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Introduccién

1.1.-INTRODUCCION

Aunque hoy en dia la igvestigacién farmacolégica de productos
sintéticos ha desplazado casi por completo la relativa a productos naturales,
no puede dudarse de la importancia que éstos siguen teniendo en la
Terapéutica actual.

Actualmente, las opiniones sobre el uso de las plantas medicinales
estdn encontradas. Existen partidarios acérrimos de la utilidad de las plantas
medicinales, y ponen en ellas una confianza ciega, mientras que otros
consideran que el tratamiento por medio de plantas medicinales es iniitil o
perjudicial, debido a la dificil cuantificacién de las dosis de principios activos

administradas y a las impurezas que podrian tener un efecto adverso.

Las plantas nos ofrecen, efectivamente, sustancias medicamentosas de
notable} eficacia. Constituyen la base de muchos productos farmacéuticos. La
industria farmacéutica, aislando los principios activos de las plantas hasta un
elevado grado de pureza, ha obtenido farmacos de vital importancia. No hay
duda de que las plantas pueden ser firmacos éptimos; sin embargo, si se usan
de un modo erréneo, o bien en dosis exageradas, pueden resultar

perjudiciales y, a veces, mortales.

Precisamente por el peligro de una dosificacién incontrolada, la

2
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Introduccién

medicina actual rechaza la curapién por las hierbas; ademds los
medicamentos fabricados en los laboratorios farmacéuticos tienen la ventaja
del control sanitario. Sin embargo, el conocimiento y uso de las propiedades
curativas de las plantas ayudan en la prevencién y tratamiento de molestias
menores: diarreas, estreiiimiento, falta de apetito, tos, afonia, etc. El empleo
de los vegetales adecuados en tales casos, puede usarse como un complemento

de la dieta.

Segiin Reuben y Wittcoff (1989), en la actualidad, la bisqueda de
nuevos firmacos estd basada en la investigacién de efectos agonistas o
antagonistas sobre receptores tisulares. El desarrollo de la tecnologia para el
estudio de receptores y los grdficos computerizados para buscar nuevas
estructuras quimicas, facilitan sin duda la seleccién y cribado de posibles

fdrmacos iitiles para el control de ciertas enfermedades.

A pesar de que se ha avanzado mucho en el disefio de nuevos
firmacos que actiian en el espacio o "locus" casi exacto de manera selectiva
(Ej. broncodilatadores administrados en aerosol que no son absorbidos a la
circulacién sanguinea) y en el tiempo previsto (liberacién lenta, depots etc.),
la industria farmacéutica no puede prescindir todavia de los productos

naturales como agentes terapéuticos, la morfina es solo un ejemplo.

Segiin Sdnchez Albornoz (1980), reconociendo que la biisqueda de

3
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—Introduccién

nuevos firmacos de origen vegetal ha disminuido considerablemente durante
las tltimas décadas, ain continua vigente la frase de Alfredo Taylor de la
Universidad de Texas: "En veinte aiios de investigacién sobre el cdncer, no
se ha logrado tanto éxito con productos quimicos sintéticos como con
extractos vegetales. No hay un solo agente quimico que haya inhibido
completamente el crecimiento del tumor, sin causar lesiones en tejidos sanos.
Por norma, los productos naturales son menos téxicos que los sintéticos, ya

que han sido elaborados en asociacién con la vida".

Existen otros factores importantes que dan la pauta en la bisqueda
de firmacos dtiles, asi la conveniencia econémica es la que rige en la
a&uaﬁdad la investigacién de nuevos fdrmacos. La sintesis quimica ofrece
estas ventajas, obviando el coste de la materia prima y las dificultades que

pueden presentarse para adquirirla (Reuben y Wittcoff, 1989).

Asi en la actualidad, sélo si la sintesis es muy dificil, compleja o
imposible de conseguir, se acude a las fuentes naturales para aprovechar estas

moléculas o parte de ellas (semisintesis).

Segiin Reuben y Wittcoff (1989), también existen enfermedades raras
o de escasa incidencia en la poblacién que no responden a los tratamientos
quimioterdpicos actualmente eﬁ uso. Por tanto, no se tratan, o se tratan mal,

por hacerlo exclusivamente de forma paliativa con firmacos que controlan

4
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Introduccién

parcialmente los sintomas de la enférmedad. Ejemplos de todos conocidos
serian: El corea de Huntingdon, la enfermedad de Paget, el sindrome de

Tourette entre otros.

El conocimiento de la biosintesis de los productos naturales por las
plantas nos conduce a distinguir un gran mimero de productos de utilidad
terapéutica por el desarrollo y similitud de su estructura quimica

(tetraciclinas, alcaloides de todo tipo, esteroides, etc.).

La biosintesis de aminodcidos esenciales por las plantas se realiza de
forma similar a la de los animales. Dentro de este grupo, podemos incluir a
la betacianina. Asi a partir del alfa-cetodcido Shikimico producido por la
degradacién de los carbohidratos, se derivan la fenilalanina, la tirosina y el

triptéfano; y del dcido aspdrtico, la lisina y la metionina entre otros.

Es mds probable, que productos con ciertas similitudes en su
estructura quimica, ejerzan efectos bioldgicos semejantes y que interactiien
con estructuras celulares idénticas, que todo lo contrario. El hecho de que ello
no ocurra, aunque no infrecuente en Farmacologia, no invalida la afirmacién
anterior. Es mds, un formaco puede ejercer sus efectos sobre muy distintos
componentes bioldgicos poco o nada relacionados entre si, de lo que es un

ejemplo la aspirina.
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Introduccién

Teniendo en cuenta que las Betalainas se sintetizan a partir de aminas
primarias, no es de extraiiar que nos encontremos con un gran nimero de
fdrmacos con muy diferentes efectos farmacolégicos que también tienen su

origen natural, semisintético o sintético en estas aminas biégenas simples.
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—Introduccién

1.2.-ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS

En nu&tro entorno geogrifico han sido introducidas una serie de
especies de la familia Cactaceae, indigena de América. Esta familia Cactaceae
ha ocupado y aiin ocupa, un lugar relevante en la investigacién quimica y
farmacolégica de sustancias de origen natural. Estas &peciw han sido
utilizadas desde muy imtiguo por sus propiedades curativas en la medicina
popular de las Islas Canarias, en patologias muy diversas. Asi, Pérez de Paz
y Medina (1988), citan como cactdceas mds destacadas por sus propiedades
curativas a las siguientes pertenecientes al género Opuntia: Opuntia dillenii
(Ker-Grawl) Haw., Opuntia ficus barbdrica (A. Berger.) y la Opuntia
tomentosa. Asi, hace referencia a la propiedad hipoglucemiante que se le
asigna a la O. dillenii Haw. o antitusiva adjudicada a la O. tomentosa
Salm-Dyck, mientras que la O. ficus-barbdrica (A. Berguer), goza de otras
virtudes populares como son su poder astringente, emoliente, "pectoral”,

"febrifuga" o su utilidad en el "tratamiento de la erisipela”.

En la obra de Viera y Clavijo (1982) se hace referencia a la capacidad
para teiiir la orina que poseen los frutos de la Cactus cochenillifer (Linneo)
al ser ingeridos, lo que da a la orina un "color perfecto de sangre, lo que

asustaba a los que no tienen experiencia".
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Introduccién

Ya desde el siglo XVII se intent6 el tratamiento de la ictericia por los
habitantes de la isla y para ello era aconsejable, segin citaba Bosh Millares
(1967) "...tomar tunos colorados por las mafianas para que la orina se tifiera
de rojo". Durante el siglo XVIII, se usaron como remedios caseros de otras
afecciones, lo cual queda descrito con claridad por este mismo autor: "para
madurar los tumores flemonosos empleaban la cataplasma hecha con las hojas
de la higuera tuna (Cactus Opuntia) en estado de putrefaccién. Y para
resolutivo de ciertas ingurgitaciones articulares que conocen causa
traumética, recomendaban las referidas hojas o pencas abiertas por el medio

y cocidas al horno".
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Introduccién

1.3.-QUIMICA DE LAS BETALAINAS

La gran variedad de colores que aparecen en las flores y frutos de
numerosas plantas se deben, principalmente, a la presencia de dos tipos de
pigmentos naturales denominados carotenoides y antocianinas. Mientras que
“los primeros son liposolubles y aportan la mayoria de las tonalidades
amarillas, los segundos son hidrosolubles y son responsables de la mayor
parte de los colores azul, violeta, pirpura, escarlata, naranja y carmesi.

Ademds, existe en un mimero escaso de plantas un tipo muy peculiar de

pigmentos nitrogenados e hidrosolubles, denominados betalainas.

Mabry y Dreiding (1968) introdujeron el término betalainas (figura 1),
para describir a aquella clase de sustancias a la que pertenecian los pigmentos
rojo-violetas (betacianinas) y amarillos (betaxantinas) que existian en plantas

floreadas pertenecientes al orden Centrospermae.

Inicialmente el término betacianina hacia alusién a los pigmentos
rojo-violetas que existian en la Beta vulgaris var. rubra, en especies de
Chenopodium y en la Celosia cristata, siendo la betanina el pigmento rojo que
en mayor porcentaje se encontraba en la remolacha roja (Schudel, 1918). Sin
embargo, actualmente, el término betacianina se usa para identificar a todos

los pigmentos rojo violetas de las plantas incluidas en el orden Centrospermae.
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Introduccién

Wyler et al. (1965) definieron a las betalainas desde un punto de vista

quimico, como aquellos productos que se formaban por la condensacién de

una amina primaria o secundaria con el dcido betaldmico.

COOH

CHO

HOOC

COOH

Figura 1: Estructura quimica general para las betalainas, donde se
representan a una amina primaria o secundaria (I) y el dcido betaldmico (II).
Los radicales sustituyentes R y R’ son grupos amino, imino o indélico.

Tomado de Mabry y Dreiding (1968).
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: Introduccién

Pucher et al. (1938) comprobaron que la betanina (figura 2), era un
monoglucdsido que, por hidrélisis dcida, daba lugar a una aglicona
denominada betanidina. Wyler et al. (1959), mediante espectrofotometria,
observaron que la betanina disuelta en agua mostraba una densidad dptica
mdxima a 536-538 nm (E,,'*"=1120), a 273 nm, y un hombro a 295 nm. La
betanidina, aglicona de la betanina, tenia una férmula molecular y un
espectro de absorcién en agua similares al glllxcésido, con mdximos de
absorbancia a 542-546 nm, 271-272 nm y un hombro a 295 nm (Wiler y
Dreiding, 1959). Los pesos moleculares eran de 550.22 para la betanina y de

388.14 para la betanidina.

11
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o
H
H N|+ C00"
H |
HOOC | COOH
H
BETANIDINA

Figura 2: Estructura quimica de la betanina. Tomado de Nilsson (1970).
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Introduccidn

Wyler y Dreiding (1959,1965) identificaron tres productos de suma
importancia a partir de la degradacién alcalina de la betanidina (figura 3):
el 4cido 5,6-dihidroxi-2,3-dihidroindol-2-carboxilico, el dcido férmico y el

dcido 4-metilpiridina-2,6-dicarboxilico.

HO
H
HO HO N
COOH
H
+ H ) | §
HO N co0"
| .
OH" ~
Vd
I HCOOH I
H | +
HOOC COOH CH,
H yZ v
| v HoOOC COOH

Figura 3: Degradacién alcalina de la betanidina. I: Betanidina,
Isobetanidina. II: Acido 5,6-dihidroxi-2,3-dihidroindol-2-carboxilico. III:
Acido férmico. IV: Acido 4-metilpiridina-2,6-dicarboxilico. Tomado de Mabry
(1966).
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—Introduccién

Mabry et al. (1972) demostrafon que la estructura quimica de estos
pigmentos era diferente de las antocianinas y por tanto, pertenecia a una
nueva clase de pigmentos. Su estructura no tenia relacién con el esqueleto
C6-C3-C6 de los antocianos (estructura flavonoide), pero en cambio, contaba
con un micleo indol y otro piridinico parcialmente hidrogenados.
Quimicamente, la betanidina estaba relacionada con los alcaloides, por lo que

Mabry propuso para las betalainas la expresién de cromoalcaloides.

Piatelli et al. (1964) y Wilcox et al. (1965) reconocieron la posiciﬁn
exacta del enlace de la glucosa en la betanina. Para ello, usando diferentes
procedimientos, rompieron por su mitad el derivado neobetanidinico para
formar el dcido 5-hidroxi-6-metoxi-indol-2-carboxilico o su éster metilico, lo
que les permiti6 llegar a la conclusién de que la betanina era el 5-O-glucdsido
de la betanidina. Asf tanto el glucésido como su isémero, la isobetanina, se
podian formular como 5-O-beta-glucopiranosil de betanidina e isobetanidina,

respectivamente.

Por los datos que se poseen hasta ahora, se ha sugerido que las
betacianinas se diferencian, solamente, en las modificaciones de sus patrones
glicosidicos, en la configuracién en el C15 y en la esterificacién de los grupos

carboxilicos.

Harborne (1973) detallé una serie de propiedades y pruebas que
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diferencian las betacianinas presentes en el orden Centrospermae de las
antocianinas. Estas resultan ficilmente distinguibles con simples ensayos de
colores que pueden realizarse con los extractos crudos de las plantas: son
mucho mds inestables a la hidrélisis. dcida, los colores que adquieren ante
diferentes pH son distintos, siendo diferentes también tanto en sus

propiedades cromatogréficas como electroforéticas.
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1.4.-BIOSINTESIS DE LAS BETALAINAS

Como ha sido descrito en el apartado anterior, la estructura quimica
general de las betalainas deriva de una amina o aminodcido y un aldehido

llamado 4cido betalimico (Mabry, 1970).

La molécula de betanidina podia dividirse en dos subunidades C,N,
ambas derivadas de la molécula 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA) (figura 4).
La molécula de DOPA sufriria una rotura de su anillo con posterior cierre del
mismo para dar lugar al cido betaldmico. Una segunda molécula sufriria la
ciclacién oxidativa para dar lugar a la formacién de ciclo-DOPA. La
condensacién del dcido betaldmico con una molécula de ciclo-DOPA daria
lugar a la formacién de betanidina (Wyler et al., 1963). La condensacién del
dcido betaldmico con otro compuesto amino (tiramina, glutamina, etc.) o

imino (prolina, dcido glutdmico, etc.) daria lugar a las betaxantinas.

Miller et al. (1968), demostraron que la DOPA se incorporaba a la
betanina en un gran porcentaje, y a partir de ese momento el interés se
centraria en realizar un detallado estudio de aquellas vias que iban desde la
molécula de DOPA hasta el sistema dihidropiridinico de las betalainas. A
priori, se especulaba sobre la apertura del anillo aromético de la molécula de

DOPA entre los dos grupos hidroxilicos (rotura intradiol), seguida de la unién
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del nitrégeno al carbono C’; o entre los carbonos C’, y C’s (rotura extradiol)

y posterior cierre, vinculdndose el nitrégeno al carbono C’;.

HO
CO0"

HO” NH,

: N

N-I-
HO PN

Figura 4: Esquema especulativo para la biosintesis de la betanidina. I:
Dopa. II: Acido betaldmico (C,N). III: Ciclo-dopa (C,N). Tomado de Piattelli
(1981).
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Impellizzeri et al (1973), y Fischer y Dreiding (1972) defendian, a la
vista de sus resultados experimentales, la hipdtesis de la apertura extradiol.
Finalmente, alimentaron con DOPA marcada las yemas de flores amarillas
de Portulacca grandiflora y detectaron la marca en la molécula de dcido
betaldmico con la misma conﬁguracién.S que la de la L-DOPA. A partir de
ese momento, se propuso tanto para la biosintesis de la betanidina como de

las betaxantinas el esquema que se muestra en la figura 5.

Sciuto et al. (1972), demoétraron que la betanidina, marcada
radiactivamente, se incorporaba a la betanina en frutos de Opuntia dillenii.
Estos resultados demostraban la glicosilacién de la betanidina. Segiin Piatelli
(1981), se desconoce la forma exacta de c6mo las betacianinas se forman a

partir de la betanidina e isobetanidina.
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Figura 5: Mecanismo probable para la biosintesis de la betalainas. Tomado
de Piattelli (1981).
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1.5.-QUIMIOTAXONOMIA DE LAS BETALAINAS

Las Betacianinas estdn restringidas a diez familias pertenecientes al
orden Centrospermae (tabla 1). Excepto las familias Basellaceae, Didiraceae
y Stegnospermaceae, las demds contienen especies productoras de
Betaxantinas. La mayoria de los géneros y especies de estas familias aun no
han sido investigadas, como ocurre, por ejemplo, con la familia Cactaceae
(Tabla 2). Ademds, la mayoria de los investigadores no publican sus
resultados negativos, es decir, cuando los pigmentos no estaban presentes, 0
cuando solo existian en cantidades tan bajas que su deteccién analitica no
podia realizarse. Debido a ello, no ha sido posible dar una estimacién exacta
del nimero de especies investigadas. El estudio de la distribucién de las

Betaxantinas es aun m4s limitado segiin Piattelli (1981).

Para Mabry et al. (1972), el orden Centrospermae debe reconocerse
como aquel que contiene a las diez familias de plantas productoras de
Betalainas que se citan en la tabla 1. La importancia taxonémica estriba en
las diferentes caracteristicas quimicas existentes entre las Betacianinas y las
Antocianinas. Estas diferencias incluyen: vias diferentes en sus
correspondientes biosintesis, su mutua exclusién y la limitada distribucién de
las Betacianinas dentro del reino vegetal. Todo esto, las convertia en un punto
de mira de particular interés taxonémico (Mabry et al., 1962; Piattelli et al.,
1981).
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Tabla 1

ORDEN C OSPERMAE

1. CHENOPODIACEAE

2. AMARANTHACEAE

3. NYCTAGINACEAE

4. PORTULACACEAE

5. PHYTOLACACEAE

6. STEGNOSPERMACEAE
7. AIZOACEAE

8. BASELLACEAE

9. CACTACEAE

10. DIDIERACEAE

Familias incluidas en el orden Centrospermae. Tomado de Piattelli (1981).

Antes de que la estructura quimica de las Betalainas fuera clarificada,
la importancia potencial de su presencia en la taxonomfa de estas plantas fue
evaluada por varios autores. Bischoff (1876), conocia la presencia de un
pigmento violeta poco comiin que existia en un grupo muy restringido de
plantas relacionadas desde un punto de vista taxonémico. Su lista por aquel
entonces incluia, representantes de las familias Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, Phytolaccaceae y Portulaccaceae. Gertz (1906) aument6 a
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siete el nimero de familias que poseian Betacianinas afiadiendo a la lista la
Nyctaginaceae, la Aizoaceae y Basellaceae. Kryz (1920), observé que el
pigmento rojo de las flores y frutos de Nopalxochia phyllanthoides daba las
reacciones tipicas de las Betacianinas, por lo que, posteriormente, amplié la
lista de las familias que poseian Betacianinas con la adicién de las Cactaceae,
una familia algunas veces tratada como un orden separado (Cactales syn.
Opuntiales), pero que en la clasificacién moderna estd coﬁsiderada como
perteneciente al orden Centrospermae. Estas observaciones previas basadas
en reacciones colorimétricas, fueron confirmadas por Reznik (1957), con la
aplicacién de técnicas refinﬁdas de cromatografia y electroforesis. Rauh y
Reznik (1961), aiiadieron a la lista de familias con Betacianinas la

Didieraceae; y Mabry ef al. (1963), incluyeron la Stegnospermaceae.

Mabry (1964), basindose en la marcada correlacién entre las
caracteristicas quimicas y morfoldgicas, propuso que el orden Centrospermae,
incluyendo la Cactaceae, fuera reservado para las familias poseedoras de
Betalainas, y que las que tuvieran Antocianinas se separaran del mismo. La
estructura quimica diferente que existia entre ambos grupos de pigmentos
naturalos,‘ el hecho de que estuvieran excluidos mutuamente (aunque existe
otra clase de flavonoides comunes dentro de las familias Betacianinicas) y la
restringida distribucién de las Betalainas, fueron argumentos mds que
suficientes a favor de la gran importancia taxonémica que tienen estos

cromoalcaloides. Dopp y Musso (1973), descubrieron la presencia de
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Betalainas en la Amanita muscaria, la cual carece de cualquier relacién
filogenética con las plantas del orden Centrospermae. A pesar de este des-
cubrimiento los argumentos citados no se han visto lesionados. Este hallazgo
ha sido considerado, simplemente, conio un caso de convergencia quimica
- bajo la presién de la evolucién o como una rareza bioquimica aislada (Piattelli

et al. 1981).
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Tabla 2

Géneros de la Familia Cactaceae (Cerca de 200 géneros, 2000 especies) que
contienen betacianinas y/o betaxantinas.

