura conservada. Se apreció el núcleo, la integridad de las 

membranas del espacio de Disse, así como los canalículos biliares. No 

presentó vacuolas. Con diagnóstico final de hepatitis tóxica leve. 

Grupo IV: Se evidenció una estructura muy dañada, en algunos casos con 

necrosis grasa con varias vacuolas. Canalículos biliares ocupados y 

desordenados. Ausencia de membranas del espacio de Disse. Alrededor 

de vena centrolobulillar presenta espacios en blanco. Con diagnóstico final 

de hígado graso. 

Grupo V: Se evidenció vena centrolobulillar con estasis. Desorden 

marcado en su estructura, mayor tamaño de vacuolas (a gota gruesa), 

conductos biliares alterados, hepatocitos con núcleos pulverulentos, 

Grupos 
Índice hepático* 

% 
% de inhibición** 

Grupo I 6,2 ± 0,6 - 

Grupo II 6,6 ± 0,4 - 

Grupo III 5,7 ± 0,9 13,4% 

Grupo IV 5,9 ± 0,6 10,8% 

Grupo V 5,6 ± 0,7 15,1% 
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ausencia de membrana de los espacios de Disse. Con diagnóstico final de 

hígado graso.  

 

 

 

 

 

 

  

Gráfico 4: Grupo IV: (a) destrucción 

membrana de espacio de Disse. (b) 

presencia de vacuolas. Hígado graso. 

Gráfico 1: Grupo I: (a) vasos sanguíneos 

conservados. (b) conductos biliares 

semiobstruidos. Hepatitis tóxica leve. 

Gráfico 5: Grupo V: (a) vena 

centrolobulillar con estasis. (b) ausencia de 

membrana de espacio de Disse. (c) núcleos 

coagulados. (d) presencia de vacuolas. 

Hígado graso. 

Gráfico 3: Grupo III: (a) mantenimiento de 

membranas de Disse. (b) integridad del 

núcleo. Hepatitis tóxica leve. 

Gráfico 2: Grupo II: (a) gran número de 

vacuolas. (b) destrucción de la membrana 

de Disse. (c) núcleos coagulados. Hepatitis 

tóxica severa. 

(a) 

(a) 

(a) 

(a) 
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V. DISCUSIÓN 

El presente trabajo tiene como una de sus finalidades aportar, con base 

científica, acerca del uso de un producto que usualmente es desecho en muchos 

hogares, la cáscara de limón. Este estudio realizado en animales de 

experimentación nos brinda información respecto al efecto protector sobre el 

tejido hepático frente a la toxicidad de la ingesta frente al etanol al 5%. 

El consumo crónico de etanol es una de las principales causas de enfermedad 

hepática crónica en los países desarrollados y se está convirtiendo en la principal 

causa de esta enfermedad en los países en desarrollo.48 

A pesar de la necesidad mundial de agente protector del hígado contra el etanol, 

aún no existen medicamentos para satisfacer nuestras expectativas. En 

consecuencia, se han buscado diversos productos de origen natural con 

actividades hepatoprotectoras,49 es por ello que el interés por la medicina 

alternativa se ha incrementado de manera significativa, la etnobotánica ha 

aportado conocimientos empíricos acerca del tratamiento de diversas dolencias 

y enfermedades,50 sobre todo en aquellos pacientes que padecen enfermedades 

crónicas en donde la eficiencia de la medicina convencional llega a su límite.51  

En nuestro estudio se observó que el grupo que recibió etanol (grupo II) presentó 

un mayor índice hepático y lipoperoxidación como también un menor nivel de 

glutatión y un diagnóstico de hepatitis tóxica severa a nivel histológico. 

