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Resumen

En el presente estudio, se evalud in vitro el efecto irritante del gel elaborado con el extracto acuoso
del mesocarpio de Hylocereus megalanthus (Cactaceae) “pitahaya”, empleando el método de HET-
CAM para demostrar seguridad y eficacia de la formulacion. La “pitahaya” fue recolectada en la
provincia de Huaral, departamento de Lima, en el sector denominado Virgen de la Esperanza, a una
altitud de 190 m s.n.m. El gel fue preparado a base de carbopol, trietanolamina y agua desionizada;
su preparacion tuvo lugar en el Laboratorio de Industria Farmacéutica de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega. Para la elaboracion del
extracto acuoso, se utilizaron 300 g de mesocarpio de Hylocereus megalanthus “pitahaya” por litro de
agua, concentrandose el solvente con ayuda del rotavapor. Las concentraciones de gel preparado
con el extracto acuoso fueron del 0.5 % y 1 % y se emplearon NaOH 0.IN y LSS como control
positivo. El estudio fitoquimico determiné la presencia de alcaloides, saponinas, flavonoides,
quinonas, glucosidos, terpenoides y fenoles. Las formulaciones farmacéuticas elaboradas con el gel
mantuvieron intacta la membrana corioalantoidea sin provocar efecto irritante; el control a base de
hidréxido de sodio y lauril sulfato de sodio (LSS) result6 ser irritante moderado y severo. Segtun
el método de HET-CAM, el indice de irritacién obtenido para todas las formulaciones de extracto
acuoso del mesocarpio de Hylocereus megalanthus “pitahaya” permitieron clasificar al producto
como no irritante. Se espera utilizar la formulacién en ensayos de fase I.
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Abstract

In this study, we evaluated in vitro the irritant effect of the gel made with aqueous extract
of mesocarp of Hylocereus megalanthus (Cactaceae) “pitahaya” using the HET-CAM method to
demonstrate the safety and efficacy of the formulation. The pitahaya fruits were collected in the
province of Huaral, department of Lima, in the area called Virgen de la Esperanza, at an altitude of
190 meters above sea level. The gel was prepared based on carbopol, triethanolamine and deionized
water; its preparation took place in the Pharmaceutical Industry Laboratory of the Faculty of
Pharmaceutical Sciences and Biochemistry of the Inca Garcilaso de la Vega University. For the
elaboration of the aqueous extract, we used 300 g of mesocarp of Hylocereus megalanthus “pitahaya”
per liter of water, concentrating the solvent with the help of a rotavap. The gel concentrations
prepared with the aqueous extract were 0.5 % and 1 %, and NaOH 0.1N and SLS were used as
a positive control. The phytochemical study determined the presence of alkaloids, saponins,
flavonoids, quinones, glycosides, terpenoids and phenols. The pharmaceutical formulations made
with the gel kept the chorioallantoic membrane intact without causing an irritant effect; the control
based on sodium hydroxide and sodium lauryl sulfate (SLS) turned out to be moderate and severe
irritant. According to the HET-CAM method, the irritation index obtained for all aqueous extract
formulations of the mesocarp of Hylocereus megalanthus “pitahaya” allowed classifying the product
as nonirritating. The formulation is expected to be used in phase I tests.

Keywords: irritating effect, pitahaya extract, gel, mesocarp, chorioallantoic membrane.
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Introduccion domesticados forma parte de la primera
eleccion para el tratamiento de muchas
enfermedades (Cérdova, 2009). El mercado
mundial de medicinas herbales (extractos y

El Pert tiene una vasta historia de
medicina natural y alternativa en la
cual el empleo de productos naturales
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fitoterapéuticos) esaproximadamente de 14
billones de doélares anuales, es importante
resaltar que si bien se estima que 10,000
plantas son utilizadas medicinalmente,
llega a
convertirse en medicamento (Rugeles,
2012). Cada dia la industria farmacéutica
estd a la busqueda de productos naturales
con potenciales terapéuticos a esto se
suma la industria cosmética, que busca
novedosas alternativas para la elaboracién