ARIOCARPUS (8:5)
AYLOSTERA (10:1)
CEREUS* (40:3)
CHAMAECERCEUS* (11:1)
CLEISTOCACTUS* (35:1)
'GYMMOCALYCIUM (70:3)
HARIOTA* 2:1)
HYLOCEREUS (20:1)
LOBIVIA* (75:2)
MAMMILLARIA# (300:7)
MELOCACTUS (35:1)
MONVILLEA (5:1)
NEOPORTERIA* (40:1)
NOPALXOCHIA @:1)
NOTOCACTUS (20:1)
OPUNTIA®* (200:6)
PARODIA* (35:3)
PERESKIA* (20:1)
PHYLLOCACTUS (20:1)
REBUTIA* (40:3)
SELINOCEREUS (23:1)
THELOCACTUS (20:1)

Tomado de Mabry et al. (1968). *=Contienen betaxantinas
(N° especies del género: N° que tienen betacianinas)
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1.6.-FUNCION DE LAS BETALAINAS EN LA NATURALEZA

En otras familias no incluidas en el orden Centrospermae, a las

antocianinas, aparte de su papel en la coloracién de las flores para atraer a
los animales vectores colaboradores de la reproduccién, se les ha atribuido
varias funciones. Estas incluyen el participar en oxidaciones biolégicas y la

de proporcionar resistencia a la infeccién microbiana.

Las Betalainas parecen haber sustituido a las Antocianinas como
factores de polinizacién cuando se localizan en flores y frutos de las familias
que las producen. Sin embargo, su presencia en otras partes de las plantas,
tales como tallos, raices y hojas no parece tener ninguna funcién inmediata.
Segiin Piattelli (1981) como ocurre con la may;m'a de los llamados "meta-
bolitos secundarios", es muy dificﬂ asignar una razén definida a las

Betalainas en la economia de los organismos que las producen.

Al igual que las Antocianinas, las Betalainas son hidrosolubles, y
existen en la naturaleza como sales en vacuolas de flores, frutos y hojas.
Tronchet (1968) afirmaba que, tanto las Betalainas como las Antocianinas,
estaban frecuentemente presentes en las capas epidérmicas del tejido de las
plantas. Se ha observado que las Betalainas, frecuentemente, se acumulan en
los sitios lesionados o que sufren algiin daiio, por lo que se pensé que quizds
fuera un mecanismo de defensa contra la infeccién virica. En apoyo de esta
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hipétesis, Sosnova (1970) comprobdé que las Betalainas tenian un efecto
inhibitorio sobre la reproduccién viral. Fresen (1992) demostré que un
extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw., rico en betacianinas

presentaba un efecto inhibitorio sobre el crecimiento bacteriano.

Stenlid (1976), demostré que tanto la Betanina como la Vulgaxantina
eran inhibidores efectivos de la oxidasa del dcido indol-3-acético, y que la

Betanina contrarrestaba el efecto inhibitorio del citado dcido sobre la

elongacién de la raiz del trigo. Sin embargo, no se ha encontrado que las

Betalainas puedan jugar algiin papel in vivo como reguladores de la actividad
del dcido indolacético, aunque han sido consideradas como modificadores

potenciales del metabolismo auxinico.
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1.7.-METODOS DE EXTRACCION, SEPARACION Y
CUANTIFICACION DE LAS BETALAINAS

Durante mucho tiempo los métodos para la separacién y cuantificacién
de los pigmentos betalainicos desde extractos de plantas, se han basado
principalmente en técnicas electroforéticas (Powrie y Fennema, 1962; Piattelli
y Minale, 1964; Nilsson, 1970; von Elbe et al., 1972) o espectrofotométricas.
Estas técnicas tenian el inconveniente de que consumian mucho tiempo o
carecian de exactitud cuando existian sustancias que interferian en las
lecturas. Por estos motivos, surgia la necesidad de encontrar un método m4s
ridpido y exacto que permitiera la separacién y cuantificacién de las

betalainas.

Aronoff y Aronoff (1948) encontraron que los pigmentos de la
remolacha roja eran bastante mis complejos de lo que se habia descrito
previamente. Estos autores, observaron que el extracto acuoso podia ser
fraccionado en, al menos, once bandas pigmentadas mediante cromatografia

liquida en columna.

Sin duda, el método mis eficaz para aislar los diferentes pigmentos
betalainicos era la cromatografia liquida en columna. Sin embargo, ésta iba

precedida de la purificacién del extracto crudo, empledndose para ello la
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resina de intercambio iénico o la filtracién en gel, con lo que se evitaba la
excesiva difusién de la banda en el soporte de cromatografia adsortiva
(Nilsson, 1970; Kimler ef al, 1970; Lempka y Krauze, 1970; von Elbe et al.,
1972). Ademds para realizar investigaciones mds profundas de los pigmentos
betalainicos, las cantidades que se separaban con la electroforesis en papel
eran, frecuentemente, insuficientes. La cromatografia en columna, sin
embargo, hacia posible la separacién de cantidades considerablemente mds

grandes.

Lempka y Krauze (1970), consiguieron con éxito emplear la
cromatografia liquida en Sephadex G 25 como técnica preliminar de
purificacién para separar los pigmentos de las proteinas y azicares.
Comprobaron que esta prepurificacién era tan efectiva como la que hasta ese
momento se venia realizando con columnas de intercambio iénico.
Posferiormente, los extractos purificados eran perfectamente fraccionados en

betaxantinas y betacianinas con columnas de poliamida.

Con el propésito de simplificar los estudios de las betalainas, Colomas
et al. (1977), basdndose en las diferencias de peso molecular existentes entre
las betacianinas y las betaxantinas, aplicaron la cromatografia liquida sobre
gel de Sephadex. Para ello, efectuaron la separacién del extracto bruto sobre
semillas de Amaranthus caWs L. var pendula sobre columnas de Sephadex

G 15 equilibradas con una solucién tampén acetato a pH=4.5. Adem4s,
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realizaron estudios paralelos con columnas de intercambio iénico Dowex y del
citado gel, con lo que demostraron una superioridad de este iltimo, que
permitia, no sélo la separacién entre los diferentes cromoalcaloides violetas
y amarillos, sino también de los distintos tipos de betaxantinas y de
betacianinas. Comprobaron que era un método suficientemente preciso para
ser aplicado como técnica de identificacién, y que ademds permitia el uso de

cantidades de material vegetal relativamente pequeiias.

Adams ef al. (1977) demostraron que la cromatografia de filtracién en
gel (Sephadex G 25 o Bio Gel poliacrilamida) constituia un método rdpido y
eficaz para separar las betalainas del jugo crudo de la remolacha roja. Para
ello, emplearon tanto este dltimo, como un concentrado obtenido por
fermentacién (Adams et al., 1976) que aplicaban directamente sobre ambos
geles. Estos autores, efectuaron un estudio comparativo entre ambos tipos de
lechos cromatogréficos y estudiaron tanto el modo de operar con ellos como
de cuantificar la betanina. La resolucién entre la betanina y la betanidina era
mayor con el gel de Sephadex G 25 que con el de poliacrilamida, aunque la

capacidad de carga era mayor con este tltimo.

Porath et al. (1959) ya habian comprobado que, aunque el principal
efecto cromatografico del Sephadex era separar los solutos por un fenémeno
de tamizado molecular, posiblemente también existiria un mecanismo de

adsorcién de compuestos orgdnicos aromdticos y heterociclicos con las
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moléculas del gel. Afios después, propondrian un mecanismo de interaccién
de fenoles, anilinas y dcidos benzoicos con el Sephadex. Este fenémeno era
muy ventajoso cuando existian dos moléculas con un tamaiio
aproximadamente igual. En este dltimo caso, la separacién se produciria si
uno de los compuestos mostraba mayor afinidad por el gel que el otro. Para
Adams et al. (1977) existia una adsorcién sustancial de los pigmentos
betalainicos cuando se cromatografiaban en una columna de Sephadex G 25.
El mecanismo de adsorcién tanto sobre el Sephadex como con el Bio Gel P6
se podfa explicar, al menos en parte, por la protonizacién de los grupos
carboxilicos en las posiciones C,5 y C,-, y el establecimiento de puentes de
hidrégeno con las moléculas del gel. Las betacianinas contenian un grupo
indol aromdtico, mientras que los aziicares y las betaxantinas de la remolacha
roja carecian de él. Por lo tanto, los derivados indélicos eran fuertemente
retenidos por el Sephadex y podiah desalinizarse. Demostraron que tanto el
coeficiente de distribucion (Kav) como la resolucién de los pigmentos
dependian del pH. Cuando éste era de 2.25 se obtenia la mejor resolucién en
el Sephadex G 25 si se empleaba como fase mévil agua destilada. La
betanidina permanecia retenida en la columna en mayor grado que la
betanina debido a su menor tamaiio molecular y por tener un sitio mds de

adsorcién en el grupo -OH del C,.

Tal como comprobaron Vergeront et al. (1980), la filtracién sobre

Sephadex G 25 medium era un método muy eficaz con el que se podia
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realizar la purificacién de las betalainas a partir de un extracto crudo (jugo)
de remolacha roja. Estos autores demostraron que este tipo de cromatografia
preparativa era un medio efectivo para reducir los azicares solubles y/o las
sales presentes en un jugo crudo o fermentado de remolacha roja,
incrementando considerablemente el contenido de betacianinas del mismo.
Demostraron experimentalmente que para que la filtracién en Sephadex G 25
fuera un medio eficaz para conseguir los fines descritos anteriormente, se

tenfan que cumplir las condiciones siguientes: 1) que el tamaiio de muestra

fuera inferior al 25% del volumen total del lecho cromatogréfico, 2) que la

viscosidad de la muestra fuera inferior a dos en relacién con la del eluyente,
y 3) que el flujo de salida de la columna se modificara con el propdsito de
conseguir una separacién mds eficaz. En opiniéq de estos autores, se
confirmaba la eficacia y la capacidad de la cromatografia liquida en Sephadex
G 25 como un método itil para la purificacién de las betacianinas a gran
escala, y comd herramienta analitica en los estudios de estabilidad o de

degradacién de estos alcaloides.
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1.8.-ANALISIS Y CUANTIFICACION DE LAS BETALAINAS

Los pigmentos naturales extraidos de la raiz de la Beta vulgaris var.
rubra tienen, en la actualidad, su principal actividad como colorante rojo
para multiples alimentos. Por este motivo, desde hace varios ailos se viene
desarrollando una exhaustiva investigacién con el propésito de identificar
aquellos factores que afectan la estabilidad de estos productos una vez
anadidos a los alimentos asi como en determinadas condiciones de
laboratorio. No obstante, los datos cuantitativos siempre mostraban
resultados que variaban entre los diferentes estudios y, en opinién de Scwartz
et al. (1981), los responsables de esas diferencias eran los distintos métodos

usados para cuantificar las betalainas.

Nilsson (1970), desarrollé un método espectrofotométrico que permitia
medir tanto los pigmentos rojos como los amarillos presentes en el jugo fresco
de Ia remolacha roja sin necesidad de separarlos previamente. Después de
estudiar diferentes variedades de remolachas ricas en betalainas,
comprobaron que la betanina-isobetanina constituia el 95% de las
betacianinas, y la vulgaxalitina I el 95% de las betaxantinas. La betanina
tenia una longitud de onda méxima en 535-540 nm. con una E,;'"= 1120
(Piattelli y Minale, 1964), y la vulgaxantina en 476-478 nm. con una E,;'*"=

750 (Piattelli et al., 1965a) dentro del rango del pH presente en el jugo de la
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remolacha fresco, siguiendo la ley de Beer. Todo ésto permitia una medida
espectrofotométrica simultinea del contenido de los pigmentos sin necesidad
de separarlos por técnicas cromatogrificas o electroforética. Estos autores,
observaron que el espectro de absorcién de una mezcla de betanina y
vulgaxantina I puras, era una adicién del correspondiente a cada uno de los
pigmentos. Como ademds se conocia la absorcién de uno de los pigmentos en
el mdximo del otro y viceversa, era posible calcular, desde la mezcla de
ambos, la contribucién de cada uno en los correspondientes miximos de
absorbancia. La betanina absorbia a 476-478 nm (longitud de onda mdxima
de la vulgaxantina), pero este valor no era constante y variaba con la
concentracién. El cociente Agy/A,, se podia calcular para todas las
concentraéionos de betanina medibles. La vulgaxantina I, sin embargo, no
absorbia a 538 nm (longitud de onda mdxima de la betanina), lo que

significaba que la absorcién de la mezcla en esta longitud de onda solamente

dependia de la cantidad de betanina. Todas las determinaciones se hacian con -

un tampén de fosfato 0.05 M a pH=6.5.

Cuando se extraian los pigmentos de la raiz de la remolacha roja
empleando como solvente el agua, existian sustancias que pasaban al extracto
que, aunque no tenian color en el pH natural del jugo fresco, si contribuian
a aumentar la absorbancia en el rango visual del espectro. Gracias a estas
observaciones, Nilsson (1970) propuso una ecuacién para calcular la absorcién

de los diferentes pigmentos del jugo en la que se incluia una correccién
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correspondiente a las impurezas. Este autor reconocia la existencia de otros
pigmentos existentes en la remolacha roja (pre e isobetanina, vulgaxantina
II), aunque en baja concentracién, y que, por lo tanto, no era totalmente
correcto especificar las cantidades encontradas en términos absolutos de
betanina y vulgaxantina I. Las absorbancias de los otros pigmentos
minoritarios también quedaban in(.:luidas en 538 y 476 nm. pero, légicamente,
tendrian otros valores de absortividad diferentes a los dados para la betanina
y la vulgaxantina I. No obstante, el error que se introducia al calcular todas
las betacianinas como betanina y todas las betaxantinas como vulgaxantina
I, se podia admitir ya que estos dos pigmentos constituian el 95% del color.
A pesar de ésto, opinaban que era mds correcto expresar la cantidad de

pigmento con los términos de betacianina y betaxantina.

Schwartz et al. (1980), describierén un método de cromatografia
liquida de alta presién (HPLC) aplicable tanto como técnica preparatoria
c;)mo analitica para obtener betacianinas altamente purificadas. Para ello
siguieron inicialmente el método aportado por Adams et al. (1977) algo
modificado. Aplicaron la cromatografia liquida en Sephadex G 25 con una
fase mévil de 4cido acético al 1% en agua destilada éon la que obtenian una
fraccién rica en betacianinas. Estas, después de que se liofilizaban y se
reconstitufan con agua bidestilada, eran fraccionadas con HPLC
preparatoria, lo que les permitia obtener tanto betanina como betanidina

puras que utilizaban como productos de referencia en los correspondientes
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andlisis. Estos los desarrollaban sobre columna de RP C18 y con una fase

mévil de CH,OH-KH,PO, 0.05 M (18:20, v/v) ajustadas a un pH=2.75 con

H,PO,.

Hasta este momento, los distintos autores habian asumido que la
absortividad de la betanidina era igual a la de la betanina, mientras que para
Schwartz et al. (1980) ambas eran diferentes. De este modo comprobaron que
los valores de absortividad molar para el hidroclorhidrato de betanidina e
hidroclorhidrato de betanina eran de 54.000 y 65.000 respectivamente.
También para la vulgaxantina, su absortividad molar correspondia con un
valor de 25.300. Si estos datos se convertian en absortividad (E,;;'*™), obtenian
los valores de 1.275 para la betaina y de 1.120 para la betanidina, datos que
estaban en estrecha relacién con los aportados por otros autores (Wyler y
Dreiding, 1959; Wilcox ef al., 1965). Esta metodologia se podia extender,

perfectamente, al estudio de las betaxantinas.

Schwartz ef al. (1981), realizaron un interesante estudio comparativo
entre el método espectrofotométrico y la cromatografia liquida de alta presién
como técnicas vélidas para cuantificar las betacianinas. Para ello,
compararon los resultados obtenidos tras la lectura por ambos métodos de las
cantidades de betanina-isobetanina que estaban presentes en diversas
soluciones expuestas a distintas condiciones de temperatura y pH. En todas

ellas, existia una excelente correlacién inicial (tiempo 0) entre los resultados
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obtenidos por métodos cuantitativos. Esto era légico puesto que ambas
técnicas estaban midiendo un pigmento puro sin degradar, pero, a medida
que el tiempo de exposicién aumentaba, los' datos discrepaban. Para estos
autores, la razén de esas diferencias se encontraba en la formacién de
productos de degradacién que absorbian luz en las longitudes de onda
seleccionadas para el anslisis. Por tanto, si la separacién de los productos de
degradacién y los pigmentos no se realizaba antes del anélisis
espectrofotométrico, se obtenian valores mayores a los aportados por HPLC.
Esto significabi que los datos que habfan encontrado investigadores
precedentes usando el método espectrofotométrico para cuantificar a las
betacianinas eran mds altos que los reales. No obstante, este método podia
aplicarse perfectamente si, iinicamente, se pretendia comparar diversas
muestras entre si, ya que entonces se cometerian errores similares con todas

ellas.
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1.9.-JUSTIFICACION AL ESTUDIO DE 1OS EFECTOS

FARMACOLOGICOS DEL - EXTRACTO DE OPUNTIA
DILLENII Haw.

La puesta en marcha de los prosentw estudios tienen su origen en
cuatro hechos fundamentales a partir de los cuales se desarrollé nuestro

interés por llevar a cabo las actuales investigaciones:

a) De un lado el conocimiento adquirido a partir de fuentes orales y
escritas de que, tanto en nuestro entorno geogrifico como en otras latitudes
(zona Mediterrdnea, Andalucia), existia un uso tradicional y empirico de los
frutos de diversas especies de plantas del género Opuntia (Opuntia dillenii
Haw., Opuntia ficus indica Mill.) en relacién con determinados trastornos
orgdnicos ("tratamiento de la tosferina", "regulacién de la presién arterial",
diuréticos, hipoglucemiantes, constipaciéh intestinal, "reductor de la

ictericia", etc.).

b) De otra parte, los frutos de estas plantas eran ampliamente
consumidos y formaban parte de la dieta habitual de muchas personas sobre

todo en ambientes rurales.

¢) Indudablemente, nuestro interés se incrementé ain mds tras
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constatar en la informacién bibliogrifica recopilada que dos de las especies
de plantas del género Opuntia mds abundantes en nuestras islas presentaban
en las partes consumidas por la poblacién (frutos y flores) un tipo de
pigmentos nitrogenados (cromoalcaloides) poco abundantes en la Naturaleza,
pero con una biogénesis y una similitud qufmicas relacionadas con las
catecolaminas, bencilisoquinolinas o tetrahidroisoquinolinas compuestos que,
como sabemos, tienen un importante interés farmacolégico. Ademds, la
revisién bibliogrdfica no aportaba ningiin tipo de estudio farmacolégico
relacionado con estas especies, con excepcién de los trabajos realizados por
Ferndndez Pérez y Fresen Cansino en el mismo equipo de investigacién, por
lo que nuestro interés en este aspecto pensamos que estaba perfectamente

justificado, ampliando los estudios realizados por ellos.

d) El estudio de la bibliografia relacionada con estos cromoalcaloides,
conocidos como betalainas, nos permitié constatar que pricticamente todas
las investigaciones estaban encaminadas a estudiar: 1) su papel como
marcador quimiotaxonémico y 2) su funcién como colorante natural en las
Industrias de la Alimentacién y Farmacéutica. En relacién con este iiltimo
aspecto existia una amplia literatura limitada al estudio de las betacianinas
(cromoalcaloides rojos) presentes en una de las fuentes naturales mds ricas
en estos productos como es la Beta vulgaris var. rubra y su aplicacién a la
Industria de la alimentacién o farmacéutica como colorante. En este sentido,

el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (1984),
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aconsejaba la bisqueda de nuevas fuentes naturales de colorantes atéxicos

utilizables en productos de consumo humano.

Observamos también, que los estudios farmacolégicos o toxicolégicos
relacionados con los extractos acuosos ricos en estos cromoalcaloides rojos
obtenidos de la remolacha roja (actual fuente comercial de estos productos)

no eran muy abundantes, aunque todos apuntaban hacia una toxicidad nula.

Ante estas condiciones, se decidié abordar algunos aspectos
farmacolégicos y fisico-quimicos del jugo obtenido de los frutos de la planta
Opuntia dillenii Haw. Las razones por las cuales se selecciond esta especie de
. Opuntia y no otra, estaba apoyada en que ésta era una fuente natural rica
en cromoalcaloides betalainicos rojos (betacianinas) sobre los cuales existia
una exhaustiva informacién quimica y en torno a los cuales se han
desarrollado, a lo largo de estos iltimos afios, amplias investigaciones sobre

sus aspectos biogenéticos y quimiotaxonémicos.
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Objetivos
2.-OBIETIVOS

A la vista de los datos anteriormente expuestos, se planificé la presente

Tesis Doctoral con el propdésito de abordar los siguientes objetivos:

1) Obtener .un extracto acuoso rico en cromoalcaloides betalainicos a

partir de frutos de la especie Opuntia dillenii Haw. purificado parcialmente

en Sephadex G25M.

2) Realizar un estudio fisico—qﬁimico del extracto acuoso rico en
betalainas, con el cual se iban a realizar posteriores estudios farmacoldgicos,
que nos permitiera conocer la estabilidad de estos productes bajo
determinadas condiciones de pH, luz y temperatura, y asi dilucidar las
condiciones mds adecuadas para la manipulacién de estos extractos ya que
estos cromoalcaloides naturales eran sumamente ldbiles y dificiles de

manejar.