Estos resultados observados en el grupo II están relacionados al efecto de la 

biotransformación del etanol, que es principalmente metabolizado por tres 

sistemas enzimáticos, la alcohol deshidrogenasa (ADH), que es una enzima 

citosólica, el citocromo P450 (CYP2E1), que participa en el sistema microsomal 

de oxidación del etanol (MEOS) y la catalasa (CAT).54,59  

La principal vía de metabolización del etanol está a cargo de la ADH que produce 

acetaldehído a nivel del hígado.56 La acumulación de ésta puede formar aductos 

con residuos reactivos de las proteínas o moléculas pequeñas, por ejemplo, 

cisteínas.55,58 El acetaldehído posteriormente se metaboliza en acetato a través 
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de la enzima mitocondrial acetaldehído deshidrogenasa (ALDH),55 que emplea 

NAD+ generando NADH+ + H+, acumulando esta especie reducida.54, 57 

Esta relación alterada de NAD/NADH tiene profundos efectos en el metabolismo 

de los carbohidratos, causando la inhibición del ciclo de Krebs, la cual hace que 

se desvíe acetil CoA hacia la síntesis de ácidos grasos consumiendo oxalacetato 

y como consecuencia se altera la neoglucogénesis,59,60 también provoca la 

inhibición de la β-oxidación, contribuyendo a la patogénesis del hígado graso, 

que es la etapa inicial de las enfermedades hepáticas alcohólicas60 todos estos 

eventos guardan relación con lo encontrado a nivel histológico y con el 

incremento del índice hepático. 

Además de su acción sobre la síntesis y oxidación de ácidos grasos, el etanol 

también altera el metabolismo de las gotas lipídicas y la secreción de 

lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) del hígado,55 ya que inhibe la síntesis 

de fosfatidilcolina.  

El etanol incrementa la ceramida la cual activa a la proteína fosfatasa 2A (PP2A) 

y la SREBP-1 (proteína de unión al elemento regulador de esterol 1) y ésta inhibe 

el AMPK (proteína quinasa activada por AMP) y el PPAR-α (receptor α activado 

por proliferador de peroxisoma),48, 55, 58, 59, 60 que a su vez estimula la síntesis de 

ácidos grasos. Este alcohol también disminuye la adiponectina, la cual es 

responsable de la oxidación de los ácidos grasos y de un aumento de los niveles 

de TNF-alfa en el hígado.55 Estas alteraciones bioquímicas guardan relación con 

lo encontrado a nivel histológico en nuestro estudio. 

También se ha observado que la ingesta de etanol disminuye la barrera 

intestinal, lo que conduce a un aumento de su permeabilidad y la posterior 

presencia de lipopolisacárido derivado de las bacterias del intestino (LPS) en la 

sangre portal, que activa TLR4, receptor Toll like (TLR), que están implicados en 

el reconocimiento de ligandos endógenos relacionados con la respuesta 

inflamatoria,62 en las células de Kupffer conduciendo a la producción de citocinas 

pro-inflamatorias (TNF-alfa, IL-6) 59, 63 y especies reactivas de oxígeno y 

nitrógeno (ROS/RNS),48,59 que inducen a lesión hepática, jugando un papel 

significativo en el daño hepatocelular.48, 59, 65 
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El CYP2E1, una de las enzimas del MEOS, produce especies reactivas de 

oxígeno (ROS).58,59, 64 Esta enzima está ligeramente acoplada con citocromo 

reductasa; por lo tanto, puede filtrarse electrones al oxígeno para formar O2- y 

catalizar la peroxidación lipídica.58, 72 Por lo tanto, aunque O2- no es un potente 

pro-oxidante per se, parece ser un iniciador clave del estrés oxidativo durante la 

exposición al alcohol,58 esto puede relacionarse con los resultados hallados en 

la lipoperoxidación del grupo II.  

El glutatión reducido (GSH) es una molécula que se encuentra en el citoplasma 

de todas las células, especialmente en el hígado en donde se hallan las mayores 

concentraciones teniendo como funciones la detoxificación de xenobióticos, 

mantenimiento del balance redox intracelular, función antioxidante, transporte y 

almacenamiento de cisteína y regulación del crecimiento y la muerte 

celular.54,71,72 

El acetaldehído promueve una mayor utilización/rotación de la GSH 

mitocondrial59 y reduce significativamente las reservas de GSH,58 que parece 

desempeñar un papel importante en la lesión hepática inducida por el alcohol, la 

formación aumentada de especies reactivas de oxígeno/especies reactivas de 

nitrógeno (ROS/RNS) y disminución de los niveles de defensas antioxidantes,59 

como el tocoferol y el ácido ascórbico, contribuyendo así al estrés 

oxidativo.48,65,68 Todo esto puede explicar los resultados observados en el grupo 

II de nuestro estudio respecto a los niveles bajos de glutatión.  