solo un pequefio numero

de sus productos. El desarrollo de drogas
innovadoras permite la obtencion de
nuevos medicamentos para asi prevenir y
tratar mejor las enfermedades, ello mejora
la calidad de vida y la hace mas productiva;
por tanto, la misién de la investigacién
farmacéutica es desarrollar drogas seguras
y eficaces (Bayona & Fajardo, 2012). Asi
como, estd a la busqueda de nuevos
componentes  bioactivos,
industria farmacéutica y cosmética, estd a
la busqueda de alternativa novedosas que

también la

puedan reemplazar a las ya existentes y
que propongan una mejora en las técnicas 'y
costos analiticos Los laboratorios evaltian la
irritabilidad ocular in vivo segtin el método
de Draize y esta requiere de la aplicacién
de las sustancias bioactivas de ensayo en la
conjuntiva del animal de experimentacién
(“conejos”), sometiéndolo en muchos casos
al dolor, ulceracién y hasta necrosis de las
estructuras oculares (Gonzélez et al., 2006).
Hoy la bisqueda de métodos alternativos
in vitro para evitar el dafio y exposicién
a animales es una gran urgencia por la
comunidad cientifica y con el fin de calmar
los reclamos de un sector de la poblacién es
que pruebas como HET-CAM debe ser mas
empleada ya que ademds cumplen con la
implementacién de las tres “erres” (RRR)
de Rusell y Burch: reduccién, refinamiento
y reemplazo (Bruner & Shadduck, 1991).

La Facultad de Ciencias Farmacéuticas
y Bioquimica de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega es una institucién
dedicada a la innovacién cientifica y
tecnolégica, donde se aplican métodos
alternativos como el HET-CAM o ensayo
de membrana corioalantoidea del huevo
de “gallina” (hen’s egg test chorioallantoic
membrane) en los bioensayos de actividad
irritante, u otros métodos alternativos
(Wilson & Steck, 2000).0s investigadores
(Wilson & Steck, 2000).

Material y métodos

Hylocereus  megalanthus  (Cactaceae)
“pitahaya” fue recolectada en la provincia
Huaral, departamento Lima, en el sector
denominado Virgen de la Esperanza, a una
altitud de 190 msnm. Para la recoleccién de
los frutos se consider6 su aspecto externo.
Los frutos fueron acondicionados en cajas
de tecnopor concompresas de gel friomarca
Thera Med y transportados a Lima donde
en el laboratorio SLOSLAO5 de FCsFB se
procedio al lavado con agua destilada y al
secado. Para separar el mesocarpo se utilizé
un cuchillo fino. El rendimiento obtenido
fue 0,987 g mesocarpio por 5 kilos de fruto.
Luego se pes6 300 g de mesocarpio y se
agreg6 en 1000 ml de agua desionizada, se
dej6 hervir por 10 minutos y se procedio
a enfriar para luego ser tamizado en un
cernidor fino (ESSALUD 2017). Se utilizé
el rotavapor para concentrar el filtrado,
se program¢ el equipo a 60°C y a 50 rpm
obteniéndose finalmente un aproximado
de 50 ml. El producto obtenido se congelo
en un frasco ambar hasta su posterior uso
(Labotec. Scientz-50N). El gel se elaboré
con la formulacién magistral a base de
Carbopol® 940 Polymer de alta viscosidad,
trietanolamina agente gelificante, acido
ascorbico como conservador y agua
desionizada (Fernandez, 2018).
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Screening fitoquimico

La clasificaciéon taxonémica del fruto
de la “pitahaya” fue efectuada en base al
sistema de clasificaciéon de Cronquist (1981).
Se realiz6 en la Universidad San Martin de
Porres porla biloga Bertha Loja. El andlisis
fitoquimico de caracterizacion se realizé en
la Universidad Inca Garcilaso de la Vega
de acuerdo al método descrito por Lock
y Dominguez (Lock, 2016; Dominguez,
1973). Se realizaron las pruebas de Molish,
Fehling, Shinoda, cloruro de hierro 1%,
Liebermann-Burchard, Mayer, Antrona,
Draguendortf, Wagner, Borntrager.