3) Comprobar la inocuidad del extracto de frutos de Opuntia dillenii
Haw. cuando éste era administrado a altas dosis. Con esté fin se realizé un

estudio de toxicidad aguda, asi como el test de Irwin,

4) Comprobar la existencia de principios con actividad biolégica en

el jugo obtenido de los frutos de la planta Opuntia dillenii Haw. Con este fin
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se realizaron diferentes pruebas farmacoldgicas, como son:
4.1) Estudio de analgesia.
4.2) Estudio de la actividad antiinflamatoria.
4.3) Estudio de la coordinacién motora.
4.4) Estudio del trdnsito intestinal con carbdén vegetal.
4.5) Utilizacién de un preparado de miisculo liso aislado, que
en nuestro caso ha sido miisculo liso traqueal, para
detectar los posibles efectos del extracto de Opuntia

dillenii Haw. a nivel del drbol traqueobronquial.

5) Estudiar las posibles variaciones sanguineas que la administracién
del extracto de Opuntia dillenii Haw. produce a nivel sanguineo y a nivel del
PH y la gasometria. Esto ha sido realizado mediante las siguientes pruebas:

5.1) Estudio bioquimico.

5.2) Estudio gasométrico.

6) Estudiar las posibles propiedades hepatoprotectoras que se
atribuyen al extracto de frutos de Opuntia dillenii Haw. mediante los
siguientes experimentos:

6.1) Hepatotoxicidad inducida por etanol en ratones.
6.2) Hepatotoxicidad inducida con tetracloruro de carbono en

ratas.
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7) Influencia sobre la coagulacién sanguinea siguiendo una aplicacién

del método de Lee-White.
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3.1.-PREPARACION Y PURIFICACION PARCIAL DEL
EXTRACTO ACUOSO OBTENIDO DE OPUNTIA DILLENII

HAW,

3.1.1.-INTRODUCCION

Para poder realizar los estudios farmacoldgicos incluidos en este
trabajo obtuvimos cantidades suficientes de un extracto acuoso de los frutos
de Opuntia dillenii (Extracto acuoso I) que fue parcialmente purificado
mediante columna gravitatoria con gel Sephadex constituyendo el extracto
acuoso II de frutos de Opuntia dillenii Haw. parcialmente purificado (EAOD),

para la realizacién de los experimentos.

3.1.2.-MATERIAL Y METODOS

L-Preparacién del extracto acuoso I de frutos de Opuntia dillenii Haw,
Fuente de materia prima

Se seleccionaron los frutos maduros de una especie de cactdcea
silvestre muy abundante en nuestro entorno. Esta fue identificada por D.

Branwell (Jardin Botdnico "Viera y Clavijo") con el nombre genérico de
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Opuntia dillenii Haw. Estos frutos se recolectaban durante los meses de
Octubre a Febrero en la isla de Gran Canaria en una zona conocida con el

nombre de Montequemado (Marzagdn, Las Palmas de G.C).

Conservacién de la materia prima

Los frutos de Opuntia dillenii Haw. fueron seleccionados, limpiados,

pesados y, finalmente, almacenados a una temperatura de -20°C hasta el

momento de su procesamiento.

Extraccién del jugo

Para cada extraccién se utilizaban 406-420 g de frutos maduros de
Opuntia dillenii Haw. Las muestras congeladas se troceaban y trituraban, én
presencia de agua desionizada, con un triturador eléctrico de uso doméstico.
Durante el proceso de extraccién se afiadian sucesivas alicuotas de agua
desionizada hasta que se blanqueaban totalmente los residuos. Para arrastrar
todos los pigmentos de las muestras vegetales se necesitaba una cantidad de
1.000-1.100 cc de agua. El proceso de extraccién se realizaba a temperatura

ambiente.

De la forma descrita anteriormente, se conseguia un extracto acuoso

intensamente coloreado de rojo y muy viscoso. Este se centrifugabaa 10.000
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rpm durante 30 minutos y a una temperatura de 0-5° C en una
Ultracentrifuga Sorvall modelo RC 5, obteniéndose un sobrenadante
transparente de color rojo brillante (extracto acuoso I de frutos de Opuntia
dillenii Haw.). Finalmente, el sobrenadante se filtraba en papel Whatman
n° 4 a temperatura ambiente con la ayuda de una bomba de vacio
(Millipore). El residuo obtenido mediante la centrifugaciéh era desecado
mediante una estufa a 100 °C, siendo posteriormente pesado. El peso del

residuo obtenido se utilizaba para el cdlculo del rendimiento obtenido.

Concentracién del extracto acuoso I de frutos de Opuntia dillenii Haw,

El extracto acuoso filtrado se repartia en tubos de ensayo y se llevaba
a sequedad en un liofilizador modelo Flexi-Dry-3-85D-MP. La liofilizacién del
extracto se desarrollaba en condiciones de oscuridad durante un tiempo de
36-40 horas hasta que se alcanzaba una presién de vapor de agua de 10!

Torr y una temperatura de condensador que se estabilizaba a -80°C.

Cuantificacién

La cantidad de producto seco se determinaba calculando la diferencia
de peso existente entre el que correspondia al tubo de ensayo con la muestra
liofilizada y el obtenido al pesar el tubo vacio antes de afiadir el extracto.

Una vez se pesaba el tubo con el extracto liofilizado en su interior, se tapaba
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y se almacenaba a una temperatura de -20°C.

IL.-Purificacién parcial del extracto acuoso I de frutos de Opuntia

dillenii Haw. en columna de filtracién en gel Sephadex

Se utilizé la cromatografia preparativa en Sephadex G25M por ser un
método muy eficaz para realizar la prepurificacién de los extractos acuosos
brutos ricos en betalainas tal como ya habian demostrado Vérgeront et al.

(1980) y Schwartz et al. (1980).

Preparacién de la columna

Se emple6 una columna de vidrio (Anorsa), con dimensiones de 3x50
cm que se rellené con una fase estacionaria de gel tipo Sephadex G 25
medium (Sigma) con una tamaifio de particula de 50-150 um. Siguiendo las
recomendaciones de Pharmacia Fine Chemicals (1979), el gel se hidrataba
con agua desionizada y a una temperatura de 90°C durante una hora,
empledndose una relacién de, como minimo, 4 cc por cada gramo de gel
seco. Una vez fabricada la papilla de gel, se desgasificaba y se llevaba a una
temperatura de 4-5°C en la que se trabajé siempre. La papilla de gel se
vertia, con extremo cuidado y de una sola vez, en el interior de la columna
de vidrio hasta que se alcanzaba la altura, previamente establecida, de 43 cm.

Una vez sedimentado, el lecho cromatogréfico se equilibraba con dcido acético
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(Scharlau) al 1% en agua desionizada que seria la fase mévil empleada para
eluir la muestra. Para conseguir un correcto equilibrio del lecho
cromatogrifico éste se lavaba con un volumen de, al menos, 2-3 veces el
volumen total que ocupaba aquél. El volumen total que ocupaba el lecho de
gel en la columna (Vt) era de 304 cc. Para calcular el volumen total, se
llenaba la columna con agua hasta Ia altura que iba a ocupar el gel (43 cm)

Yy a continuacién se vaciaba y se media con una probeta.

Chequeo del lecho cromatogréfico

La integridad y correcta manipulacién del lecho cromatogrifico se
chequeaban inmediatamente después de que era equilibrado con la fase
~ mévil utilizada como elliyente (1% 4cido acético en agua desionizada), y,
también, periédicamente cada 5 o 6 muestras cromatografiadas. Para ello y
siguiendo las recomendaciones de Pharmacia Fine Chemicals, se utilizaba una
solucién de azul dextrano 2000 (Sigma) a una concentracién de 2 mg/cc en

agua desionizada.

Preparacién de Ia muestra para cromatografiar

Una cantidad de 1200 mg de extracto acuoso I de frutos de Opuntia
dillenii Haw., obtenido y liofilizado segiin se ha expuesto anteriormente, se

reconstituia con 4cido acético al 1% en agua desionizada para dar una
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concentracién de 15-16 mg/cc. Siguiendo las indicaciones de Vei;geront et al.
(1980), estas soluciones se mantenian con una viscosidad siempre inferior a
dos en relacién con la de la fase mévil. La muestra se acidificaba hasta un
pH=2.80 con HC1 0.1 N y se centrifugaba a 2000 rpm durante 20 minutos
a una temperatura de 0-5° C. Finalmente se aplicaba sobre el lecho de gel
un volumen de muestra del 5% del volumen total de la columna (Pharmacia
Fine Chemicals, 1979; Vergeront et al., 1980) que en nuestro caso era siempre

de 30 cc.

Condiciones cromatogrificas

La purificacién del extracto acuoso I de frutos de Opuntia dillenii
Haw., se desarrollaba en oscuridad y a una temperatura de 4-5°C. Se
empleaba una fase mévil formada por écidb acético (Scharlau) al 1% en agua
desionizada (v:v) con una fuerza iénica superior a 0.08 (Schwartz et al.,
1980). El flujo de salida de la columna se mantenia en unrangode1.3a 1.8
cc/min y la presién de caida del solvente sobre la superficie del gel no
sobrepasaba los 76 cm de H,0. Las fracciones se recogian con uﬁ colector
automdtico (LKB, Ultrarac 7000 A), programado para tomar un volumen
constante de 6.5 cc por fraccién. Después de que se eluian todas las bandas
coloreadas, la superficie del lecho se limpiaba y se reemplazaba por gel
nuevo. Antes de aplicar una nueva muestra, la columna se lavaba durante

un tiempo de, al menos, 24 horas con el propésito de eliminar cualquier

50

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Parte experimental

sustancia incolora.

Cuantificacién y conservacién del extracto acuoso I de frutos de

Opuntia dillenii Haw. parcialmente purificado

Como nuestros objetivos estaban dirigidos al estudio de un extracto
acuoso rico en cromoalcaloides betalainicos, se seleccionaron las bandas
coloreadas que se eluian del Sephadex G25M y que aportaban un mayor
rendimiento de cromoalcaloides betalainicos, determinadas previamente
mediante estudio espectrofotométrico. Es por este motivo que no podemos, en
absoluto, descartar la existencia de algin principio activo en las fracciones

no estudiadas.

Después de realizar la purificacién parcial del extracto acuoso I en las
condiciones citadas anteriormente de oscuridad y temperatura de 4 °C, las
fracciones ricas en betalainas (n® 52 a n° 80), se mezclaban y, de la misma
forma que para el extracto acuoso I, se liofilizaban y cuantificaban. Esta
muestra formada por las fracciones citadas anteriormente constituian el
"extracto acuoso II de frutos de Opuntia dillenii Haw. parcialmente

purificado" (EAOD) que se conservaba a una temperatura de -20°C.
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Preparacién del extracto acuoso II de frutos de Opuntia dillenii Haw.

Dada la acidez del extracto, y para poder realizar los diferentes
estudios farmacolégicos, fue reconstituido con tampdén fosfato a pH 7 y 0.001
M, evitando la aparicién de modificaciones en la conducta y alteraciones en

las respuestas del animal que produjeran errores en la interpretacién de los

datos obtenidos.
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3.1.3.-RESULTADOS

Una vez realizado el procesamiento necesario para la obtencién del
extracto acuoso II de frutos de Opuntia dillenii Haw. (EAOD), se calculé el
rendimiento alcanzado tanto para el extracto acuoso I> como para el EAOD.
Asf, para el extracto acuoso I se obtuvo un rendimiento del 8.92+0.38%
(porcentaje obtenido a partir del peso tofal de materia prima utilizada),
similar a los obtenidos por Ferndndez (1989) y Fresen (1992). Para el extracto
acuoso IT de frutos de Opuntia dillenii Haw. se obtuvo un rendimiento del
1.474+0.30% (porcentaje obtenido a partir del peso del extracto acuoso I,
aplicado sobre el lecho de Sephadex G25M), similar al obtenido por Fresen

(1992).
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3.2.-ANALISIS ESTADISTICO

Para objetivar la existencia de diferencia estadisticamente significativa
se realizé un andlisis de la varianza, mediante el procedimiento ONE WAY
del paquete de programas estadisticos SPSS (Statistical Package for the Social

Sciencies). Se considerd la existencia de diferencia significativa para p <0.05.

Previamente se habia realizado un estudio de la normalidad de los
diferentes grupos experimentales mediante el procedimiento NPAR-test. En
cada experimento se estudié la homogeneidad de las varianzas mediante

diferentes test (Cochrans y Bartlett-box).

En el caso de que existiese diferencia significativa en el andlisis de la
varianza se realizaron comparaciones miiltiples mediante el test de Scheffe
(un subprocedimiento del procedimiento ONE WAY del SPSS) para

determinar en que grupo aparecia la diferencia significativa.

En las grdficas de los diferentes experimentos queda reflejada

mediante la presencia de un asterisco la existencia de diferencia significativa.
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3.3.-TEST DE IRWIN

3.3.1.-INTRODUCCION

El test de Irwin (1968) ha sido ampliamente utilizado como método de
observacién exhaustivo a nivel de conducta, estado neuroldgico y autonémico.
Se utiliza una escala de valoracién y aproximadamente se requieren 3 minutos

para procesar cada animal.

Este test ocupa un lugar importante dentro de las pruebas
/

farmacolégicas que deben realizarse en el estudio de un nuevo producto
farmacoldgico, debido a la gran diversidad y calid#d de la informacién
obtenida. Es una prueba preliminar junto con la DL, en el screening de
nuévos fdrmacos, siendo su realizacién necesarias para proseguir la
investigacién. La valoracién se hace de forma subjetiva, por lo que es
necesario un periodo prolongado de adiestramiento del investigador, para

poder conocer las reacciones normales del animal.

Mediante este test podemos obtener informacién sobre:
comportamiento (percepcién, esterotipia, pasividad), disposicién de 4nimo,
actividad motora, excitacién del S.N.C., tono muscular, reflejos y sistema
nervioso auténomo. La secuencia del procesamiento de los animales para la
realizacién del test de Irwin viene mﬂejada en las figuras 6 y 7. Para la
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valoracién nos basaremos en los estudios realizados por Irwin (1968).

3.3.2.-MATERIAL Y METODO

Para la realizacién del test se utilizaron 50 ratones machos (Albino-
Swiss OF 1), suministmdog por Iffa Credo y posteriormente adaptados y
criados en el bioterio de la Facultad de Medicina, con un peso comprendido
entre 35 y 40 g, valordndose comparativamente con animales control los 49
pardmetros del test a los 15, 30, 60 y 120 minutos tras la administracién del

extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.

El test fue realizado con el extracto tipo I reconstituido con tampén
fosfato, administrdndose un volumen de 0.5 ml i.p. segin los siguientes
grupos experimentales:

-grupo control: 0.5 ml i.p. de tampdn fosfato (n=10)

-grupo I: 25 mg/kg de extracto (n=10)

-grupo II: 100 mg/kg de extracto (n=10)

-grupo III: 400 mg/kg de extracto (n=10)

~-grupo IV: 1600 mg/kg de extracto (n=10)
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Parte experimental

" Figura 6: Secuencia del manejo de animales para la realizacién del test de
Irwin. Tomado de Irwin (1968).
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Figura 7: Secuencia del manejo de animales para la realizacién del test de
Irwin. Tomado de Irwin (1968).
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Parte experimental

RESUMEN DE 1.OS PARAMETROS DE CONDUCTA EXAMINADOS Y
LOS CRITERIOS DE VALORACION

L-En recipiente transparente

L.a.-Posicién corporal

0 Completamente acostado

1 Tendido sobre un costado

2 Tendido derecho

4 Sentado

6 De pie sobre las patas traseras

8 Saltos verticales repetidos

P = Cierre palpebral (0-8)

Lb.-Actividad locomotora

0 Ninguna; Descansando

2 Rascado casual, acicalado/despacio apatia

4 Rascado vigoroso

6 Movimientos vigorosos

8 Movimientos vigorosos extremos

L.c.-Conducta extraiia (0-8)

HF Golpes de cabeza P Encabritarse
HS Biisqueda con la cabeza UW Caminar sobre patas traseras
H Alucinaciones AW Vagar sin propdsito
B Mordida compulsiva C Hacer circulos
SB Mordidas autolesivas W Hacer circulos rdpidos
L Lamer compulsivamente R Retroceso
D Desorientacién espacial
I.d.-Exoftalmos
+ Presente
L.e.-Frecuencia y ritmo respiratorio -
0 Apnea
2 60/min R Laboriosa
4 120/min R Esforzada
6 180/min D Disneica
8 240" /min G Gasping

L.f.-Temblor
I.g.-Sacudidas
Lh.-Convulsiones

II.-En_anfiteatro
I1.a.-Excitacion al ser transferida
0 Coma

1 Marcado estupor
2 Moderado estupor
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Parte experimental

3 Ligero estupor
4 Alerta
S Hiperalerta
6 Excitacién ligera
7 Excitacién moderada
8 Escudasen extrema
C Catalepsia
I1.b.-Locomocién espacial
(0-4) multiplicado por factor:
Despacio = 1
Activo = 1.5
Rdpido = 2
ILc.-Cierre palpebral
0 Ojos completamente abiertos
2 % cerrado
4 4 cerrados
6 3/4 cerrados
8 Totalmente cerrado
I1.d.-Piloereccién
(0-8) Ligera, Moderada, Marcada, Extrema
IL.e.-Asustar
0 Ninguno
2 Y% cm
4% cm
6 3/4 cm
8 1 cm o mds
IL.f.-Progresién en el callején
D retraso de 4* segundos; E Salida rdpida
-> No exploracién
I1.g.-Elevacién pélvica
0 Marcadamente tendido
2 Apenas acostado
4 3 mm de elevacién
6 6 mm de elevacién
8 12 mm de elevacién
C Postura agachada H Posicién de cabeza anormal
IL.h.-Elevacion de la cola
0 Relajada
2 Extendida horizontalmente
4 Elevada diagonalmente (45°)
6 Levantada verticalmente (90°)
8 Elevada diagonalmente retrégradamente (135°)
ILi.-Aproximacién del dedo (3 mm cerca del ratén durante 4 ")
0 Ninguna respuesta -
2 Solo movimientos de cabeza
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4 Movimientos hacia el dedo
6 Contacto parcial con el dedo
8 Contacto completo y exploracién
I1.j.-Retirada ante el dedo ’
0 Ninguna respuesta
2 Marcada mirada furtiva
4 Mirada furtiva con ligero retroceso de cabeza y
cuerpo
6 Mirada furtiva con moderado retroceso de cabeza y
cuerpo
8 Retirada continua
B Morder F Inmovilidad
I1.k.-Escape al contacto (Tocar 3 veces al animal desde la base del térax hacia
la cola)
0 Ninguna respuesta
2 Escape lento, ligeramente inmdévil (presién firme)
4 Escape moderadamente rdpido (presion ligera)
6 Escape vigoroso y rdpido
8 Escape extremadamente vigoroso (presién ligerisima)
IL.1.-Caminar atdxico (tumbos)
0 Ninguno
2 Ligero
4 Considerable
6 Marcado (caida cada 4-6 pasos
8 Se cae apenas se mueve
II.m.-Caminar hipotdénico
0 Ninguno
2 Ligero con pelvis subnormal
4 Moderada con pelvis baja
6 Moderada con pelvis tendida
8 Extrema con abdomen tendido
IL.n.-Caminar alterado
St Estepaje
Sp Espasticidad
W Caminar anadeante
Ds Dismetria :
Dk Caminar de pato
Sc Caminar en tijera
II.o.-Rotacién de los miembros -
0-8 Ligero, moderado, marcado, extremo
A Anterior
P Posterior
L Lateral
M Medial
F Solo los miembros anteriores
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II.p.-Total incapacidad para caminar

0-8 Ligero, moderado, marcado, extremo
I1.q.-Pasividad posicional (no lucha)

2 Sostenido por el cuello

4 Sostenido en posicién supina

6 Sostenido por un miembro delantero

8 Sostenido por un miembro trasero

IIL.-Suspensién por la cola

II1.a.-Situacién visual (distancia de la nariz)

0 Ninguno, incluso después del contacto con la nariz

1 Después del contacto con la nariz

2 Después de un marcado contacto con los pelos del morro (6 mm)

4 Después de ligero contacto con los pelos del morro. Activo (12 mm)

6 Antes del contacto con los pelos del morro. Activo (18 mm)

8 Extensidn vigorosa temprana, incluso miembros posteriores (25 mm)
IILb.-Fuerza de agarre (Agarrado a la rejilla se tira de la cola
horizontalmente) '

0 Ninguno

2 Agarre ligero. Semiefectivo.

4 Agarre moderado. Efectivo.

6 Agarre activo. Efectivo

8 Inusualmente efectivo.

II.c.-Tono corporal (comprimir ligeramente los lados del abdomen)