El consumo de etanol produce predominantemente una disminución en el nivel 

S-adenosilmetionina (SAMe) en los hepatocitos y el aumento de dos metabolitos 

tóxicos, homocisteína y S-adenosilhomocisteína (SAH). Además, el alcohol 

provoca un cambio en la expresión genética de metionina adenosiltransferasa 

(MAT), MAT1A a MAT2A, que se correlaciona con los niveles de SAMe, GCLC, 

GST y GPx disminuido, el cual con la hiperhomocisteinemia inducida por el 

etanol y el estrés de retículo endoplasmático se asocian con una disminución de 

la defensa antioxidante, la fibrogénesis, la inducción de TNF- α y el aumento de 

roturas de la cadena de ADN, todos lo mencionado conduce a la lesión 

hepática,60 como lo encontrado en el grupo II a nivel histológico. 
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El alcohol causa un estado hipermetabólico agudo en el hígado, lo que resulta 

en una tasa de consumo de oxígeno duplicada, aumentando el gradiente 

intralobular de oxígeno en el hígado con posterior hipoxia pericentral. Posterior 

a la disminución de los niveles de alcohol, la reoxigenación aumenta la 

producción pro-oxidante a través de la hipoxia/reoxigenación. Esto con la 

disminución de las defensas causado por la hipoxia puede aumentar el estrés 

oxidativo observado en el hígado después de la exposición al etanol,58 

mecanismo que podría explicar el estado de la lipoperoxidación en el grupo II. 

A nivel histológico en nuestro estudio se reporta que los ratones que solamente 

recibieron el tratamiento con etanol mostraron mayor daño celular que el grupo 

sano, congestión de vena centrolobulillar por glóbulos rojos, núcleos picnóticos 

y pulverulentos, una alteración de la estructura con congestión de espacios 

intersticiales, estos resultados concuerdan con los estudios histológicos 

realizados por Mani et al 2016, en cuyo experimento con etanol en ratas se 

observó aumento del peso del hígado comparado con el grupo control. Además, 

el hígado de rata alimentado con etanol muestra infiltración con células 

inflamatorias, cambios micro y macro vesiculares grasos y tríada portal 

erosionada. Vogt 2007 demostró que la administración de etanol depletaba hasta 

más de un 50% las concentraciones de glutatión en células hepáticas. 69,74 

Estos resultados son similares a los encontrados por Sandoval et al. 2008 45 en 

los que el grupo de ratones de consumo de etanol al 5% tuvo incrementos 

(+58,25%) significativos (p=0,0021) en el índice hepático a las 72 horas, siendo 

el mayor. Torres 2016 reportó que los ratones que recibieron etanol al 5% 

tuvieron un incremento de la masa de tejido hepático comparado con el grupo 

control de referencia,52 estos resultados son consistentes a los hallados por Lipe 

2016 en el que hubo un incremento del 34%, comparado con el basal.53 

Con respecto al tratamiento con silimarina + etanol (grupo III) se observó un 

menor índice hepático, así como de la peroxidación lipídica, un aumento de los 

niveles de glutatión (GSH) y el diagnóstico histológico de hepatitis tóxica leve. 