Modelo experimental

Se utilizaron huevos fértiles de Gallus
gallus  domesticus, especie resistente a
enfermedades, por la
criadera Oshin Osorio en el distrito de
Chosica, departamento de Lima. El peso
de los huevos fue de 50 y 60 g. Los huevos
fueron lavados, secados e incubados en
el laboratorio de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega utilizando una estufa
modificada a una temperatura de 37+2%°C
y, a una humedad del 65+2 %. Los huevos
fueron incubados por 10 dias (Laignier et
al., 2009). El desarrollo de la viabilidad de
la membrana corioalantoidea fue seguido
empleando un ovoscopio (Steiling, 1994).

suministrada

Los huevos seleccionados fueron
marcados, senalando la cdmara de aire con
un boligrafo, luego se expuso la membrana
corioalantoidea cortando el huevo en
forma circular y retirando la membrana
blanquecina que cubre la cascara. Una vez
retirada esta primera membrana quedé
expuesta la membrana corioalantoidea
que es transparente y con una abundante

irrigaciéon sanguinea.

Grupos experimentales
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Para determinar el indice de irritabi
lidad se formaron grupos
de 4 huevos cada grupo. Los grupos
fueron: grupo I normal (+) 0,2 ml de
suero fisiolégico, grupo II control (+)
0,2 ml de NaOH 0,IN 0,2 ml, grupo III
control (+) lauril sulfato de sodio (LSS)
1% 0,2 ml, grupo IV gel de Hylocereus
megalanthus”pitahaya” 0,5% 0,2 ml, grupo
V gel de Hylocereus megalanthus “pitahaya”
1% 0,2 ml.

aleatorios

Medicion del indice de irritabilidad

Se administr6 0,2 ml del gel elaborado
con el extracto acuoso del mesocarpio
de Hylocereus megalanthus “pitahaya” a
la membrana corioalantoidea durante
un periodo de 20 segundos. Se realiz6 la
observacion de la membrana valorando
la posible aparicién hemorragia, lisis
y coagulacién. Se anot6 el tiempo de
segundos durante un
tiempo maximo de observaciéon de 5
min. Se administraron los controles para
referenciar el resultado obtenido NaOH a
0,1 N y LSS al 1%. El indice de irritacién
ocular se calculé a partir de la siguiente
expresion (Rivera, 2017).

aparicion en

LI=(301- seg H / 300) 5 + (301-seg
L / 300) 7 + (301- seg C)/300) 9

Donde:

LI = Indice de irritacion
H = Hemorragia

L = Lisis de los vasos

C = Coagulacion

Seg = El tiempo en segundos en que
aparece cada reaccion.
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Tabla 1. Clasificacion de irritabilidad para el método de HET-CAM.

HET-CAM (Rango)

Categoria Irritante

0,0-0,9 No irritante

1,0-49 irritante leve

5,0-8,9 irritante moderado

9,0-21,0 irritante severo
Resultados

En el estudio fitoquimico preliminar
se determiné los metabolitos secundarios
presentes en el
mesocarpio de Hylocereus

extracto acuoso del
megalanthus

(Cactaceae) “pitahaya” donde se puede
apreciar compuestos como alcaloides,
saponinas, flavonoides,
glucosidos, terpenoides y fenoles.

quinonas,

Tabla 2. Screening fitoquimico preliminar extracto acuoso del mesocarpio de Hylocereus

megalanthus “pitahaya”.

Extracto acuoso del meso-
carpo de (Hylocereus me-

i\gcelt;?;gg Reactivo usado galanthus)
“pitahaya”
Dragendorff
Alcaloides Mayer +++
Wagner
Saponinas Agua destilada ++
Flavonoides Shinoda +++
Quinonas Borntrager +
Terpenos Lieberman ++
Fenoles FeCl, ++
Glucésidos Antrona +
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Tabla 3. Resultado de la prueba HET-CAM. Método observacional: Control.

Tiempo de reaccién en segundos

Control | Hemorragia Lisis | Coagulacion Clasificacién
NaOH 170 110 150 Irritante severo
LSS 301 120 250 Irritante moderado

Evaluacioén del efecto del NaOH y el LSS sobre la membrana corioalantoidea.

Tabla 4. Resultado de la prueba HET-CAM. Método observacional. Extracto acuoso del
mesocarpio de Hylocereus megalanthus (Cactaceae) “pitahaya”.

Tiempo de reaccién en segundos

Muestra Hemorragia Lisis | Coagulacién | Clasificacion
1% 299 300 300 No irritante
0.5% 300 300 300 No irritante

Evaluacién del extracto acuoso del mesocarpio de Hylocereus megalanthus “pitahaya”

sobre la membrana corioalantoidea.