0 Completamente flicido (no vuelve a la posicién normal)

2 Ligeramente fldcido (vuelve ligeramente a la posicién normal)

4 Ligera resistencia

6 Moderada resistencia

8 Extrema resistencia. Como una tabla
III.d.-Hipotermia

+ Presente
II1.e.-Reflejo pineal

0 Ninguno

2 Retraccién moderada. Golpeclto ligeramente enérgico

4 Retraccién moderada. Golpecito moderadamente enérgico

6 Golpecito muy enérgico

8 Golpecitos repetidos hiperactivos apenas se toca
III.f.-Reflejo corneal

0 Ninguno

2 Cierre perezoso

4 Singular cierre palpebral activo

6 Doble cierre de ojos

8 Triple cierre de ojos
III.g.-Compresién digital (Compresién de la cara lateral del dedo medlo de
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ambos miembros traseros)

0 Ninguno

2 Ligera retirada

4 Retirada moderadamente rapida

6 Retirada enérgica y rdpida

8 Retirada muy enérgica con extensiones y flexiones repetidas
IIL.h.-Lucha posicional (al ser suspendido por la cola)

0-8 Ligera, moderada, marcada, extrema

(media entre reflejo pineal, corneal y situacién visual)
II1.i.-Manejo en el alambre (se deja que se agarre en el alambre y después se
suelta para ver el tiempo que tarda en caer)

0 Agarre activo con los miembros traseros

2 Moderada dificultad de agarre con los miembros traseros

4 Incapacidad de agarrarse con los miembros traseros. Subida ligera

6 Incapaz de levantar los miembros traseros. Cae en 6-10 "

8 Cae inmediatamente

B Cae por alteracién de la conducta

IV.-Posicién supina

IV.a.-Color de la piel
0 Extremadamente pilida
2 Moderadamente pélida
4 No pdlida. Escaso-moderadamente rosa oscuro
6 Profundamente rosa oscuro '
8 Profundamente rojo oscuro
C Cianosis (0-8)
IV.b.-Diarrea
+ Presente
IV.c.-Tono de los miembros
0-8 Ligero, moderado, marcado, extremo, resistente.
IV.d.-Tono abdominal
- 0 Completamente flicido. No retorna la cavidad
2 Ligeramente flicido. Retorna lenta o rdpidamente
4 Ligera resistencia
6 Moderada resistencia
8 Extrema resistencia. Como una tabla
IV.e.-Lagrimeo
+ Presente
C Cromodacriorrea
IV .f.-Salivacién
0 Ninguno
2 Muy ligeramente hiimedo la zona submaxilar
4 Himedo 1/4 de la zona submaxilar
6 Himedo 1/2 de la zona submacxilar
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8 Zona hiimeda en toda el area submaxilar
. IV.g.-Mordida provocada (Se fuerza la apertura bucal con una clavija de
madera mientras que se le aplica una presién moderada con un férceps en la
base de la cola (a 2.5 cm) durante 4"

0 Ninguno

2 Ligero, débil

4 Moderadamente activo; no vigoroso

6 Vigoroso; no inmediatamente o continuo

8 Extremadamente vigoroso, intenso y continuo
IV.h.-Estimulacién en la cola

0 Sin respuesta

1 Movimientos muy lentos, ligeramente paralizado/vocalizacién

2 Mordedura/escape ligera, vocalizacién moderada

4 Mordedura/escape moderada

6 Mordedura/escape vigorosa

8 Mordedura/escape extremadamente vigorosa
IV.i.-Reflejo de enderezamiento (Se deja caer el animal desde 30 cm en un
salto mortal y se ve como cae. Si hay alteracién se repite 3 veces)

0 Ninguna alteracién

1 Sobre un lado 1-2 veces

2 Sobre un lado 3-4 veces

3 Sobre un lado 5 veces

4 Sobre el lomo 1-2 veces

S Sobre el lomo 3-4 veces

6 Sobre el lomo S veces

7 Perezoso cuando es colocado sobre el lomo

8 Ausente cuando es colocado sobre el lomo y se le aprieta la cola

V.-Durante todo el manejo

V.a.-Irritabilidad al agarre (Tendencia a morder)
0 Ninguna
1 Ligera
2 Moderada
3 Marcada
V.b.-Vocalizacién
f Numero durante el manejo
V.c.-Urinacién-defecacién ’
f Numero durante el manejo
V.d.-Muerte aguda
+ Presente
C Convulsiones R Depresién respiratoria
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3.3.3.-RESULTADOS

Uno de los estudios preliminares a realizar con el extracto de Opuntia
dillenii Haw. es la realizacién del test de Irwin, el cual nos da una amplia
informacién sobre el mecanismo y lugar de accién de dicho extracto. En
funcién de la DL, se establecen las dosis utilizadas en el presente estudio,

acorde con el método de Miller y Tainter (1944).

En las siguientes tablas (tabla 3, 4, 5, 6 y 7) se muestran los resultados
obtenidos tras la realizacién del test de Irwin, para los diferentes grupos

experimentales estudiados.

Se aprecié una reduccién de la actividad motora general, objetivada
por el descenso de la actividad locomotora en el recipiente transparente, un
descenso de la locomocién espacial y una disminucién de la progresién en el
callején, que al igual que en el caso anterior se incrementa con la dosis del
extracto pero que desciende cuando el tiempo tras la administracién es

superior a los.60-120 min.

Con las dosis mds altas se objetivé a nivel del Sistema Nervioso
Auténomo una disminucién en la abertura palpebral, asi como una ligera

piloereccién, asocidndose a un ligero descenso de la frecuencia respiratoria.
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En cuanto a los posibles efectos del extracto a nivel del Sistema
Nervioso Central, se observé una ligera sedacién, una reduccién del ostado
de alerta y un aumento de la pasividad que aparece fundamentalmente en las
primeras determinaciones (15 y 30 min), mejorando a medida que pasaba el
tiempo, manifestdndose fundamentalmente en las pruebas en las que el animal
debia reaccionar frente al investigador o ante el emplazamiento en un espacio

. puevo para el animal, como era el caso de la excitacién al ser transferido,
aproximacién del dedo, retirada ante el dedo y escape al contacto, en las
cuales la respuesta del animal al ir aumentando la dosis descendia gl

compararla con la respuesta de los animales controles.

También se objetivé un descenso de la cqordinacién motora,
principalmente cuando el animal era sometido a la prueba del manejo sobre
el alambre, en la cual para las dosis mayores el animal era incapaz de

sujetarse con las patas traseras en el mismo.

Se objetiva asimismo un cierto efecto analgésico del extracto, puesto
de manifiesto por la escasa respuesta ante la compresién digital, la mordida

provocada y la presién en la cola, que se producia al ir aumentando las dosis.
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VALORACION

Tabla 3

Control

Recipiente transparente

Suspensién por 1a cola

Posicidn supina

Coment., Miscel. Arena

Dormido

Cierre palpebral

Actividad locomotora
Conducta extraila

Exoftalmos

Frecuencia y ritmo respiratorio
Temblor

Sacudidas

Convulsiones

Excitacién al ser transferida
Locomocidén espacial

Cierre palpebral
Piloereccién

Asustar

Progresién en el callején
Elevacién pélvica

Elevacién de la cola
Aproximacién del dedo
Retirada ante el dedo
Escape al contacto

Caminar atdxico

Caminar hipoténico
Caminar alterado

Rotacién de los miembros
Total incapacidad para caminar
Pasividad posicional

Situacién visual
Fuerza de agarre
Tono corporal
Hipotermia

Reflejo pineal

Reflejo corneal
Compresién digital
Lucha posicional
Manejo en el alambre

Color de la piel
Diarrea

Tono de los miembros
Tono abdominal
Lacrimeo

Salivacién

Mordida provocada

Presion en la cola

Reflejo de enderezamiento
Irritabilidad al agarre
Vocalizacién
Urinacién-defecacién

Muerte aguda
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Tabla 4

. + =Presente; -=Incapacidad para medir; Espacio en blanco= Valor normal

VALORACION Dosis: 25mg/kg
ts ts teo ti2
Dormido 2 2 2 2
Cierre palpebral 0 0 0 0
é Actividad locomotora 3 3 3 3
E Conducta extraiia 0 0 0 0
Exoftalmos
Frecuencia y ritmo respiratorio 4 4,2 4 4
Temblor
Sacudidas
Convulsiones
Excitacién al ser transferida 4 4 4 4
Locomocién espacial 3 2,6 3 3
Cierre palpebral 0 0 0 0
Piloereccién 2 2 2 2
Asustar 1,5 1,5 1,5 1,5
Progresién en el callején 48 50 54 54
Elevacién pélvica 4 4 4 4
Elevacién de la cola 2,8 2,6 2,8 2,8
Aproximacién del dedo 1,3 1,3 1,3 1,3
Retirada ante el dedo s 5 5 5
Escape al contacto 4 4 4 4
Caminar atdxico 0 0 0 0
Caminar hipoténico 0 0 0 0
Caminar alterado 0 0 0 0
Rotacién de los miembros 0 0 0 0
Total incapacidad para caminar 0 0 0 0
Pasividad posicional 0 0 0 0
P Situacién visual 58 6 6
g Fuerza de agarre 58 6 6 6
= Tono corporal 38 4
E‘ Hipotermia :
% Reflejo pineal 6,2 6 6 6
g Reflejo corneal 6,2 6 6 6
@ Compresién digital 5,6 538 6 6
Lucha posicional 2,2 2 2 2
Manejo en el alambre 0 0 0 0
i Color de la piel 4 4 4 4
g Diarrea
& Tono de los miembros 4 4 4 4
E Tono abdominal 4 -4 4 4
Lacrimeo
Salivacién 0 0 0 0
Mordida provocada 4 4 4 4
Presién en la cola 6 6 6 6
E Reflejo de enderezamiento 0 0 0 0
Irritabilidad al agarre 0 0 0 0
Vocalizacién 0 0 0 0
Urinacién-defecacién 2,8 24 2,6 2
g Muerte aguda
:
S
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Tabla §

VALORACION Dosis: 100 mg/kg
ts ty teo 20
PDormido 2 2 2 2
Cierre palpebral 0 0 0 0
g Actividad locomotora 3 3 3 3
E Conducta extraiia 0 0 0 0
Exoftalmos
Frecuencia y ritmo respiratorio 38 4 4 4
g Temblor
Sacudidas
Convulsiones
Excitacidn al ser transferida 3,6 38 4 4
Locomocién espacial 24 24 3 3
Cierre palpebral 0 0 0 0
Piloereccién 2,5 24 2 2
Asustar 1,9 18 1,5 1,5
Progresién en el callején 45 47 50 52
Elevacién pélvica 35 38 4 4
Elevacién de la cola 2 2,3 2,5 2,5
g Aproximacién del dedo 1 1,3 1,3 1,3
Retirada ante el dedo 6 5 s ]
Escape al contacto 3 4 4 4
Caminar atdxico 0 0 0 0
Caminar hipoténico 0 0 0 0
Caminar alterado 0 0 0 0
Rotacién de los miembros 0 0 0 0
Total incapacidad para caminar 0 0 0 0
Pasividad posicional 0 0 0 0
a Situacién visual 5,6 58 6 6
g Fuerza de agarre 5,5 5,6 6 6
P Tono corporal 3,5 3,6 -4 4
E‘ Hipotermia
é Reflejo pineal 54 5,7 6 6
g Reflejo corneal 5,5 58 6 6
® Compresién digital 5,5 5,8 6,2 6
Lucha posicional 1,8 2 2 2
Manejo en el alambre 2 1,5 0 0
'i. Color de la piel 5 4,8 4 4
g Diarrea
& Tono de los miembros 3,5 33 4 4
E Tono abdominal 4 4 4 4
Lacrimeo
Salivacién 0 0 0 0
Mordida provocada 3 3,5 4 4
Presién en la cola 6 6 6 6
Reflejo de enderezamiento 0 0 0 0
g Irritabilidad al agarre 0 0 0 0
Vocalizacién 0 0 0 0
) Urinacién-defecacion 1,8 1 1 1
g Muerte aguda
!

+ =Presente; -=Incapacidad para medir; Espacio en blanco= Valor normal
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Tabla 6

VALORACION Dosis: 400 mg/kg
ts t teo b2
Dormido 2 2 2 2
8 Cierre palpebral 1 2 0 0
§ Actividad locomotora 1,5 1,8 2,2 3
E Conducta extraiia 0 0 0 0
Exoftalmos
g Frecuencia y ritmo respiratorio 3,5 3,6 4 4
E Temblor
Sacudidas
Convulsiones
Excitacién al ser transferida 2,5 2,8 3 4
Locomocién espacial 15 1,8 2 3
Cierre palpebral 1,4 0,9 0 0
Piloereccién 3 2,8 2,5 2
Asustar 2,8 1,8 1,6 1,5
Progresién en el callején 25 2 38 45
Elevacién pélvica 3 35 4 4
Elevacién de la cola 2,1 2 2,5 2,5
g Aproximacién del dedo 0,8 1 1,3 L3
Retirada ante el dedo 4 4,2 4,8 5
Escape al contacto 2,8 33 3,7 4
Caminar atdxico 0 0 0 0
Caminar hipoténico 0 0 0 0
Caminar alterado 0 0 0 0
Rotacién de los miembros 0 0 0 0
Total incapacidad para caminar 0 0 0 0
Pasividad posicional 0 0 0 0
a Situacién visual 5,6 5,6 6 6
g Fuerza de agarre 5 52 52 6
= Tono corporal 3 3.2 4 4
& Hipotermia
% Reflejo pineal 5 53 6 6
g Reflejo corneal -§,2 5,6 6 6
@ Compresién digital 4 4,2 4,8 6
Lucha posicional 1,6 1,8 2 2
Manejo en el alambre 2,8 3 1,5 0
] Color de la piel 6 6 48 4
2 Diarrea
g Tono de los miembros 33 38 4 4
E Tono abdominal 3,5 4 4 4
Lacrimeo
Salivacion 0 0 0 0
Mordida provocada 2,5 2,9 4 4
Presion en la cola 3,8 4,6 5 6
Reflejo de enderezamiento 0 0 0 0
E Irritabilidad al agarre 0 0 0 0
Vocalizacién 0 0 0 0
Urinacién-defecacién 1 0,5 0 0
g Muerte aguda
!

+ =Presente; -=Incapacidad para medir; Espacio en blanco= Valor normal
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VALORACION

Dosis: 1600 mg/kg

Recipiente transparente

Suspensién por la cola

Posicién supina

Coment. Miscel. Arena

Dormido

Cierre palpebral

Actividad locomotora
Conducta extraiia

Exoftalmos

Frecuencia y ritmo respiratorio
Temblor

Sacudidas

Convulsiones

Excitacién al ser transferida
Locomocién espacial

Cierre palpebral
Piloereccién

Asustar

Progresién en el callején
Elevacién pélvica

Elevacién de la cola
Aproximacién del dedo
Retirada ante el dedo
Escape al contacto

Caminar atdxico

Caminar hipoténico
Caminar alterado

Rotacién de los miembros
Total incapacidad para caminar
Pasividad posicional

Situacién visual
Fuerza de agarre
Tono corporal
Hipotermia

Reflejo pineal

Reflejo corneal
Compresién digital
Lucha posicional
Manejo en el alambre

Color de la piel
Diarrea

Tono de los miembros
Tono abdominal
Lacrimeo

Salivacién

Mordida provocada

Presién en Ia cola

Reflejo de enderezamiento
‘Trritabilidad al agarre
Vocalizacién
Urinacién-defecacién

Muerte aguda

-

[N N

teo tizo
2 2

0 0
23 3

0 0
4 4
2,9 38
2 3
0,5 0
2,5 2
1,6 L5
30 41
4 4
2,5 2,5
1,3 1,3
48 §
3,7 4

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

0 0

6 6
51 6

4 4

6 6

6 6
4,8 6

2 2

2 0

6 5

4 4

4 4

0 0

4 4

5 6

0 0

0 0

0 0

0 0

+ =Presente; - =Incapacidad para medir; Espacio en blanco= Valor normal
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Parte experimental

3.4.-TOXICIDAD AGUDA

3.4.1.-INTRODUCCION

La toxicidad aguda es un término que se refiere a los efectos téxicos
producidos por una dosis Unica de un compuesto. Esta es investigada en
animales de experimentacién durante la evaluacién de la seguridad de un
.producto quimico que vaya a ser utilizado como aditivo alimentario, drogas

farmacolégicas, cosmético o productos del hogar.

El conocimiento de la toxicidad aguda de un compuesto es de gran
importancia, ya sea en el caso de un envenenamiento accidental con un
producto quimico o en el caso de que se considere el ensayo terapéutico de un

determinado fdrmaco (Balazs, 1970).

3.4.2.-MATERIAL Y METODO

Para la determinacién de la DL, se utilizaron 46 ratones machos
(Albino-Swiss OF 1) suministrados por Iffa Credo y posteriormente adaptados
y criados en el bioterio de la Facultad de Medicina, con un peso comprendido

entre 35 y 40 g.

Cada dia se les administraba a 10 animales por via IP 0.5 ml del
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Parte experimental

extracto I de Opuntia dillenii Haw., reconstituido con tampdn fosfato a las
dosis m4s abajo indicadas, y eran devueltos a sus jaulas sin restriccién de
comida y agua. A las 24 horas de la administracién fue valorado el mimero

de muertes inducido por cada dosis.
Como primera aproximacién, se realizaron una serie de experimentos
dirigidos a buscar una dosis mdxima que no produjera letalidad alguna y una

dosis minima que representara el 100% de letalidad.

Los grupos experimentales realizados fueron los siguientes:

-grupo control: tampén fosfato (0,5 ml) (n=10)
-grupo I: 800 mg/kg (n=10)
-grupo II: 1600 mg/kg (n=10)
-grupo III: . 3000 mg/kg (n=10)
-grupo IV: 5560 mg/kg (n=10)

Con los datos resultantes se calculé la DL, siguiendo el método de
Miller y Tainter (segin lo describe Paget, 1970). Con este método se
determiné de forma préctica la DL, asi como una estimacién del error
estdndar. Los datos se dibujaron sobre un papel logaritmico. La DLy, se
obtuvo directamente de la grifica y representaba la mortalidad inducida por
el 50% de lﬁ dosis m4dxima administrada. El error estindar fue estimado a

partir de la siguiente férmula:
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Dosis 84% - 16%
V2N

Las dosis 84% y 16% fueron leidas directamente del grifico. N

representa el mimero de animales que contribuyen a cada valor dibujado.

Para el cdlculo de la toxicidad aguda "per os" se siguié un método

similar al descrito, con los mismos grupos experimentales.
3.4.3.-RESULTADOS

Con las dosis administradas del extracto acuoso de Opuntia dillenii

Haw. (800, 1600, 3000 y 5560 mg/kg), tanto cuando se administré "per os"

como cuando se administré por via i.p., no se observé la muerte de ningin

animal.

Con las dosis miximas se observé un cierto aturdimiento del animal,

el cual respondia mediante estimulo sonoro.
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3.5.-ESTUDIO DE ANALGESIA

3.5.1.-INTRODUCCION

Autores como Murayama et al. (1991) y Cao et al. (1992) han
estudiado el efecto analgésico de diversos extractos de plantas (Aconitum,
Ranunculus japonicus) mediante diferentes métodos entre los que destacan el
estudio de la analgesia mediante el plato caliente (hot-plate), inhibicién del
retorcimiento del animal al administrarle dcido acético, estudios de la
analgesia mediante ensayos de presién y mediante la utilizacién de focos

calorificos.

Atendiendo a la similitud de la estructura quimica de la betanina con
la de ciertas 'drogas utilizadas por sus efectos analgésicos, se idearon una serie
de estudios para dilucidar los posibles efectos analgésicos y antiinflamatorios
del extracto de los frutos de Opuntia dillenii Haw. Nos pareci6é que un método
fiable y reproducible, para el estudio de la analgesia, era la utilizacién del

analgesimetro de foco calorifico en la cola de la rata.
3.5.2.-MATERIAL Y METODO

Los estudios de analgesia se realizaron mediante un analgesimetro de
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foco calorifico (Letica, LI-7106), instrumento que permite la medicién del
tiempo de respuesta de ratas a la estimulacién dolorosa mediante calor
radiante en la cola. El analgesimetro est4d dotado de una fuente de calor de
intensidad regulable y de un adecuado sistema de deteccién de la respuesta
del animal asociado a un cronémetro que mide la latencia de respuesta con

una precisién de décimas de segundo.

Para la realizacién del estudio de analgesia se utilizaron 48 ratas
hembras Sprague-Dawley suministrados por Iffa Credo y posteriormente
adaptados y criados en el bioterio de la Facultad de Medicina, con un peso
comprendido entre 220 y 250 g, a las que se permitié habituar a las
condiciones del laboratorio durante un periodo de 4 dias, disponiendo de

comida y agua "ad libitum".

El dia del estudio las ratas se introdujeron en un contenedor, que
servia para inmovilizar el animal, previamente a la realizacién del
experimento con el fin de que durante la realizacién del mismo el animal

estuviese tranquilo.