La silimarina es un extracto de las semillas y fruto de la planta de Cardo mariano 

o Silybum marianum, y contiene 7 flavonolignanos (silibina A, silibina B, isosilina 
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A, isosilina B, silristina, isosililristina y silidianina) y el flavonoide taxifolina; el cual 

ha sido utilizada en padecimientos hepáticos por su efecto regenerador celular, 

inhibidor de leucotrienos y efecto antioxidante.70,73, 

La actividad hepatoprotectora y antioxidante inherente de la silimarina es 

causada por la inhibición de las ciclooxigenasas, los leucotrienos y la producción 

de radicales libres de las células de Kupffer en ratones, así como por su 

naturaleza fenólica, es capaz de donar electrones para estabilizar radicales 

libres de las especies reactivas de oxígeno (ROS).  También previene la 

lipoperoxidación de las membranas mejorando la generación de glutatión 

hepático, al elevar la disponibilidad de cisteína e inducir la síntesis de la misma, 

al tiempo que inhibe su catabolismo a taurina. 76 

Los datos obtenidos son similares a los observados por Sandoval et al. 2008 en 

donde la lipoperoxidación en los grupos que recibieron silimarina fue 

significativamente menor comparado con el grupo que solo recibió etanol, pero 

no significativamente menor al grupo silimarina + etanol. Los resultados 

obtenidos por Torres 2016 y Lipe 2016 en los grupos que recibieron solo 

silimarina tuvieron un incremento de la lipoperoxidación en contraste con 

Sandoval y nuestros datos obtenidos. 45,52,53 

En un estudio in vitro Brandon-Warner et al. 2010, con un componente de la 

silimarina, silibinina, en células de carcinoma hepatocelular (HCC) se observó 

inhibición significativa de los niveles de malondialdehído (MDA), demostrando 

ser eficaz contra el aumento de la lipoperoxidación, en las células tratadas con 

etanol,76 similar a lo obtenido en el grupo III. 

Con respecto a los grupos (IV y V) que ingirieron la cáscara de Citrus aurantifolia 

(limón) en dosis de100 mg/kg y 400 mg/kg, respectivamente, con etanol, se 

observó un incremento de tejido hepático, un aumento de los niveles de TBARS, 

GSH y un diagnóstico histológico de hígado graso en ambos grupos. 

En base al análisis por cromatografía líquida de alta resolución, los flavonoides 

más abundantes encontrados en extractos de Citrus aurantifolia fueron 

apigenina, rutina, quercetina, kaempferol y nobiletin.85 Los principales 

componentes del aceite esencial de limón, extraído por hidrodestilación, 
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demostraron ser β-pineno (12.6%), limoneno (53.8%), γ-terpineno (16.5%), 

terpinoleno (0.6%), α-terpineol (0.4%) y citral (2.5%).83 

Los compuestos activos a partir del extracto de hexano de las cáscaras de frutas 

de Citrus aurantiifolia se fraccionó por cromatografía en columna y se obtuvo 5-

geraniloxipsoraleno; 5-geraniloxi-7-metoxicumarina; 5,7-dimetoxicumarina; 5-

metoxipsoraleno; y 5,8-dimetoxipsoraleno. Posteriormente por cromatografía de 

gases-espectrometría de masas del extracto del hexano permitió identificar estos 

principales componentes más 5,7-dimetoxicumarina (15.79%), 3-metil-1,2-

ciclopentanodiona (8.27%), 1-metoxi-ciclohexeno (8.0%), corylone (6.93%), 

ácido palmítico (6.89%), 5,8-dimetoxipsoraleno (6.08%), a-terpineol (5.97%) y 

umbelliferona (4.36%).84,85 

Dong et al. observaron que el tratamiento con quercetina disminuyó los niveles 

de quimiocina y de malondialdehído, producto final de la peroxidación lipídica, y 

aumentó la actividad de la superóxido dismutasa (SOD) en tejido cerebral de 

rata.74 Vidhya 2009 tuvo resultados similares, además de la elevación de 

glutatión de manera significativa.87 

Dhanya R et al. reportaron activación de la síntesis de glutatión y limitación de la 

peroxidación lipídica (malondialdehído) en células musculares L6. Los resultados 

demuestran que la naringina contribuyó a la prevención del daño oxidativo.88 

Similares resultados fueron obtenidos en nuestros grupos experimentales con 

respecto al glutatión, sin embargo, no fue así con la lipoperoxidación. 