Tabla 5. Resultado de la prueba HET-CAM

Método observacional. Gel elaborado con el

extracto acuoso del mesocarpio de Hylocereus megalanthus (Cactaceae) “pitahaya”.

Tiempo de reaccién en segundos

Muestra | Hemorragia Lisis Coagulacién Clasificacién
1% 300 300 300 No irritante
0.5% 300 300 300 No irritante

El indice de irritabilidad obtenido para
el gel elaborado con el extracto acuoso
del mesocarpio de Hylocereus megalanthus
“pitahaya” en ambas concentraciones,
clasifica como no irritante, el control a base
de hidréxido de sodio y lauril sulfato de
sodio, resulté ser irritante moderado y
severo.
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Discusion
Muchos pueblos del interior del Pert
utilizan en la medicina tradicional las
hojas, frutos y raices para el tratamiento de
sus enfermedades, pero muchas veces no
consideran las reacciones adversas como el
potencial irritante de estos productos.
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Los laboratorios de avanzada se
encuentran a la busqueda de nuevos
modelos  de experimental
para demostrar seguridad, eficacia y

eficiencia de los bioextractos obtenidos

caracter

que posteriormente serdn utilizados en
seres humanos, para lo cual se requiere
un numero significativo de animales de
experimentaciéon. (Vaquero & Gonzalez,
1990).

Una de las ormas para disminuir el
uso de animales de experimentacién
es el método de HET-CAM (Bruner &
Shadduck, 1991). Este procedimiento de
la membrana corioalantoidea del huevo
de “gallina” (hen’s egg test chorioallantoic
membrane, Het-Cam) para determinar la
irritacion ocular es sencillo, sensible, de
facil elaboracién y bajo costo (Rusell &
Burch, 1959).

Los resultados obtenidos en el
screening fitoquimico son similares a los
hallados por Flores & Garcia (2016) al
realizar el perfil fitoquimico y determinar
la actividad antioxidante de extractos de
Hylocereus megalanthus “pitahaya”.

Losresultados del indice deirritabilidad
son similares a los estudios realizados por
Camones (2013), quien evalu6 el efecto
irritante de formulaciones cosméticas a
base de “camu camu” y de Rivera (2017),
quien también evalué la actividad irritante
de la raiz, tallo y hojas de “cuturrumasa”
encontrando que sus concentraciones no
son irritantes.

Estos resultados son importantes para
la industria farmacéutica y la industria
cosmética porque que pueden obtener
resultados en menor tiempo con la misma
seguridad, eficiencia y eficacia que la
prueba Draize.

Conclusiones

Se detectaron por el screening
fitoquimico la presencia de compuestos
como alcaloides, saponinas, flavonoides,
quinonas, terpenos, fenoles, glucésidos
en el extracto acuoso del mesocarpio
de Hylocereus megalanthus (Cactaceae)
“pitahaya”.

El indice de irritabilidad para el gel
elaborado con el extracto acuoso del
mesocarpio de Hylocereus megalanthus
(Cactaceae) “pitahaya” a la concentracion
de 1% fue 1.I=0,0866, no irritante y el gel
elaborado con el extracto acuoso del
mesocarpio de Hylocereus megalanthus
“pitahaya” a la concentraciéon de 0,5% fue
1.I= 0,0699, no irritante.
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ANEXOS

Fig. 2. Prueba de solubilidad.

Fig. 3. Screening fitoquimico.
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Evaluacion del HET-CAM

Fig. 4. Incubacion de los huevos de gallina.

Fig. 6. Retiro de la céscara.
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Fig. 8. Retiro de la membrana interna.

Fig. 9. Control positivo NaOH. Irritante severo.
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Fig. 10. Control positivo LSS. Irritante moderado.

Muestras del gel | elaborado con el extracto acuoso del mesocarpio de
Hylocereus megalanthus (Cactaceae) “pitahaya” 1% 0,5%, no irritante

Fig. 11. Vista panoramica. No irritante.

Fig. 12. Gel elaborado con el extracto acuoso del mesocarpio de Hylocereus megalanthus
(Cactaceae) “pitahaya” 1% 0,5%, no irritante.

380 | 26 (1): Enero - Abril, 2019