A cuatro grupos de ratas se les administré por via i.p. 1 ml de
Extracto I, reconstituido con agua desionizada, mientras que a un quinto
grupo se le administré metamizol magnésico, fArmaco de efecto analgésico

conocido, segiin los siguientes grupos experimentales:
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Grupo control: tampén fosfato (n=6)
Grupo I: 25 mg/kg de extracto (n=6)
Grupo II: -~ 100 mg/kg de extracto (n=6)
Grupo III: 400 mg/kg de extracto (n=6)
Grupo IV: 1600 ﬁlglkg de extracto (n=6)
Grupo V: 30 mg/kg de Metamizol Magnésico (n=6)
Grupo VI: 60 mg/kg de Metamizol Magnésico (n=6)

Se valoraron comparativamente con animales control a los 15, 30, 60

y 120 minutos tras la administracién intraperitoneal.
La ixitensidad de la fuente de calor se colocé en el nivel 3.

El efecto analgésico del extracto se comparé con un firmaco de
importante efecto analgésico, como es el metamizol magnésico. El metamizol
magnésico es un derivado pirazoldniqo que posee una accién anafgésica a tres
niveles: periférico, medular y taldmico, sin efectos opidceos, ni inhibidores de
las .prostaglandinas.- Asimismo desarrolla una accién antitérmica y
antiinflamatoria. Por ser una sal ménésica posee un efecto positivo ;sobre el

dolor provocado por espasmos de 6rganos huecos.
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3.5.3.-RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el estudio de la analgesia en la cola de la
rata médiante analgesimetro de foco de calor quedan reflejados en las tablas
8 y 9 y en las figuras 8 y 9, donde se muestra el tiempo de latencia a los 15,
30, 60 y 120 min tras la administracién de diferentes dosis de un extracto

acuoso de Opuntia dillenii Haw. y de metamizol magnésico.

Tabla 8

Influencia sobre la sensacién dolorosa inducida mediante estimulo calorifico
en la cola de rata, de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw., medido con un analgesimetro (tail-flick).

anaria. Biblioteca Digital, 2003

Dosis (mg/kg) o T, > Ty T Ty
Control 6 5,42+0,34" 4,90+1,67 4,73+0,53 4,68+0,65
1600 6 8,47+2,05 6,83+2,09 5,97+2,34 4,93+0,70

400 6 7,57+2,44 6,75+2,30 5,52+1,37 5,30+1,05

100 6 7,38+1,05 5,98+1,27 5,67+3,16 4,87+0,62

25 6 578+2,13 530+1,42 4,82+1,22 4,83+1,60

* miimero de experimentos realizados

b d ¢ tiempo de latencia en segundos, a los 15, 30, 60 y 120 min tras la
administracién IP del extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.

T media + desviacién estdndar
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Tabla 9

Influencia sobre la sensacién dolorosa inducida mediante estimulo calorifico
en la cola de rata de diferentes dosis de metamizol magnésico, medido con un
analgesimetro (tail-flick).

Dosis (mg/kg) = o T, Tyt Tgd y
Control 6 5,42+0,34" 4,90+1,67 4,7310,53 4,68+0,65
30 6 8,48+1,15 6,85+1,27 5,12+1,23 4,62+0,92
60 6 7,62+2,13 8,43+1,60 8,70+1,08 11,65+0,75

* mimero de experimentos realizados

b %4 ¢ tiempo de latencia en segundos, a los 15, 30, 60 y 120 min de la
administracién IP del metamizol magnésico. .

" media + desviacifén estdndar

En la iabla 8 puede observarse como para las dosis de 100, 400 y 1600
mg/kg a los 15 y 30 minutos de haber administrado el extracto acuoso de
frutos de Opuntia dillenii Haw. por via intraperitoneal, se produce un efecto
analgésico, reflejado en un incremento sobre los valores control de la

permanencia de la cola del'animal bajo el foco calorifico del analgesimetro.

En la tabla 9 se observa con la dosis de 30 mg/kg de metamizol
magnésico un efecto analgésico de corta duracién, similar al efecto analgésico
provocado tras la administracién de 400 mg/kg del EAOD, perdiéndose este
efecto analgésico al cab‘o de 2 horas. Con la. dosis superior del metamizol
magnésico (60 mg/kg) el efecto analgésico a las dos horas de la administracién
es superior en intensidad al provocado tras la administracién de la dosis mas
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Efecto analgésico de un EAOD

Tiempo de latencia (segundos)

12

10 )
.
.

—
g7 :

S W & O

0:15 0:30 1:00 2:00
Tiempo tras administracién EAOD (horas)

M Control #4125 mg/kg BAOD E 100 mg/xg EAOD N 400 mg/kg EAOD

Figura 8: Influencia de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre la sensacién dolorosa inducida mediante foco calorifico
(tail-flick) en ratas. Cada barra representa la X para n=6.
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Efecto analgésico del Metamizol

Tiempo de latencia (segundos)

12

10| |

- 018 0:30 1:00 2:00
Tiempo tras administracién Metamizol (horas)

M Control 30 mg/kg Metamizol B 60 mg/kg Metamizol

Figura 9: Influencia de diferentes dosis de metamizol magnésico sobre la
sensacién dolorosa inducida mediante foco calorifico (tail-flick) en ratas. Cada
barra representa la X para n=6.
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3.6.-ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

3.6.1.-INTRODUCCION

HanA sido muchos los autores (Cao ef al., 1992; Murayama ef al., 1991;
Lanhers et al., 1991) que han estudiado el efecto antiinflamatorio de
diferentes extractos de plantas, intentando comprobar lo que en este sentido
refiere la cultura popular. En muchoé de los casos las caracteristicas
estructurales de los componentes activos de estos extractos, suelen tener
similitud con muchos fdrmacos de efecto analgésico reconocido. Algunos de
los estudios mds frecuentes que se suelen realizar para determinar la
actividad antiinflamatoria de un producto farmacoldgico son el test del edema
inducido por carragenina, estudio de la permeabilidad vascular inducido por

dcido acético y estudio del granuloma inducido por algodén.

Para el estudio del efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de frutos
de Opuntia dillenii Haw., el agente flogistico elegido fue la carragenina, un
mucopolisacdrido derivado de un musgo del Mar de Irlanda (Chondrus). La
respuesta inflamatoria a esta sustancia depende enteramente de estimulos
lﬁcalos (Gardner, 1960), se desconoce que tenga efectos antigénicos, no existen

efectos sistémicos y tiene un alto grado de reproducibilidad.
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El edema inducido por la inyeccién subplantar de carragenina es
bifdsico. En la primera fase el edema estd inducido por la liberacién de
serotonina e histamina, mientras que el edema de la fase tardia est4d mediado
por las prostaglandinas; la continuidad entre las dos fases estd mediada por
las cininas. Este proceder ha sido ampliamente aceptado como un método

para la investigacién prospectiva de agentes antiinflamatorios.
3.6.2.-MATERIAL Y METODO

30 ratas macho de raza Sprague-Dawley variedad albina norvegicus
suministrados por Iffa Credo y posteriormente adaptados y criados en el
bioterio de la facultad de Medicina, con un peso comprendido entre 160-200
g, fueron mantenidas con agua y alimento "ad libitum". El efecto del extracto
acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre la inflamacién provocada por la
carragenina fue comparado con el efecto antiinflamatorio producido tras la

administracién de 100 mg/kg de fenilbutazona (Sen et al., 1991).

Las drogas fueron administradas mediante inyeccién intraperitoneal.
Quince minutos antes de la administracién intraperitoneal de las diferentes
dosis del extracto y de la fenilbutazona, 0.1 ml de una solucién de
carragenina (Sigma) en solucién fisiolégica fue inyectada en el tejido
subplantar de la pata trasera derecha, mientras que 0.1 ml de solucién salina

fue inyectada en la pata trasera izquierda. Debido a la hidratacién uniforme
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de las ratas, la variabilidad de la respuesta edematosa en la pata fue

minimizada.

La fenilbutazona y las diferentes dosis del extracto fueron

administradas por via IP en un volumen de 0.5 ml, segin los siguientes

grupos experimentales:
Grupo control: 0,5 ml de tampén fosfato IP (n=6)
Grupo It 25 mg/kg de extracto IP (n=6)
Grupo II: 100 mg/kg de extracto IP (n=6)
Grupo III: 400 mg/kg de extracto IP (n=6)

La carragenina fue preparada como sqspensidn al 1% en NaCl al 0.9%

(1000 ug/100 ul). Un volumen de 0.1 ml fue inyectado a través de una aguja
dentro del tejido plantar de la pata trasera derecha. El incremento de
didfmetro en porcentaje fue medido a las 1/2, 1, 2 y 3 horas tras la

administracién del agente flogistico.

Se realizaron mediciones dorso-ventrales de la pata trasera del animal
en la que se iba a inyectar la carragénina, antes y después de la inyeccién,
mediante un calibrador ‘micrométrico, considerdndose como control al

didmetro de la pata contralateral (Murayama et al., 1991).
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3.6.3.-RESULTADOS

Los resultados del estudio del efecto antiinflamatorio del extracto
acuoso de Opuntia dillenii Haw. se muostran en la tabla 10 y en la figura 10,
donde se observa cémo la fenilbutazona presenta un efecto antiinflamatorio
similar al relatado por otros autores (Sent et al., 1991), mientras que el
extracto acuoso de Opuntia dilleni Haw. sélo presenta un efecto
antiinflamatorio significativo para la dosis m4s alta y tinicamente para los

primeros periodos de tiempo estudiados.

Tabla 10

Efecto de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre el edema en la
pata de rata inducido por carragenina al 1%

% de incremento del didmetro de la pata

Substancia Dosis (mg/kg)  0.5h* 1h* 2k 3h!
Control 354+2,4 37,3+2,6 42,51+2,0 48,0+4,1
Fenilbutazona 100 35,1+1,8 30,1+3,6 28,2+1,8 25,2+3,0
E.A.O.D. 25 35,7+2,5 37,4+2,8 42,3+3,5 48,3+3,1
E.A.O.D. 100 35,7+3,8 36,1+2,1 42,31+2,9 48,813,
E.A.O0.D. 400 36,8+2,8 32,0+2,2 38,4+1,8 47,312,7

sbed tiempo transcurrido (en horas) desde la administracién del agente
flogistico hasta la medicién.

° media + desviacién

f
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Efecto antiinflamatorio de un EAOD

% Incremento difmetro pats
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0:l30 1:00 2:00 3:l00
Tlempo tras administracién EAOD (horas)

M Coatrol (1100 mg/kg do Fenilbut. 125 mg/kg EAOD [ 100 mg/kg BAOD 5400 mg/kg RAOD

Figura 10: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre la inflamacién provocada por la carragenina inyectada en
la pata de la rata, comparédndolo con la fenilbutazona. Cada barra representa
lax para n=6.
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3.7.-ESTUDIO DE LA COORDINACION MOTORA

3 070 1 ", DUCCI

Las influencias del extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre la
coordinacién motora; el tono muscular y la funcién de prensa de los animales
fue realizado mediante un Rota-Rod LI 8500. El Rota-Rod estd basado en un
tambor rotatorio controlado mediante un potente motor. La velocidad de giro
es controlable linealmente. Bajo cada uno de los discos separadores existe una
plataforma basculante que se desplaza al caer el animal desde el tambor,
desactiva el temporizador, y permite establecer el tiempo de permanencia

(latencia) de cada animal sobre el cilindro.

Hay diversas modalidades de trabajo en lo que se refiere al momento
en que los animales deben ser colocados sobre el tambor. Es posible ponerlos
con el aparato detenido, con el aparato enA marcha a su velocidad minima o
bien con el aparato en marcha a la velocidad de test seleccionada. Para
realizar este experimento se ha elegido la primera modalidad, es decir, poner

los animales con el aparato detenido a la velocidad de test seleccionada.
3.7.2.-MATERIAL Y METODO

Para la realizacién del estudio los animales fueron adiestrados durante
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dos dias consecutivos manteniéndose sobre el tambor un tiempo determinado
en cuatro sesiones diarias, seleccionando los animales segiin su tiempo de
latencia. El tiempo de latencia establecido fue de § minutos, desechando
aquellos animales que no conseguian superarlo, realizando el aprendizaje a

12 rpm.

El dia del experimento los animales realizaron la iiltima sesién de

adiestramiento 3 horas antes de la administracién del extracto.

El estudio se realizé a una velocidad superior a la que estaban
habituados los animales, # una velocidad de giro de 20 rpm para aumentar
1a sensibilidad del test, y se contabilizé el tiempo de latencia. Para observar
el efecto del extracto en relacién con el tiempo, el estudio se hizo a los 15, 30
y 60 minutos tras la administracién de 1 ml del extracto por via

intraperitoneal.

Se utilizaron 40 ratones machos (Albino-Swiss OF 1) suministrados por
Iffa Credo y posteriormente adaptados y criados en el bioterio de la facultad
de Medicina, con un peso comprendido entre 35 y 40 g, de los que se

seleccionaron 24 segiin el tiempo de latencia en el Rota-Rod.

Se utilizaron 3 dosis del Extracto Acuoso Bruto de Opuntia dillenii

Haw. segiin los siguientes grupos experimentales:
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* grupo control: 0.5 ml de tampén fosfato a pH 7 (n=6)

* grupo I: 1600 mg/kg de extracto (n=6)
* grupo II: 400 mg/kg de extracto (n=6)
* grupo III: 100 mg/kg de extracto (n=6)

El extracto fue reconstituido con tampén fosfato a pH 7,

administrdndose un volumen de 0.5 ml por via i.p.

3.7.3.-RESULTADOS

Los resultados obtenidos al estudiar la coordinacién de ratones sobre
un Rota-Rod tras la administracién IP de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw. a las dosis de 1600,‘ 400 y 100 mg/kg se refleja en la tabla 11 y
figura 11, donde se anota el tiempo que el ratén tarda en caer de un rotor
que gira con aceleracién constante, partiendo de una velocidad de 20 rpm, y
que cada minuto la velocidad dumenta en 7,2 rpm. El experimento se realizé

a los 15, 30, 60 y 120 tras la administracién IP del extracto.
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Tabla 11

Efecto de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre la coordinacién
motora del ratén estudiado mediante un Rota-Rod

Dosis n' 15 min® 30 min® 60 min* 120 min®
(mg/kg) ,
Control 56,0+23,9° 65,7+27,3 69,5+23,0 68,01+27,8

400 66,2+12,7 67,5+274  56,7+27,8 53,5+20,4

6

1600 6 20,5+11,0  40,219,4 59,7+26,1 67,51£74,2
6

100 6 132,8149,7 15541414 150,21+54,6 138,8142,7

* mimero de experimentos realizados
b d ¢ tiempo de permanencia sobre el rotor a los 15, 30, 60 y 120 min tras
la administracién del extracto acuosos de Opuntia dillenii Haw.
! media + desviacién estdndar
En la tabla 11 se observa que con la dosis de 1600 mg/kg aparece una
disminucién importante del tiempo de permanencia del ratén sobre el rotor,

mientras que con la dosis de 100 mg/kg se observa un importante incremento

del tiempo de permanencia sobre el rotor.
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Coordinacion motora

Tiempo de permanencia (segundos)
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Figura 11: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre la coordinacién motora del ratén sobre un Rota-rod. Cada

barra representa la X para n=6."
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3.8.-ESTUDIO DEL TRANSITO INTESTINAL

3.8.1.-INTRODUCCION

Cuando se realiza el estudio farmacolégico de un extracto vegetal, suele
ser frecuente la aparicion de efectos a nivel de la motilidad gastrointestinal,
ya sea aumentdndola o disminuyéndola (Lutterodt, 1992; Poli et al., 1992;

Aguwa, 1986).

Nosotros ya conociamos a través de la tradicién popular la existencia
de casos de obstrucciones intestinales desencadenadas pdr la ingesta de frutos
de Opuntia dillenii Haw., por lo que realizamos el estudio in vivo del trdnsito

intestinal en ratones .
3.8.2.-MATERIAL Y METODO

El estudio consiste en objetivar la variacién del transito intestinal de
una suspensién de carb6én vegetal cuando se administran diversas dosis del
extracto acuoso I de Opuntia dillenii Haw., asi como de sulfato de atropina,
ambas sustancias administradas por via IP, segin el método descrito por

Aguwa (1986).
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Para la realizacién del presente estudio se utilizaron 36 ratones albinos
de ambos sexos (Albino-Swiss OF1), suministrados por Iffa Credo y
posteriormente adaptados y criados en el bioterio de la facultad de Medicina,
con un peso comprendido entre 30-35 g, que fueron aleatoriamente divididos
en 6 grupos iguales. Todos los animales fueron enjaulados durante 24 horas
vpermitiéndoselas el libre acceso al agua. A los animales se les administraroh
diferentes dosis del extracto y de un anticolinérgico conocido (sulfato de

atropina), segiin los grupos experimentales siguientes:

Grupo control: 0,5 ml de tampdn fosfato IP (n=6)
Grupo I: 25 mg/kg de extracto IP (n=6)
Grupo 1I: 100 mg/kg de extracto IP (n=6)
Grupo III: 400 mg/kg de extracto IP (n=6)
Grupo IV: 1600 mg/kg de extracto IP (n=6)

Grupo V: 10 mg/kg de sulfato de atropina SC (n=6)

A los 15 min se les administré a todos los grupos de ratones 0.5 ml de
una suspensién de carbén vegetal al 5% V/V en una suspensién de goma
tragacanto por via oral. Dicha suspensién fue preparada de acuerdo con la
siguiente férmula:

-Carbén vegetal: 5 mg
-Goma fragacanto: Sgr

-Agua destilada: 100 ml
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Una vez transcurridos 20 min tras la administracién de la suspensién

de carbén vegetal, los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis

de pentobarbital (130 mg/kg IP).

Posteriormente el abdomen fue abierto en la linea media, se localizé
y ligé el piloro y se fue extrayendo el intestino sin producir tracciones, al
tiempo que era separado de los mesos lo mas cerca del intestino posible, sin
poner el intestino en posicién vertical. Se localizé, ligé y corté en la unién
ileocecal y se extendié sobre una superficie blanca para su posterior Amedicién.
~ Se midié la longitud del recorrido de la suspensién de carbén vegetal desde
el piloro hacia la unidn ileocecal, expresando esta medida como porcentaje de

la longitud total del intestino delgado, segiin la siguiente férmula:

%recorridoé—lx%q

1= Longitud recorrida por la suspensién de carbén vegetal

L= Longitud total del intestino
3.8.3.-RESULTADOS

Los resultados del estudio de la motilidad intestinal se pueden observar
en la tabla 12, donde se refleja la longitud total del intestino, la longitud de
intestino recorrida por la suspensién de carb6én vegetal y el porcentaje

recorrido en relacién a la distancia total del intestino delgado. En la figura
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12 se refleja el porcentaje de intestino recorrido en funcién de la dosis
administrada del extracto acuoso I de Opuntia dillenii Haw. compardndola
con el efecto que provoca una dosis de atropina de 10 mg/kg de peso en el
trénsito intestinal. El experimento se realizé con una suspensién de carbén
vegetal administrado por via oral, administrdndose previamente 1 ml IP de
un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. a las dosis de 1600, 400, 100 y

25 mg/kg.

En la tabla 12 se observa un importante descenso del porcentaje de
recorrido para la suspensién de carbén vegeﬁl, incluso para la dosis mds
pequeiia utilizada de 25 mg/kg, siendo méxima esta disminucién del recorrido
- para la mayor dosis utilizada (1600 mg/kg) Para la dosis administrada de
atropina, la reduccién del trénsito intestinal es similar a la objetivada tras la
administracién de una dosis que oscila entre 400 y 100 mg/kg, del extracto

acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw.
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Tabla 12

Efecto de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre el trdnsito
intestinal con carbén activo en la rata.

Droga Dosis n* Long,’ long,. Porcentaje’
(mg/kg)

Tampdén fosfato 4Omlkg 6 70,7+2,5 46,212,5 65,3+1,2
Sulfato de Atropina 10 6 72,3+3,2 13,9+1,9 19,3+2,1
EAOD 1 1600 6 62,8+1,9 6,5+4,5 10,5+7,3
EAOD 1 400 6 69,5442 9,1+2,8 13,0£3,3
EAOD 1 100 6 68,7+2,6 17,619,4 26,119,7
EAOD 1 25 6 76,7+4,7 38,21+6,4 49,716,0

* mimero de experimentos realizados

® Jongitud total del intestino delgado de la rata (desde el piloro hasta la
vélvula ileocecal) .

¢ longitud recorrida por el carbén activo 20 min tras su administracién
mediante cdnula intragdstrica

4 porcentaje de intestino delgado recorrido por el carbén activo

° media + desviacién estindar

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Estudio del transito intestinal

% de intestino recorrido

70

.............................................................

50|

.......................................

Control Atropina 25 mg/kg 100 mg/kg 400 mg/kg 1600 mg/kg
Dosis de O.dillenii

Figura 12: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia

dillenii Haw sobre el trdnsito intestinal, estudiado con carbén vegetal

administrado por via oral en la rata. Cada barra representa la X para n=6.
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3.9.-ESTUDIQ BIOQUIMICO

3.9.1.-INTRODUCCION

Siempl;e que se vaya a realizar un estudio farmacolégico de un
producto farmacoldgico es importante conocer en que forma se altera el
equilibrio existente en el organismo de los pardmetros bioquimicos
sanguineos, ya que estas alteraciones pueden producir descompensaciones

funcionales y orgdnicas en los diferentes sistemas y aparatos del organismo.