Un estudio realizado por Wha et al 2017 (in vitro) demostró mantenimiento de la 

glutatión peroxidasa (Gpx), glutatión reductasa (GR) y elevación el nivel de GSH 

reducido de parte de los flavonoides (quercetina 3-O-éter metílico, (+)-taxifolina, 

la isorhamnetina 3-O-β-D-glucósido y la narcisina) de la Opuntia ficus-indica.49 

Similar a los resultados obtenidos en nuestro estudio con el GSH. 

Van Acker 1996 concluye que los bajos potenciales de oxidación (EP/2) y la 

actividad de quelación de hierro tiene un comportamiento inhibitorio de la 

lipoperoxidación.89 
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Tras la administración por vía oral de rutina y quercetina (10 y 20 mg/kg) durante 

cinco días consecutivos se observó una disminución significativa en el daño del 

ADN en el tiempo posterior a la irradiación gamma en comparación con el grupo 

de irradiación sola.90 En nuestra experimentación se tuvieron resultados 

similares con respecto al GSH y lipoperoxidación. Este efecto puede ser debido, 

como señala el autor, a la acción antioxidante de los flavonoides presentes en la 

muestra. 

Choi et al en un estudio en rata señalaron que la concentración del GSH y la 

actividad del GR disminuyeron en el grupo que recibió vitamina E y quercetina 

comparado con el que no recibió este flavonoide. Lo que sugiere que este 

flavonoide puede actuar como prooxidante en el hígado de manera 

significativa.91 

En un estudio in vitro Chobot et al 2013 demostraron la capacidad prooxidante 

de la quercetina en la mayoría de concentraciones probadas mientras que la 

rutina se mantuvo como antioxidante.92 

Escamilla 2009 mencionó que los flavonoides por los EP/2 presentados pueden 

reducir el Fe+3 y Cu+2 para sufrir una autooxidación del radical aroxilo generando 

O-2 que posteriormente genera el radical hidroxilo, lo que guarda relación con lo 

encontrado en nuestro estudio.93 Pérez 2003, Martínez-Flórez 2002, Da Silva 

2002 concuerdan con lo mencionado; asimismo Sahu 1996 demostró en hígados 

de rata el deterioro de la defensa antioxidante es dependiente de la dosis de los 

flavonoides.94,95,96,97 

En otro estudio Wha et al 2015 en hepatocitos de ratas Sprague Dawley 

demostraron la capacidad antioxidante (GSH, GR y Gpx) de los flavonoides, 

quercitrina y tamarixetina 3-O-ramnopiranósido, encontrados en la Firmiana 

simplex,98 cuyos resultados fueron similares a los hallados en nuestro estudio 

con respecto al GSH, donde también presentó incremento. 

Dong et al. 2014 observaron que el tratamiento con quercetina disminuyó los 

signos histológicos de inflamación aguda en los animales tratados de una 

manera dependiente de la dosis, suprimiendo el reclutamiento de leucocitos. 74  
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VI. CONCLUSIONES 

• La ingesta de la cáscara de Citrus aurantifolia (limón) en ambas dosis 

presentó efecto protector en el marcador glutatión, concentración 

significativamente mayor en tejido hepático; en el marcador de 

lipoperoxidación presentación mayor concentración en el tejido hepático de 

manera significativa, no presentando efecto protector.  

• La ingesta de la cáscara de Citrus aurantifolia (limón) en ambas dosis 

presentó menor índice hepático. 

• De lo observado en el presente estudio se puede concluir que la ingesta de 

la cáscara de Citrus aurantifolia (limón) ejerce un efecto hepatoprotector, 

bajo las condiciones de trabajo, expresado en el marcador GSH e 

histológico. 

VII. RECOMENDACIONES 

• Realizar pruebas de capacidad antioxidante in vitro de la cáscara de Citrus 

aurantifolia (limón). 

• Se recomienda realizar la cuantificación de la actividad enzimática de SOD, 

CAT, GPx, GSSG. 
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IX. ANEXOS 

9.1.  Distribución de los grupos y tratamiento 
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9.2.  Esquema de la metodología 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