3.9.2.-MATERIAL Y METO

Se realizé un estudio bioquimico de la sangre de ratas de raza Sprague-
Dawley variedad albina norvegicus suministrados por Iffa Credo y
posteriormente adaptados y criados en el bioterio de la Facultad de Medicina
(Iffa Credo) de peso comprendido entre 160-195 g, a las que se administré
diferentes dosis del eitracto acuoso, segiin ‘los siguientes grupos

experimentales:

Grupo control: 0,5 ml de tampdn fosfato IP (n=6)
Grupo I: 25 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)
GrupoII: 100 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)

Grupo III: 400 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)
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30 minutos tras la administracién de las diferentes dosis del EAOD, las
ratas fueron anestesiadas con éter, y posteriormente se les extrajo unos 2 ml
de sangre mediante puncién cardiaca. Las muestras de sangre fueron
centrifugadas a 3.000 rpm durante 5 min y se enviaron a analizar al
laboratorio de urgencias del Hospital Insular. Los pardmetros estudiados

fueron los siguientes:

Glucosa

Urea

Creatinina
BUN/Creatinina

Proteinas totales
Albiimina

GOT

GPT
Triglicéridos
Colesterol

Ac. urico

Al mismo tiempo se realiz6é un estudio de los principales electrolitos:
Cloro

Sodio

Potasio

Calcio

100
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Magnesio

30903.‘RES g LT&QS

Los resultados del estudio bioquimico realizado en sangre arterial de
rata, tras la administracién IP de 1 ml de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw. a las dosis de 25, 100 y 400 mg/kg, queda reflejada en las tablas

13, 14, 15 y 16 y en las figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18 y 19.

Tabla 13

Efecto de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre diferentes
variables bioquimicas en sangre arterial de rata.

Control 25mg/kg 100 mg/kg 400 mg/kg

Cloro 113,0+2,4* 113,0+1,0 117,0+2,6 120,0+2,3
Sodio 141,1+1,8 144,410,5 146,71+2,4 149,112,2
Potasio A 4,61+0,9 4,2+0,1 3,74£0,5 3,81+0,1

* media + desviacién estdndar
Los valores de la tabla se expresan en mMol/L
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Tabla 14

Efecto de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre diferentes
variables bioquimicas en sangre arterial de rata.

Control  25mg/kg 100mg/kg 400 mg/kg

Calcio - 11,5+0,1° 11,1+0,5 11,14+0,3 11,1+0,2
Magnesio 3,340,3  2,740,8 3,040,1  2,840,1
Urea 229+1,6 19,0+1,8 23,5+6,0 28,2+5,1
Creatinina 0,310,0  0,440,0 0,5+0,0  0,4+0,0
BUN 32,9+58 21,9+4,3  21,9+6,5 29,1+4,7
Ac. Urico 0,8+0,3  0,9+0,2 0,740,1  0,6+0,0
Triglicéridos 69,2+9,6 70,2+10,6 67,0+15,7 67,4+5,0
Colesterol 77,843,6 86,2+11,0 79,2+10,6 78,2+4,4
Glucosa 121,0+15,9 128,4+4,2 137,0+11,7 127,8+5,9

* media 1+ desviacidn estindar
Los valores de la tabla se expresan en mg/dL

Tabla 15

Efecto de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre las variables
bioquimicas en sangre arterial de rata.

Control 25mg/kg 100 mg/kg 400 mg/kg

Proteinas tot. 5,810,3" 5,810,2 5,710,2 5,910,2
- Albiimina 3,310,1 3,510,2 3,61+0,3 3,610,2

* media 1+ desviacién estdndar
Los valores de la tabla se expresan en g/dL
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Tabla 16

Efecto de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. sobre diferentes
variables bioquimicas en sangre arterial de rata.

Control 25mg/kg 100 mg/kg 400 mg/kg

GOT 208,0+26,4" 218,6+24,0 207,7+35,8 154,2127,1
GPT 79,0183  76,615,5 65,8+3,1 72,21+7,9

* media + desviacién estindar
Los valores de la tabla se expresan en U/L

De los resultados de las tablas 13, 14, 15 y 16, cabe resaltar la inexistencia
de alteraciones metabdlicas importantes. Fundamentalmente y para las dosis
mas altas del extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw., se aprecia
un ligero incremento de los niveles de cloro y sodio y un ligero descenso de
los niveles de potasio. Los niveles de urea y creatinina también aumentan
ligeramente, mientras que el dcido irico parece descender. De las
transaminasas la que m4s desciende es la GOT, principalmente para la dosis

de 400 mg/kg.
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Estudio bioquimico I

Cloro Sodio Potasio

M Coatrol Z25 mgxg EAOD i 100 mg/xg EAOD N 400 mg/kg EAOD

Figura 13: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles séricos de sodio, cloro y potasio en la rata. Cada
barra representa la X para n>6.
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~ Estudio bioquimico II

o |....

(-] »~ » - [ ]

Calcio

B Control 725 mg/xg EAOD EE 100 mg/kg EAOD N 400 mg/kg EAOD

Figura 14: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles séricos de calcio y magnesio en la rata. Cada
barra representa la X para n=6.

105



—Parte experimental

Estudio bioquimico III

Urea ‘ Creatinina BUN Ac. Urico

M Control 7425 mg/kg RAOD 100 mg/kg EAOD N 400 mg/kg RAOD

Figura 15: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles séricos de urea, creatinina, dcido trico y BUN
en la rata. Cada barra representa la X para n=6.
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Estudio bioquimico IV

g/dL

S = N W s &

M Control 725 mg/xg RAOD & 100 mg/kg RAOD N 400 mg/kg EAOD

Figura 16: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia

dillenii Haw sobre los niveles séricos de proteinas totales y alblimina en la -

rata. Cada barra representa la X para n=6.
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Estudio bioquimico V

u/L

. 250

..............................................

150}
100}

so|”

GOoT

B Control 7425 mg/xg EAOD EE 100 mg/kg RAOD N 400 mg/kg RAOD

Figura 17: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles séricos de GOT Y GPT en la rata. Cada barra
representa la X para n=6.
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Estudio bioquimico VI

100

o B & 8 B

Triglicéridos Colesterol

B Control #4125 mg/kg EAOD i 100 mg/kg BAOD N 400 mg/kg EAOD

Figura 18: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles séricos de triglicéridos y colesterol en la rata.
Cada barra representa la X para n=6.
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Estudio bioquimico VII

160

1“0l

100f .-

o B & 8 &

.........

.......

Control

25 mg/kg EAOD 100 mg/kg EAOD 400 mg/kg EAOD

Figura 19: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles séricos de glucosa en la rata. Cada barra
representa la X para n=6.
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3.10.-ESTUDIO HIPOGLUCEMICO

3.10.1.-INTRODUCCION

Los frutos de Opuntia dillenii Haw. tienen la reputacién popular en las
Islas Canarias de ser un agente hipoglucemiante. Es por lo que consideramos
interesante el investigar la existencia de bases cientificas para la utilizacién

de los frutos de Opuntia dillenii Haw. como droga hipoglucemiante.

Varios autores (Roman-Rameos et al., 1991; Frati-Munari et al., 1989)
han estudiado el efecto hipoglucemiante de diferentes plantas (Opuntia
streptacantha Lemaire, Psacalium peltatum, Curcubita ficifolia) asi como la
duracién de la accién hipoglucemiante de las mismas, comparando su efecto
con la tolbutamida, firmaco de accién hipoglucemiante conocida,
perteneciente al grupo de las sulfonilureas, que aumentan la secrecién de

insulina a nivel de las células §8 de los islotes pancredticos.

3.10.2.-MATERIAL Y METODO

El estudio fue realizado en 20 conejos machos procedentes del bioterio
de la Facultad de Medicina de peso comprendido entre 2-2.5 kg. Los animales

se sometieron a 18 horas de ayuno, permitiéndoseles el libre acceso al agua.
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Se tomaron muestras de sangre venosa durante 2 horas cada 30 min, para la
determinacién de glucosa sérica mediante un aparato Kodak Ektachem
700XR Analyzers. Las muestras empezaron a obtenerse 30 min después de la

administracién de diferentes dosis del extracto acuoso, segin los siguientes

grupos experimentales:

Grupo control: 0,5 ml de tampén fosfato IP (n=6)
Grupo It 25 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)
Grupo II: 100 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)
Grupo III: 400 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)

Grupo IV: 20 mg/kg de tolbutamida (n=6)

Las muestras de sangre fueron obtenidas de la vena marginal de la

oreja mediante la utilizacién de un catéter heparinizado.

El efecto hipoglucemiante del extracto acuoso fue comparado con el de
un firmaco de efecto hipoglucemiante conocido como es la tolbutamida
(Sigma). La suspensién de tolbutamida fue preparada de acuerdo con la dosis
méxima utilizada para el tratamiento en humanos de la diabetes mellitus no
insulin-dependiente. Al igual que el extracto, la suspensién de tolbutamida fue

administrada por via IP 30 min antes de terminar el periodo de ayuno.
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3.10.3.-RESULTADOS

En los resultados de la tabla 17, se demuestra la ya conocida accién
hipoglucemiante de la tolbutamida, mientras que, aunque se objetiva un
descenso de la glucemia tras la administracion del extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw., este descenso no es significativo al compararlo con la glucemia

~ obtenida tras la administracién de tampoén fosfato en los animales control.

Lbs experimentos fueron realizados en animales con glucemia normal
a los que no se les habia producido lesién pancredtica con alloxaﬁ (sustancia
muy utilizada en estudios experimentales de la diabetes mellitus, que destruye
‘las células beta de los islotes de Langerhans y causa diabetes mellitus
permanente), lo que no quiere decir que en animales que cursen con una
hiperglucemia inducida no se objetive un descenso de la glucemia
significativo. Asimismo el experimento fue realizado mediante Ila
administracién de una tnica dosis del extracto a concentraciones diferentes,
lo que no implica que la administracién crénica del extracto no posea efectos

hipoglucemiantes significativos.

La tolbutamida presenta una reduccién de la glucemia del 14%, similar
a los resultados de trabajos de autores anteriores (Roman-Ramos et al.,

1991).
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Tabla 17

Efecto de la administracién tnica IP de diferentes dosis del extracto acuoso de
Opuntia dillenii Haw 'y de tolbutamida sobre la concentracién plasmética de glucosa.

Glucosa Plasmitica (mg/dL)
Grupo Dosis +0min +30min +60min +90min +120 min
(mg/kg)
Control - 114.4+53 124.616.6 131.21+7.8 125.2+4.0 117.014.6
EAOD 400 112.8+6.8 127.014.1 118.5+4.2 113.5+5.9 114.21+3.8

100 113.7+3.2 125.61+4.3 126.315.0 120.31+4.1 117.2+5.3
25 113.9+4.5 125.04+5.7 128.7+5.4 124.6+3.9 118.31+6.3
Tolbutamida 20 110.9+6.3 112.1+1.9 112.816.8 102.61+4.6 099.413.8

Cada valor representa la media + desviacion estdndar
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Estudio del efecto sobre la glucemia de un EAOD

mg/dL

_/

"

2:00

Tiempo tras administracién EAOD (horas)

[l 20 mg/kg Tolbutamida #225 mg/kg EAOD

N 400 mg/kg EAOD

M Control
2 100 mg/xg EAOD

cemia en conejos.

Influencia de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia

Figura 20

dillenii Haw y de la tolbutamida sobre los niveles de glu

Cada barra representa la X para n=4.
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3.11.-ESTUDIO GASOMETRICO

3.11.1.-INTRODUCCION

Una gran variedad de fairmacoé pueden producir alteraciones de los
niveles gasométricos por diferentes mecanismos. Los que ejercen una
depresién del SNC pueden provocar un descenso de la frecuencia respiratoria,
induciendo un descenso de la pO, y un aumento de la pCO,. Aquellos
fadrmacos que posean un efecto analéptico provocardn un efecto totalmente
inverso. Existen firmacos que ejercen su efecto directamente a nivel del
muisculo lis_d traqueobronquial, provocando broncodilatacién o
broncoconstriccién, al mismo tiempo que se alteran también los niveles de O,
y CO,, asi como los nivelm de COH. Otros fdrmacos pueden actuar
impidiendo que el O, que se encuentra en los pulmones se una a la

hemoglobina de la sangre y acceda a los tejidos del organismo.
3.11.2.-MATERIAL Y METODO

| Se- utilizaron 24 ratas de raza Sprague-Dawley variedad albina
norvegicus suministrados por Iffa Credo y posteriormente adaptados y
criados en el bioterio de la Facultad de Medicina, de peso corhprendido entre
160-195 g, a las que se administré diferentes dosis del extracto acuoso, segin
los siguientes grupos experimentalw:‘
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Grupo control: 0,5 ml de tampén fosfato IP (n=6)
Grupo It 25 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)
- Grupo II: . 100 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)

Grupo III: 400 mg/kg de extracto acuoso IP (n=6)

30 minutos tras la administracién de las diferentes dosis del EAOD, las
rafas fueron anestesiadas con éter, y posteriormente se les extrajo unos 2 ml
de sangre por puncién cardiaca, mediante una jeringuilla, para realizacién
de gasométria arterial (Quik A.B.G.). Las muestras de sangre fueron
enviadas para analizar al laboratorio de urgencias del Hospital Insular. Los
pardmetros estudiados fueron los siguientes:

pH

PCO,

poz

HCO,s

tCO,

EB(vt)

SAT O,

3.11.3.-RESULTADOS

Los resultados obtenidos una vez realizado el estudio gasométrico para

los distintos grupos experimentales se reflejan en las tablas 18, 19y 20 y en
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las figuras 21, 22 y 23.

Tabla 18

Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.
sobre el pH en la sangre arterial en rata.

Control 400 mg/kg 100 mg/kg 25 mg/kg

pH 7,40+0,05* 7,3410,07 7,3610,04 7,4110,03

* media + desviacién estindar

Tabla 19

Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.
sobre diversas variables en la gasometria de la sangre arterial en rata.

Control 400 mg/kg 100 mg/kg 25 mg/kg

PCO, 44,2742,25 49,601+7,09 46,421+4,27 39,6213,45
pO, $2,85+1,72 66,67+7,21 64,30+5,08 76,4815,18

* media + desviacién estindar
Los valores de la tabla se expresan en mm Hg
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Tabla 20

Efecto de diferentcs dosis de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.
sobre diversas variables en la gasometria de la sangre arterial en rata.

Control 400 mg/kg 100 mg/kg 25 mg/kg

HCO,s 27,12+3,85 25,154+2,85 25,14+1,64 25,5411,18
CO,t 29,02+3,87 28,45+1,84 27,841+1,48 26,36+1,40
EB(vt) 3,30+4,21 1,62+2,61 1,36+1,71  1,02+1,33
SAT O, 96,10+0,53 91,451+3,43 91,30+2,60 95,28+1,10

* media + desviacién estindar
Los valores de la tabla se expresan en mMol/L

De los resultados observados en las tablas 18, 19 y 20 cabe resaltar la
existencia de un ligero descenso del pH para las dosis de 400 y 100 mg/kg, asf
como un aumento de la pCO, para la dosis mayor. En cuanto a la pO, se

objetiva un descenso para las tres dosis.

119

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



P, rimen

Estudio gasométrico I
pn
s
|
4l
2;”
0 Caatrat 25 mg/kg EAOD 100 mg/kg EAOD 400 mg/kg EAOD

Figura 21: Influencia de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre el pH sanguineo. Cada barra representa la X para n=6.
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Estudio de gases en sangre 11

100

c 8 & & B8

M Control @25 mg/ikg EAOD EE 100 mg/kg BAOD N 400 mg/kg RAOD

Figura 22: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles de pO, y de pCO, sanguineos en la rata. Cada
barra representa la X para n=6.
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Estudio de gases en sangre III

HCO3 co2t EB (vt) SAT 02

B Control 725 mg/kg EAOD EE 100 mg/kg EAOD N 400 mg/kg RAOD

Figura 23: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles de HCO,, CO,t , EB (vt) y SAT O, sanguineos
en la rata. Cada barra representa la X para n=6.
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3.12.-ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE UN EXTRACTO DE
OPUNTIA DILLENII SOBRE LA COAGULACION SANGUINEA

3.12.1.-INTRODUCCION

Es importante para determinar si una droga puede provocar una
alteracién funcional del higado, el conocer de qué forma se influye sobre la
sintesis de productos hep4ticos. Asi, estudiando la coagulacién podemos
averiguar si la sintesis de los factores de la coagulacién y en cierta forma el

funcionamiento normal hepitico se ven alterados.

3.12.2.-MATERIAL Y METODOS

Se ha estudiado la coagulacién global, siguiendo una aplicacién del

método de Lee-White (descrito por Caen et al., 1977).

La sangre es recogida tras puncién cardiaca. Se desecha el primer ml
de sangre y se recolectan 4 ml en 2 tubos de ensayo, mediante una cdnula,
~ poniendo el cronémetro en marcha en el momento en que se comienza a
verter la sangre en el tubo de ensayo. Los tubos de ensayo rigurosamente
limpios, son flameados mediante un mechero Bunsen, siendo utilizados en un

plazo mdximo de 1 hora. Los dos tubos, conteniendo 2 ml de sangre, son

123

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Parte experimental

colocados inmediatamente al baiio Maria a una temperatura de 37 °C. La
lectura se hace por inclinacién regular de 45° cada 30 segundos hasta que la

coagulacién sea completa (no hay desprendimiento cuando se gira el tubo).

En el estudio fueron utilizadas 30 ratas machos Sprague-Dawley,
suministrados por Iffa Credo y posteriormente adaptados y criados en el
bioterio de la facultad de Medicina, con un peso de un peso comprendido

entre 160-200 g.

* Se realizaron los siguientes grupos experimentales:

* Grupo control: tampén fosfato i.p. (n=6)

* Grupo I 1600 mg/kg (n=6)
* Grupo II: 400 mg/kg (n=6)
* Grupo III: 100 mg/kg (n=6)
* Grupo IV: 25 mg/kg (n=6)

El tiempo de coagulacién fue determinado a los 15 y 30 minutos tras
la administracién intraperitoneal de 0,5 ml del extracto acuoso de Opuntia

dillenii Haw., segiin los grupos experimentales anteriormente expuestos.

Asimismo, se utilizaron 3 ratas para estudios de la coagulacién in vitro.
Para ello, la sahgre fue recogida en tubos preparadeos previamente con

extracto al 30%.
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3.12.3.-RESULTADOS

Los resultados del estudio de los efectos del extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw. sobre la coagulabilidad sanguinea, pueden observarse en las
tablas 21 y 22 y en la figura 24, donde se reflejan las variaciones en el tiempo
de coagulacién, expresadas en segundos, de dos muestras de sangré tomadas
a cada animal. También se observa las diferencias en el tiempo de
coagulacién cuando las determinaciones se realizan a los 15 y 30 min de haber

administrado el extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw. por via i.p.

Tabla 21

Tiempo de coagulacién a los 15 min tras la administracién de diferentes dosis
del extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.

Dosis Tl. sz
Control 79,3+09,3° 205,8+10,1
1600 mg/kg 74,8+15,8 193,7+14,1
400 mg/kg 76,6+13,5 198,4+11,8
100 mg/ke 78,1409,7 203,2+10,5

25 mg/kg 80,1+10,5 202,1+10,3

* Tiempo de coagulacién del tubo 1
® Tiempo de coagulacién del tubo 2
° media 1+ desviacién estdndar
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‘Tabla 22

Tiempo de coagulacién a los 30 min tras la administracién de diferentes dosis
del extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.

Dosis T, ‘ T,
Control 78,7+12,1 202,7+12,3
1600 mg/kg 76,8+13,7 190,6 +11,2
400 mg/kg 77,9+12,4 197,3+12,8
100 mg/kg 78,31+10,5 200,7+13,4
25 mg/kg 78,21+11,2 199,8+12,4

* Tiempo de coagulacién del tubo 1
® Tiempo de coagulacién del tubo 2
‘ media + desviacién estdndar

En la tabla 21, en la que se refleja el tiempo de coagulacién a los 15
~ min tras la inyeccién del extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw., se observa
una disminucién del tiempo de coagulacién, aunque no presenta una

diferencia significativa.
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Estudio de coagulabilidad
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Figura 24: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre el estado de coagulabilidad de la sangre de rata. En la
grifica se representa el T1 y T2 a los 15 y 30 min tras la administracién
intraperitoneal del EAOD 1. Cada barra representa la X para n=6.
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3.13.-PROPIEDADES HEPATOPROTECTORAS

3.13.1.-INTRODUCCION

La ingestién de frutos de Opuntia dillenii Haw. ha sido ampliamente
recomendado en la medicina popular canaria para la reduccién de la ictericia

de diversa etiologia.

Para evaluar estas afirmaciones, se realizaron diversas investigaciones
farmacolégicas para confirmar los efectos hepatoprotectores de frutos
maduros de Opuntia dillenii Haw. Fue investigada la habilidad de extractos
acuosos de esta planta para reducir la mortalidad del ratén después de la
intoxicacién con etanol, al igual que actividad plasinética de la glutdmico
pirdvico transaminasa (GPT) y de la glutdmico oxalacético transaminasa
(GOT) después de inducir hepatitis en ratas con tetracloruro de carbono. El
propdsito del presente trabajo es estudiar la accién hepatoprotectora de esta
planta en diferentes modelos experimentales tras producir una lesién
hepdtica. Una intoxicacién aguda con etanol en ratones produce una
importante, y bien conocida, perturbacién de la via metabdlica conduciendo
a la muerte (Lieber, 1977; Comporti, 1978); y una intoxicacién con
tetracloruro de carbono (CCl4) en ratas produce una toxicidad metabélica

que conduce a una necrosis reversible del higado (Slater, 1978; Plaa y Hewitt,
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1982).
3.13.2.-MATERIAL Y METODO

I.-Hép_a_totoxigidad inducida por etanol

Se utilizaron 30 ratones machos albinos de raza OF1 suministrados por
Iffa Credo y posteriormente adaptados y criados en el bioterio de la facultad
de Medicina, con un peso comprendido entre 35-40 g, los c.uales fueron
alimentados "ad libitum" y se les permiti6 el libre acceso al agua, hasta la
administracién de una iinica dosis intraperitoneal de etanol (6.4 g/kg en 0.9%

de NaCl; 10 ml/kg) (Scharlau).

El extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw (25, 100 y 400 mg/kg) fue
administrado intraperitonealmente 30 min antes de la intoxicacién con

alcohol. La mortalidad fue anotada 48 horas después de la administracién del

etanol.

I1.-Hepatotoxicidad inducida con tetracloruro de carbono

Se utilizaron 30 ratas machos de la raza Sprague-Dawley variedad
albina norvegicus suministrados por Iffa Credo y posteriormente adaptado y

criados en el bioterio de la Facultad de Medicina, con un peso comprendido
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entre 160-200 g, los cuales fueron alimentados "ad libitum" y se les permitié
el libre acceso al agua hasta la administracién del tetracloruro de carbono y,
posteriormente, fueron puestos en ayuna durante 24 horas. El animal recibié
intraperitonealmente una dosis tvnica de tetracloruro de carbono (Panreac)

(0.3 ml/kg en aceite de oliva; 5§ ml/kg).

El extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw (25, 100 y 400 mg/kg) fue
inyectado intraperitonealmente 30 min antes de la intoxicacién con

tetracloruro de carbono.

24 horas antes de la intoxicacién con CCl, se tomaron muestras de
sangre. El plasma se obtuvo por centrifugacién a 3000 rpm durante 5 min y
| fueron analizados los niveles de GOT, GPT y proteinas totales, por el
laboratbrio de bioquimica del Centro de Salud de Vecindario (Las Palmas de

Gran Canaria).
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3.13.3.-RESULTADOS .

En las tablas 23 y 24 y en las figuras 25 y 26, se muestran los
resultados de los efectos hepatoprotectores de frutos maduros de Opuntia
dillenii Haw. cuando es administrado por via intraperitoneal, para. reduciendo
la mortalidad del ratén después de la intoxicacién con etanol, el cual se sabe
produce una importante perturbacién de la via metabdlica; también se
muestra la actividad plasmdtica de la glutdmico pirdvico transaminasa (GPT),
glutdmico oxalacético transaminasa (GOT) y fosfatasa alcalina (FA) después
de inducir hepatitis en ratas con tetracloruro de carbono, que sébemos
produce una necrosis reversible del higado (Slater, 1978; Plaa y Hewitt,

1982).

Tabla 23

Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.
sobre la intoxicacién con etanol® por via IP.

Dosis (mg/kg) 'N° de animales muertos
Control 6/6"
1600 6/6
400 6/6
100 6/6
25 6/6

* Se administraron 6.4 g/kg de peso de etanol por via IP.
b Relacién de animales muertos por animales utilizados.
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Tabla 24

Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.
sobre los niveles de proteinas plasmiticas y transaminasas tras la
administracién de tetracloruro de carbono® en rata por via IP en solucién
oleosa.

Tratamiento Dosis Prot. tot. GOT GPT

(mg/kg) (g/dL) (urn) - (UVL)
Control - 6,1+0,1° 156,7+5,6 - 45,2+4,3
CCl, ' - 6,0+1,0 1170,0+53,5 990,01+10,5
EAOD+CCl, 400 6,213,2 938,41+41,3 614,3129,3
EAOD+CCl, 100 6,1+3,5 1122,3+60,8  889,7132,7
EAOD+CCl, 25 6,0+2,3 1158,9+55,7 970,2148,2

* Se administraron 0,3 ml/kg de peso de tetracloruro de carbono via IP.
> media + desviacién estdndar

En los resultados de la tabla 24 no se aprecian variaciones significativas
de los niveles de protefnas plasmiticas en los animales tratados con CCI,, ni
en los animales tratados con CCl, mas el extracto acuoso de Opuntia dillenii
Haw. a difel;entos dosis. Esto es debido probablemente a la larga vida media
de las proteinas plasmdticas, no produciéndose cambios objetivables a este
nivel tras la lesién aguda del higado. Donde si que aparecen cambios
significativos es en los niveles de GOT y GPT, donde se observa una
reduccién importante de los niveles de los mismos cuando previamente a la
intoxicacién con CCl, se administraba una dosis de 400 mg/kg de peso del

extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw.
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Protecci6n hepatica II
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Figura 26: Efecto de diferentes dosis de un extracto acuoso de Opuntia
dillenii Haw sobre los niveles de GOT y GPT plasméticas en ratas a las que
se indujo hepatotoxicidad con CCl,. Cada barra representa la X para n=6.
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3.14.-ESTUDIOS EN MUSCULOQ LISO TRAQUEAL

3.14.1.-INTRODUCCION

La traquea humana posee escasas fibras musculares lisas que estdn
distribuidas sobre la membrana eldstica y que no son aptas para estudios in
vitro, sin embargo, la musculatura bronquial, que tiene un diimetro de S-8
mm, si es adecuada. Debido a la dificultad préctica de la obtencién de
muestras de tejidos de las vias aéreas humanas para realizar ensayos in vitro,
es por lo que los ‘modeios animales son ampliamente empleados para el
estudio de firmacos broncoactivos. La traquea de cobaya se obtiene
f4cilmente y es sensible a gran variedad de agonistas (acetilcolina, histamina,
serotonina, leucotrienos,...). Es por esto que la traquea de cobaya se utiliza
ampliamente para el estudio de sustancias broncodilatadoras y
broncoconstrictoras, asf como para la determinacién de especificidad droga-
receptor, siendo extrapolables en muchos de los casos los resultados obtenidos
al misculo liso traqueal de los humanos. Los resultados obtenidos por
diversos autores (Muccitelli et al., 1987) indican que existen similitudes ante
los efectos de agentes brohcoconstrictores en las vias aéreas humanas y las
vias aéreas de cobaya. Asi, aunque con algunas diferencias, la histamina, la
metacolina y los leucotrienos poseen potencia similar y producen una

contraccién mdxima comparable en las dos preparaciones.
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Una de las principales caracteristicas en el asma humano es la
existencia de un incremento de la sensibilidad traqueobronquial a varios
estimulos inespecificos. Este estimulo constrictor incluye a los agentes
farmacolégicos, los autacoides enddgencs, materiales sélidos inertes
aerosolizados, el aire frio y el ejercicio fisico. Esta hipersensibilidad
traqueobronquial es inespecﬁ'ica eﬁ la mayor parte de los pacientes asméticos
con 0 sin hipersensibilidad_inmediata a los alergenos. El estudio del tipo de
asma alérgico y no alérgico es importante porque provee informacién sobre
el sistema de control neural y miogénico que existe en la sensibilizacién

(Mansour et al., 1986).

De acuerdo con la clasificacion de Ahlquist (1948, 1966), la
broncodilatacién mediada por las aminas simpaticomiméticas es mediada via
receptores B-adrenérgicos. Se ha demostrado que el propranolol inhibe la
accién de las drogas agonistas 8 en la traquea aislada de cobaya (Foster,
1966). En el transcurso de los experimentos realizados en presencia de
propranolol, Foster observé que la adremilina producia contraccipms en el
tejido. Esta observacién sugiere que estdn iniplicados los receptores

a-adrenérgicos.

Los efectos de la adrenalina, noradrenalina e isoprenalina han sido
investigados en la traquea aislada de cobaya en presencia de 10° M de

propranolol hidrocloride. Tanto la adrenalina como la noradrenalina
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mostraron que producian contracciones del tejido. El orden relativo de
potencia de las catecolaminas (adrenalina > noradrenalina > isoprenalina),
~ junto con el antagonismo exhibido por la fenoxibenzamina, sugiere que las
contracciones eran debidas a la intervencién de los receptores a-adrenérgico

(Persson y Johnson, 1970).

Aunque la traquea es sensible a la acetilcolina, no se ha encontrado
sensibilidad frente a la nicotina. Ello es debido a que este miisculo no posee
células ganglionares. El magnesio no tiene un efecto directo, pero antagoniza
la accién de la acetilcolina y del potasio. El calcio potencia la accién de la

acetilcolina (Everitt et al., 1969).

En 1947, Castillo y de Beer, utilizarbn preparaciones de traquea de
cobaya en anillo para estudiar el efecto de diversos agonistas sobre el miisculo
liso traqueal. Esta técnica fue perfeccionada por Akcasu (1959). Este autor
cortaba el cartilago de cada segmento, uniendo diferentes segmentos entre si,
con lo que se amplificaba la respuesta, ya que el anillo cerrado presentaba

una resistencia eldstica que reducia la respuesta.

El anillo cartilaginoso traqueal estdi incompleto dorsalmente. La
abertura que queda, estd ocupada por un puente membranoso de fibras
musculares, que corren en sentido transversal al eje traqueal; esto quiere

~ decir, que la traquea se contrae lateralmente, disminuyendo el didmetro de
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su luz, sin producirse alteracioné a nivel de la longitud. Mediante la
diseccién de la traquea, se puede conseguir que estas fibras musculares sel
contraigan longitudinalmente. Esto se puede conseguir mediante tres tipos de
preparaciones:

a.-seccidn circular: cadena traqueal

b.—seccién espiral

c.-seccién zig-zag

3.14.2.-MATERIAL Y METODO

Los estudios sobre el miisculo liso traqueal fueron realizados en

cadenas de anillos traqueales en traquea de cobaya.

Los animales fueron sacrificados mediante golpe en la nuca y posterior
exanguinacién. La traquea fue rdpidamente extraida del animal y colocada
en una solucién fisiolégica con la siguiente composicién (mM): NaCl, 118.3;
KCl, 4.7; CaCl,, 2.5; MgSO,, 1.2; KH,PO,, 1.2; NaHCO,, 25.0; y glucosa,
11.1. La grasa y el tejido conectivo fue removido de la traqﬁea, dividiéndose
en anillos (2 cartilagos por segmento) con la ayuda de un bisturi. En la figura
27 se observa un dibujo esquemitico de la anatomia de la traquea en visién
dorsal y ventral. Los anillos traqueales fueron abiertos por la zona
cartilaginosa, uniéndose posteriormente por sus extremos (Akgasu, 1959) para

magnificar la respuesta, colocando los segmentos fibromusculares de anillos
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adyacentes en sentido opuesto, segiin se muestra en la figura 28. Se formaron
cadenas con un m#ximo de 6 anillos y se tuvo especial cuidado en no daiiar
el tejido muscular mediante tracciones innecesarias. Mediante este método los
autores consiguieron magnificar hasta 3 veces la respuesta obtenida por otros

autores.

Se utilizaron 50 cobayas machos de raza Hartley suministrados por Iffa
Credo y posteriormente adaptados y criados en Marzagdn, con un peso

comprendido entre 500 y 600 g para realizar los siguientes estudios:

* Grupo Carbacol: Se realizaron curvas acumulativas, segin método
de Van Rossum (1963), con dosis creciehtes de carbacol que oscilaban entre

2.67#10™ y 5.47*10° M. El volumen administrado con cada dosis fue de 25

pl.

* Grupo EAOD: 1 minuto antes de construir la curva dosis-respuesta
con carbacol se administraron diferentes dosis del EAOD. Las dosis utilizadas
del EAOD fueron de 0.5, 1 y 2 mg/ml (concentracién final en la cubeta).

Cada dosis fue administrada en un volumen de 0.2 ml.

* Grupo Atropina: El efecto obtenido con el EAOD se comparé con el
bloqueo que provocaba la atropina (Sigma) a una concentracién final en la

cubeta de 2.9¥10", 1.2*10™ y 4.6*10"° M cuando se inducia un aumento del
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tono del miisculo liso traqueal con carbacol.

* Grupo Papaverina: Los cromoalcaloides betalainicos presentes en
estas plantas tienen una similitud estructural con las Tetrahidroisoquinolinas,
sustancias con una importante actividad 8 adrenérgica, por lo que también
se realizé el estudio con papaverina (Sigma). El efecto obtenido con el EAOD
se comparé con el efecto obtenido por la papaverina a una concentracién final
en la cubeta qﬁé oscilaba entre 10* y 107 M, cuando se realizaba una curva

dosis-respuesta con carbacol.

Los anillos traqueales fueron suspendidos en una céméra de un baiio

de 6rgano conteniendo 10 ml de la solucién salina fisiolégica, mantenida a r
C y oxigenada con una mezcla de 95% de O, y 5% de CO, (carbdgeno) a un
pH de 7.4. Uno de los extremos del tejido fue sostenido al fondo de la cdmara
mediante un alambre de acero y el otro fue atado a un transductor isométrico

(Statham Gould UC 2).

Antes de empezar cada experimento, se permitié a los anillos traqueales
equilibrarse durante 60 min , durante este periodo el tejido fue lavado a
intervalos de 15 min. Los cartilagos traqueales fueron estirados
progresivamente hasta alcanzar 1 g de tensidn, que es la carga éptima para
estas preparaciones (Rhoden y Barnes, 1989). Después de este proceder el

tejido se dejé equilibrar durante un periodo de 30 min antes de comenzar los
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experimentos. Este prolongado periodo de equilibracién con lavados
frecuentes de los tejidos minimiz6 el desarrollo de contracciones musculares
_ espontdneas y aumenté la reproductibilidad de los experimentos (Tschirhart

et al., 1987).

La respuesta a los diferentes farmacos relajantes de la musculatura
bronquial, as{ como del extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw.,
fue expresada como porcentaje de l]a m4dxima contracciéh producida con la
dosis mds elevada del agonista utilizado en cada experimento. Cuando se
usaron antagonistas, estos fueron afiadidos al baiio de 6rgano 15 min antes
de la construccién de la curva dosis-respuesta con carbacdl (Mucitelli et al.,
1987). Cuando se administré el EAOD, éste fue aiiadido 5 min antes de
iniciar 1a curva dosis respuesta con carbacol, dada la labilidad del mismo.
Las curvas dosis-respuesta para el c;u'bacol fueron generadas mediante
incrementos sucesivos en la concentracién del mismo en el bafio de dérgano,
de acuerdo con el método de Van Rossum (1963), dejando cada concentracién

en contacto con el tejido durante un periodo de 4 min.
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Laringe

Cartflago

Tejido conectivo Wz—- ‘:@IMI

Mudsculo liso Db

Figura 27: Esquema de la anatomia de la traquea. A.-Visién ventral, B.-
Visién dorsal. Tomado de Blattner (1980).

Figura 28: Esquema en el que se muestra el método para realizar la cadena
de anillos cortados de la traquea. Observese la posicion de las aberturas en
los cartilagos, que estin traspuestos 180° en los anillos adyacentes. Tomado
de Blattner (1980).
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3.14.3.-RESULTADO

En las figuras 29, 30 y 31 se muestran algunos de los experimentos in
vitro realizados en la musculatura lisa traqueal de cobaya, para diferentes
antagonistas del carbacol. En la figura 29 se observa como al administrar
~ dosis crecientes del extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw., el
inicio de la contractilidad de la musculatura lisa, se va retrasando en el
tiempo, lo que indica un efecto bloqueante del extracto. Este efecto
bloqueante es similar al producido por la papaverina, segiin se muestra en la
figura 31, en el sentido de que con las dosis m4s bajas del extracto la
contraccién mdxima llega a ser superior a la de la curva control, mientras
que con la dosis mas alta del extracto, se retrasa la contraccién, pero se
alcanza aproximadamente el 100% de la contraccién mdxima para la curva
control. En la figura 30 se muestran algunos de los experimentos en los que
Ia preparacién fue incubada con diferentes dosis de atropina. En las figuras
32, 33 y 34 se muestran las curvas dosis respuestas para diferentes dosis del

EAOD, la atropina y la papaverina respectivamente.
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Figura 29: Muestra de algunos de los experimentos in vitro en los que se observan los efectos de la incubacidén de diferentes
dosis del extracto acuose de Opuntia dillenii Haw. sobre la contraccién de la musculatura lisa traqueal de cobaya inducida
por dosis sucesivas y crecientes de carbacol.
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-Figura 30: Muestra de algunos de los experimentos in vitro en los que se observan los efectos de la incubacidn de diferentes
dosis de atropina sobre la contraccién de la musculatura lisa traqueal de cobaya inducida por dosis sucesivas y crecientes de
carbacol.
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Figura 31: Muestra de algunos de los experimentos in vitro en los que se observan los efectos de la incubacién de diferentes
dasis de papaverina sobre la contraccién de la musculatura lisa traqueal de cobaya inducida por dosis sucesivas y crecientes
de carbacol.
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Figura 32: Contraccién de la musculatura lisa traqueal del cobaya mediante
concentraciones crecientes de carbacol en presencia de diferentes dosis de un
extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw. Los resultados estdn
expresados como porcentaje de la mdxima respuesta obtenida con una dosis
de carbacol de 107 en cada experimento y representan la media para n2S.

147

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Parte experimental
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Figura 33: Contraccién de la musculatura lisa traqueal del cobaya mediante
concentraciones crecientes de carbacol en presencia de diferentes dosis de
atropina. Los resultados estdn expresados como porcentaje de la méixima
respuesta obtenida con una dosis de carbacol de 107 en cada experimento y
representan la media para n2>35.
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Figura 34: Contraccién de la musculatura lisa traqueal del cobaya mediante
concentraciones crecientes de carbacol en presencia de diferentes dosis de
papaverina. Los resultados est4n expresados como porcentaje de la mdxima
respuesta obtenida con una dosis de carbacol de 107 en cada experimento y
representan la media para n=3.
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4.-DISCUSION GENERAL

Dado que el estudio farmacolégico realizado en esta tesis ha sido
bastante amplio, abarcando pruebas toxicolégicas, estudios in vitro y estudios
in vivo, también la discusién deberd incluir toda la variedad de pruebas

realizadas en el presente trabajo.

Hemos centrado nuestro estudio en las fracciones rojas obtenidas
mediante cromatografia liquida gravitatoria, por ser las que poseen una
mayor concentracién de betalainas. No descartamos que las fracciones
amarillas, presentes en el extracto y desechadas mediante la cromatografia
liquida, también puedan ejercer efectos farmacolégicos importantes.
Asimismo, tampoco descartamos que en un futuro no muy lejano se realicen

estudios farmacolégicos con estas fracciones amarillas ricas en betaxantinas.

A pesar de la carencia de datos que nos permitan establecer una
discusién comparativa, pensamos que dada la amplia ﬁtilizacién de estos
frutos por la medicina popular canaria para el tratamiento de patologias
diversas, se justifica el estudio de los efectos farmacoldgicos del extracto

acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw.

- Mediante este trabajo ha quedado confirmado, que los métodos para la
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ién

purificacién de extractos vegetales descritos y utilizades por Kopelman et al.
(1977), Wyley et al. (1978), Vergeront et al. (1980), Fernindez (1989) y

Fresen (1991) han resultado ser totalmente idéneos para la separacién del

-extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw. En nuestro estudio se

redujeron el mimero de fracciones recogidas tras la separacién con gel
Sephadex G25M, resultando asf un extracto de mayor pureza, evitindose la
contaminacién por betaxantinas, que en el estudio espectrofotométrico

presentan un mdximo de absorcién préximo al de las betacianinas.

El rendimiento que se obtuvo para el extracto acuoso I de frutos de
Opuntia dillenii Haw. fue similar al ébtenido por Ferndndez (1989) y Fresen
(1992). El extracto acuoso I (EAOD), que se obtuvo tras cromatografiar el
extracto acuoso I mediante cromatografia liquida y ser liofilizadas las
fracciones seleccionadas (52-80), arrojé un rendimiento, inferior al obtenido
por Ferndndez (1989) y similar al obtenido por Fresen (1992), lo que estaba
dentro de lo previsible, ya que el nimero de fracciones recolectadas fue

menor.

En cuanto a la dosis letal 50 (DL,,), destaca la carencia de toxicidad del
extracto acuoso cuando se administra por via oral, incluso a las dosis mds
elevadas utilizadas, lo que indica una baja biodisponibilidad del pigmento por
via oral. Sin embargo cuando las dosis mds elevadas se administ_ran por via

intraperitoneal, aunque no provocan ningin éxitus en los experimentos
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realizados, s{ que producen un aletargamiento e inhibicién de la actividad

motora, como también quedd patente cuando se realizé el test de Irwin.

Este efecto sedante observado al administrar dosis elevadas del extracto
pensamos que puede ser provocado por diferentes motivos. Por un lado puede
deberse al colapso circulatorio que produce la administracién del extracto y
que ya fue objetivado por Ferndndez (1989), quien al estudiar los efectos del
. extracto sobre la presién arterial observé que administrado por via
intravenosa, producia una disminucién brusca e inmediata de las presiones
sistélicas y diastélicas. También esta sedacién puede ser producida por una
disminucién del gasto cardiaco secundario a una disminucién de la frecuencia
cardiaca, lo cual también fue observado por Ferndndez (1989) al estudiar el
efecto de un extracto rico en betalafnas, a nivel de la actividad mecdnica
espontdnea de las auriculas de cobaya. Dicho autor observé6 que el extracto
acuoso causaba una inhibicién del inotropismo y del cronotropismo basal de
las auriculas. Desconocemos si también produce una inhibicién del
automatismo, de la propagacién de los impulsos o de la excitabilidad a nivel
del tejido cardiaco, lo que reforzaria el hecho de que este efecto sedante

observado fuese mas bien un efecto secundario a una hipotensién arterial.

Por otro lado, tal vez a ele_vadas dosis, alguno de los componentes del
extracto, puede atravesar la barrera hematoencefilica y producir a nivel del

SNC un efecto relajante y sedante. Seria necesario realizar estudios mds
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amplios y profundos para confirmar esta hipétesis, ya que nuestro trabajo se
basa en el estudio de las acciones de un extracto acuoso y por lo tanto la
penetracién del extracto a través de la barrera hematoencefdlica se ve

dificultada por su naturaleza lipidica.

Al realizar el test de Irwin, confirmamos los resultados obtenidos
respecto a la sedacién que aparece cuando se estudia el efecto téxico del
extracto para determinar la dosis letal. En los resultados del test de Irwin

qued6 puesto de manifiesto una reduccién importante de la actividad motora

general, una ligera sedacién, una reduccién del estado de alerta y un aumenfo

de la pasividad que aparece fundamentalmente en las primeras
determinaciones, puestas de manifiesto cuando el animal debia reaccionar
frente al investigador. Todo esto nos induce a pensar que el extracto podria
estar actuando a nivel del SNC produciendo una depresién de la funcién

cerebral.

Varios han sido los trabajos encontrados acerca del efecto
hipoglucemiante de diferentes tipos de cactus. Asf, Frati-Munari ef al. (1989),
en un estudio realizado con humanos con objeto de investigar la accién
hipoglucemiante de extractos crudos de Opuntia streptacantha Lemaire,
realizaron estudios con diferentes fracciones de un extracto, de las distintas
partes del cactus, llegando a la conclusién de que los extractos crudos no

causaban disminucién significativa de la glucemia, actuando asf en forma
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similar a Ia prueba testigo con agua. En cambio se comprobé que la ingestién
de los tallos asados de la planta causaban una disminucién significativa de la
glucemia. Posiblemente para obtener el efecto hipoglucemiante se requiere del

calentamiento previo de Opuntia streptacantha Lemaire.

En nuestros experimentos con conejos sanos, tras administrar diferentes
dosis tinicas del EAOD, no encontramos un descenso significativo de los
niveles de glucemia en relacién a los niveles control. Faltaria por confirmar
si en animales en los que se hubiese inducido una diabetes con alloxan
(Perfumi et al., 1991), se produce u'n descenso significativo de los niveles de
glucemia, prueba que seria interesante realizar en un futuro. Estos datos
parecen indicar que los frutos de Opuntia dillenii Haw. no influencian el
metabolismo de la glucosa, pero en vista de su elevada utilizacién como
hipoglucemiante por la medicina tradiciqnal, seria interesante realizar el
estudio repitiendo las dosis del extracto, varios dias antes de la realizacién del
experimento, ya que tal vez, y en vista del efecto que posee a nivel de la
musculatura del intestino delgado, la supuesta accién hipoglucemiante podria
residir a nivel del transporte de éarbohidratos en el intestino, que podria ser
bloqueado de alguna forma. En el trabajo realizado por Frati-Munari ef al.
(1989), se admhﬁmron los diferentes preparados de nopal por via oral,
tomdndose muestras de sangre a los 30, 60, 120 y 180 min de la

administracién sin haber realizado un tratamiento previo con el nopal.
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Roman ¢t al. (1991) también encontraron que el tallo de Opuntia
streptacantha Lemaire provoca una reduccién significativa de la curva de
tolerancia a la glucosa (21.4%). Este autor compara el efecto hipoglucemiante
de la tolbutamida con el producido con diferentes plantas. En nuestro estudio,
los resultados obtenido para el efecto hipoglucemiante de la tolbutamida son

similares a los obtenidos por estos autores.

Otros autores han realizado estudios de la glucemia tras la
administracién a pacientes de extractos deshidratados de Opuntia ficus indica
Mill., y asi Frati-Munari et al. (1989) observaron como, aunque esta planﬁ
no mostraba una reduccién aguda de la hiperglucemia‘ secundaria a una
sobrecarga de glucosa, ni tampoco reducia la glucemia en el paciente

diabético, si que podria atenuar la hiperglucemia postprandial.

En oposicién a los resultados obtenidos tras la realizacién del test de
Irwin, donde se observé de una forma clara, una accién paralizante
muscular, o mas bien un enlentecimiento muscular, cuando se experimenté
con los animales en el rota-rod, se observé como con las dosis m4s altas de
1600 mg/kg del EAOD, se producia un importante descenso en el tiempo de
permanencia del ratén sobre el rotor, mientras que con las dosis inferiores
se observé un importante incremento del tiempo de permanencia sobre el
rotor, en particular con la dosis de 100 mg/kg. Este incremento tal vez pueda

ser debido a que el animal, al encontrarse ligeramente sedado, se encontrase
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menos excitado y por tanto los movimientos que realizase fuesen mds precisos.

Los efectos hepatoprotectores de un firmaco se miden por la habilidad
‘para reducir los efectos lesivos o para preservar los mecanismos normales
hepiticos fisiolégicos que son perturbados por una hepatotoxina (Chandan et

al., 1991).

Las propiedades hepatoprotectoras de los frutos de Opuntia dillenii
Haw. ingeridos en forma de zumos, han sido ampliamente difundidos por la
medicina tradicional canaria, siendo frecuente la ingestién de estos frutos

para el tratamiento de la ictericia de diversa etiologia.

El presente estudio ‘rgvela que aunque a las dosis de EAOD
administradas no se observa una disminucién de la mortalidad en ratones tras
la intoxicacién aguda con etanol, si que se objetiva una mejoria en la analitica
cuando se administran 0.3 ml/kg de CCl, en rata por via IP en solucién
oleosa; wta mejoria se localiza fundamentalmente en los niveles de GOT y
GPT séricos; estos se reducen ostensiblemente cuando previamente a la
intoxicacién con CCl, se administraba una dosis de 400 mg/kg de peso del
extracto acuoso de Opuntia dillenii Haw., en comparacién con los niveles
plasmiticos encontrados en los animales a los que sélo se les habia

administrado CC),, que eran muy superiores a los animales controles.
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Han sido muchos los trabajos realizados sobre el mecanismo lesivo del
CCl,. De acuerdo con la hipétesis mds seguida, la causa de las lesiones
hepéticas .causadas por el CCl, radica en el radical libre triclorometil (CCL)
que deriva de la metabolizacién por el citocromo P-450 del CCl,

(Zimmerman, 1978).

El incremento de los niveles séricos de ciertas enzimas, particularmente
de la GOT y de la GPT, bajo la influencia del CCl, ha sido atribuida a una
alteracidn o lesién a nivel de layintegridad estructural del higado (Chenoweth
y Hake, 1962). La elevacién de las concentraciones séricas de la gamma-

glutamil transferasa es aceptada mayoritariamente como uno de los indices

mds sensibles de la existencia de un dafio hep4tico (Szczeklik et al., 1961). Sin

embargo, Rees y Sinha (1960), afirman que no sélo con el examen de las
enzimas séricas se puede establecer la extensién de las lesiones hepdticas en

la rata.

El extracto acuoso, administrado previamente a la administracién del
CCl,, parece preservar la integridad estructural de la membrana celular del
hepatocito, lo cual es evidente por la reduccién de los niveles de GOT y GPT

que se incrementan tras la administracién de CCl,.

La sintesis de protrombina principalmente tiene lugar en el higado, por

_tanto cualquier firmaco o sustancia que daiiase la estructura o el
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funcionamiento normal del higado podria provocar una prolongacién del
tiempo de protrombina (Chandan et al., 1991). En nuestros estudios
realizados con el EAOD para observar el tiempo de coagulacién, no se
observé ningiin incremento significativo del tiempo de coagulacién global
segin el método de Lee-White (descrito por Caen et al., 1977). En caso de
verse alt,erada la sfutesis de protrombina, as{ como la de los factores de la
coagulacién sintetizados a nivel hepdtico, el tiempo de coagulacién se
incrementaria de forma ostensible, cosa que no se observa en nuestros
experimentos, con lo que concluimos que el EAOD no posee toxicidad
hepidtica a este nivel, es mds, en vista de la reduccién de las transaminasas
observado en nuestros experimentos, cabria pensar en un posible efecto

hepatoprotector.

Existe un conocimiento ampliamente extendido en la medicina
tradicional transmitido de forma oral y recogido en algunas referencias
escritas (Juscafresca, 1975; Font Quer, 1983; Pérez de Paz et al., 1988), que
atribuye propiedades ‘"astringentw“ o antidiarréicas a los frutos de diversas
especies de plantas del género Opuntia (Opuntia ficus indica Mill., Opuntia

dillenii Haw.).

Muy escasos son los trabajos estrictamente cientificos relacionados con
los efectos de las betalainas sobre la musculatura lisa intestinal. En este

sentido, Nagase et al. (1975) e Ikekita et al. (1979) estudiaron el efecto de un
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extracto acuoso obtenido de la remoiacha roja sobre el ileon de cobaya. Estos
autores encontraron en la remolacha (Beta vulgaris L. var. rapa Dumont f.
rubra DC) una sustancia, no identificada entonces, que poseia una potente
actividad anti-bradicinina. Ademis también tenia un efecto inhibitorio sobre
el misculo liso del ileon del cobaya estimulado con serotonina o lustamma
Esta es una de las especies del orden Centrospermae mds ricas | en

betacianinas.

Recientemente Ferndndez (1989), en su tesis doctoral, observa que
existe una clara relacién entre la dosis del extracto acuoso de frutos de
Opuntia dillenii Haw. administrado y el efecto inhibitorio que este
manifestaba sobre la actividad mecdnica espontdnea del yeyuno de conejo. Se
conseguia_una inhibicién casi total de la amplitud de las contracciones
espontdneas con una dosis de 0.8 mg/ml, que se mantenia durante un tiempo
aproximado de 6-8 min tras los cuales se producia una recuperacién
espontdnea de la motilidad intestinal. Ensayos adicionales permitieron a este
autor observar cémo la inhibicién de la actividad motora del intestino
produci@a por el extracto podia reveftirse con neostigmina, y que 800 xg/ml
de extracto eran capaces de revertir los efectos del ioduro de acetilcolina y del

cloruro de bario.

En nuestro estudio sobre la inhibicién del trdnsito intestinal del carbén

vegetal en ratas, se confirman los resultados obtenidos por Ferndndez (1989)
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en fleon de conejo, observdndose un importante descenso del porcentaje de
recorrido para la suspensién de carbén vegetal, incluso para la dosis mds
pequeiia utilizada de 25 mg/kg, siendo médxima esta disminucién del recorrido
del ‘carbdn vegetal para la mayor dosis utilizada (1600 mg/kg), reduciéndose
el porcentaje de intestino recorrido por la suspensién de carbén vegetal desde
el 65,3%, para los animales control, hasta el 10,5%; obteniéndose para la
dosis administrada de atropina un recorrido del 19,3% de la longitud total del
intestino delgado. Con estos resultados se ratifican los conocimientos y la
sabiduria popular en relacién con el uso de los jugos de los frutos de esta

planta en el tratamiento empirico de las diarreas.

En estudios cromatogréificos en capa fina realizados por Ferndndez
(1989), se descarta la presencia de adrenalina en los extractos de frutos de
Opuntia dillenii Haw., por lo que, al tratarse de un extracto rico en
betalainas, nos permite sospechar la responsabilidad de las mismas en los
efectos que el EAOD produce a nivel del trédnsito intestinal, sin descartar el
papel que pudieran jugar el resto de las sustancias presentes en el mismo y

que no han sido identificadas en el presente trabajo.

En los resultados obtenidos en el estudio de la analgesia en la cola de
la rata mediante analgesimetro de foco de calor se observa c6mo para las
dosis de 1600 mg/kg, a los 15 y 30 minutos de haber administrado el extracto

acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw. por via IP, se produce un efecto

161

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



_Discusién

analgésico de cierta consideracidn.

El efecto analgésico sobre estimulos dolorosos quimicos (inyeccién de
dcido acético para observar el retorcimiento del animal al ser inyectado
intraperitonealmente) y sobre estimulos dolorosos térmicos (foco calorifico en
la cola) son caracteristicos de los analgésicos centrales como la morfina,
mientras que los analgésicos periféricos (paracetamol, dcido acetilsalicilico)
se sabe que son inactivos frente al estimulo doloroso provocado por el calor
(Lanhers et al., 1991). Segiin este criterio podriamos concluir que el EAOD
exhibe propiedades de un analgésico de accién central, teniendo en cuenta que
habria que realizar experimentos para objetivar el posible efecto analgésico

frente a estimulos dolorosos quimicos

El test mids ampliamente utilizado para el estudio de | los agentes
antiinflamatorios no esteroideos es la medicién de la habilidad del compuesto
para reducir el edema local inducido en la pata de rata mediante la inyeccién
de un irritante como la carragenina (Winter et al., 1962). Este edema
depende de la participacién de cininas y los leucocitos polimorfonuclearé con
sus factores de la inflamacién incluyendo las prostaglandinas (Damas et al.,
1986). Durante los procesos de inflamacién se produce un caracteristico
sostenido incremento de la permeabilidad capilar, incrementdndose por tanto

la exudacién de proteinas plasméticas (Sen ef al., 1991).
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| En ‘los estudios del efecto antiinflamatorio en los procesos de
inflamacién aguda inducida mediante carragenina en la pata de rata, permitié
descubrir que con la dosis mds alta utilizada (400 mg/kg) del extracto se
produce un efecto inhibitorio aunque de escasa intensidad, y que sélo se
mantiene durante las primeras horas tras la administracién del agente
flogistico, mientras que con la fenilbutazona se produce un descenso del
didmetro desde los primeros momentos, que va aumentando en el tiempo. De
los resultados del ﬁr&sente estudio se deduce que el extracto de frutos de
Opuntia dillenii Haw. presenta una inhibicién de la exudacién de proteinas
plasméticas, presumiblemente ejerciendo una influencia inhibitoria de la
permeabilidad capilar, al mismo tiempo que también se inhibe la migracién

de leucocitos al 4rea inflamada.

La potencia relativa de la adrenalina, noradrenalina e isoprenalina
necesaria para relajar la traquea aislada de cobaya segiin Foster (1966) serfa
en orden descendente isoprenalina > adrenalina > noradrenalina. De
acuerdo con Ahlquist (1948 y 1966) este orden indica una estimulacién de los
receptores f. Persson y Johnson (1970) realizaron el bloqueo de los receptores
B con propranolol, causando la adrenalina y la noradrenalina una contraccién
de la musculatura traqueal. En este caso la potencia relativa de los diferentes
compuestos en orden descendente fue: adrenalina > noradrenalina >
isoprenalina, indicando la estimulacién de un receptor . El pretratamiento

con agentes bloqueantes de los receptores o« y § antagoniza el efecto

163

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Discusién

constrictor de la adrenalina y de la noradrenalina. Este doble efecto de la
adrenalina y noradrenalina en la traquea aislada de cobaya puede explicarse
por el efecto de estos agentes sobre diferentes receptores adrenérgicos: una
relajacién debido a la estimulacién de los receptores § y una contraccién
debido a la estimulacién de los receptores «, siendo dominantes los §-

receptores.

Van Amsterdam ef al. (1989) demostraron que la aparente afinidad, y
el efecto relajante méximo de la isoprenalina en el antagonismo funcional de
la contraccién del misculo liso traqueal debido a los agonistas de los
receptores histaminicos y colinérgicos, depende fuertemente de la naturaleza
y de la concentracién del agonista contrctil y no del nivel de contraccion per

se.

Se sabe que los agonistas $-adrenérgicos llegan a ser menos efectivos en
el tratamiento del asma en los episodios asmdticos mds severos (Bouhuys,
1978; Barnes y Pride, 1986). Este fenémeno podria explicarse tras la
observacién de que la potencia y el grado de relajacién inducida en varias
preparaciones de vias aéreas aisladas con agonistas B-adrenérgicos, se reduce
gradualmente en presencia de concentraciones crecientes de agonistas
contréctiles o mediadores involucrados en la reaccién asmédtica, como pueden
ser los agonistas muscarinicos, la histamina, serotonina y leucotrienos D,. La

pérdida de relajacién fue mds prominente para los agonistas muscarinicos,
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acetilcolina y metacolina y menor para la histamina, serotonina y leucotrienos

D, (Russell, 1984; Torphy, 1984).

El mecanismo bioquimico del antagonismo funcional estd todavia sin
aclarar. Un lugar para la interaécién entre la via que provoca contraccién y
relajacién en el misculo liso de la via aérea, podria radicar a nivel de los
procesos de acumulacién del adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (AMPc). Ha
sido demostrado que los estimulos contrdctiles, tales como los inducidos por
la acetilcolina, pueden causar inhibicién de la adenilatociclasa mediante una
proteina reguladora de cardcter inhibidor dependiente del nucleétido guanina
(G) (Jones et al., 1987) la cual podria antagonizar la estimulacién de la
adenilato ciclasa por los agonistas S-adrenérgicos, estando el dltimo proceso

mediado por una proteina reguladora estimuladora (G,).

En los resultados obtenidos tras la realizacién de los experimentos en
musculatura lisa traqueal de cobaya se objetiva para las dosis mds altas del
extracto un efecto bloqueante del carbacol, con lo que mejoraria una posible
broncoconstriccién en estudios in vivo, lo cual confirmaria la creencia de la
medicina popular acerca del efecto beneficioso que provoca la ingestién de
zumos de frutos de Opuntia dillenii Haw. sobre patologias traqueobronquiales
("tosferina"). Dudamos que el efecto relajante a nivel de la musculatura lisa
traqueal esté mediado por la estimulacién de los receptores § adrenérgicos y,

mds bien, nos inclinamos a pensar en la posibilidad de que este efecto sea
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debido al bloqueo de los receptores colinérgicos o serotoninérgicos, aunque
este bloqueo parece ser escasamente duradero, revertiendo al aumentar la
dosis del agonista, por lo que estarfamos hablando de un antagonismo

competitivo.
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Conclusiones

5.-CONCLUSIONES

1°.- Del estudio toxicoldgico realizado, se deduce que el extracto acuoso
de frutos de Opuntia dillenii Haw. no es letal a la dosis médxima utilizada,
existiendo una escasa toxicidad que se manifiesta como aturdimiento del

animal.

22 . El extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw., reduce de
forma significativa los valores de transaminasas (GOT y GPT) en animales
en los que se ha inducido una hepatitis con tetracloruro de carbono.
Asimismo, no provoca alteraciones del tiempo de coagulacién, lo que induce

a pensar en la inexistencia de toxicidad hepdtica

3°.. La sustancia objeto del estudio posee efecto analgésico, y asf, a la
dosis de 400 mg/kg, posee un efecto analgésico similar al producido por una
dosis de 30 mg/kg de metamizol magnésico administrado por via

intraperitoneal.

42 .- El extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw. a dosis bajas
favorece la coordinacién motora; a dosis altas tiene un efecto inhibidor de la

misma.
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5%.- La administracién del extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii
Haw. reduce de forma importante la motilidad intestinal, disminuyendo el

trdnsito intestinal de carbén vegetal.

6°.- De los estudios bioquimicos realizados en sangre se desprende que
la administracién del extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw. no

provoca alteraciones significativas de los pardmetros estudiados.

72 .- A dosis altas, el extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw.
provoca una ligera disminucién de la glucemia cuando se administra a

animales sanos.

82.- El efecto antiinflamatorio que se presenta con las dosis mds

elevadas del extracto es de escasa intensidad y duracién.

92 _ El extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii Haw. antagoniza
el efecto del carbacol a nivel de la musculatura lisa bronquial, confirmando
su utilidad en el tratamiento de afecciones traqueobronguiales, como bien

sefiala la medicina tradicional canaria.
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