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INTRODUCCION.-

Segﬁn REUBEN Y WITTCOFTF (1989), en la actualidad, la bhisqueda
de nuevos férmaéos estd basada en la investigacién dé efectos agonist;s (]
~antagonistas sobre receptores tisulares. El desarrollo de la tecnologia para el
estudio de receptores y los grificos computerizades para buscar nuevas
estructuras quimicas, facilitan sin duda la seleécién y cribado de posibles

firmacos vtiles para el control de ciertas _enfermedadesQ

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. éntibiéticos no absorbidos por el tracto gastrointestinal) y en el tiempo
previsto (liberacién lenta, depots etc.), la industria farmacéhtica no puede
prescindir todavia de los productos naturales como agentes terapéuticos; la

morfina es solo un ejemplo.

Hasta el momento hemos estado habituados a buscar firmacos que
actiien como "proyectiles magicos". Actualmente se tiende a la bisqueda de
fdrmacos que actiien como f'misilw dirigidos". Es ‘decir, que en la actualidad
se tiende a estimular por medio de estos misiles, los sistemas de curacidén
| presentes en todo organismo para QUe lleguen en la concentracién adecuacia
a la zona afectada.‘ Por regla general son ciertos péptidos y proteinas
presentes en el organismo (interferona, insulina, zoladex, eminasa etc.) los

encargados de ejercer esta accién y en la actualidad suelen ser productos de

10
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la biotecnologia.

| Segiin SANCHEZ ALBORNOZ, 1980, reconociendo que la biisqueda
de nuevos firmacos de origen vegetal ha disminuido considerablemente
durante las iltimas décadas, ain continia vigente la frase de Alfredo Taylor
de la Universidad de Texas: "En veinte afios de investigacidp sobre el cincer,
no se ha logrado témto éxito con productos quimicos sintéticos como con
extractos vegetales. No hay un sélo agente quimico que haya inhibido
completamente el crecimiento del tumor, sin causar lesiones en tej'idos sanos.
Por norma, los PRODUCTOS NATURALES son menos téxicos que los

sintéticos, ya que han sido elaborados en asociacién con la vida".

La naturaleza ha proporcionado y lo seguird haciendo, prodﬁctos que
son el punto de partida de medicamentos ttiles. La industria farmacéutica ha
sustituido (con sus productos y especialidades farmacéuticas) la labor del
farmacéutico en las preparaciones galénicas de tabletas, jarébes, supositbrios,

etc., cuyos principios activos, en su mayoria, eran de origen natural.

Existen otros factores importantes que dan la pauﬁ en la bisqueda
de farmacos tiles. La conveniencia econémica es la que rige en la actualidad
la ini'estigacién de nuevos fairmacos. 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).

11
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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).

Segtin REUBEN y WITTCOFF(1989), también existen enfermedades
raras o de escasa incidencia en la poﬁlacién que no responden a los
tratamientos quimioterdpicos actualmente en uso. Por tanto, no se tratan, o
se tratan mal, por hacerlo exclusivamente en forma paliativa con faArmacos
que controlan parcialmente los sintomas de la enfermedad. Ejemplos de todos
conocidos serfan: el corea de Huntingtdon, la enfermedad de Paget, el

sindrome de Tourette entre otros.

El interés por _la bisqueda de- firmacos que sean capaces de
controlar, aliviar o curar estas enfermedades poco frecuentes, .es muy
diferente del interés que tiene para la industria farmacéutica la bisqueda de
farmacos que aétﬁen sobre el S.N.C. aunque las dificultades para encontrar
"algo" efectivo sean igualos o mayores. Un mimero elevado de pacientes o

usuarios, implica una mayor ganancia.

El desarrollo de un nuevo fArmaco supone una inversion aproximada
de 115 millones de délares. Algo insélito para quien desconozca el
funcionamiento de lo que (salvo . raras excepciones) son compaiiias

multinacionales donde prima el negocio y no la utilidad social, si ella no es

negocio.

12

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



- Bien es cierto que ciertas restricciones administrativas impu-estas por
los Gobiernos (con la finalidad de controlar fraudes, engafios, charlataneris—
mo, etc.), han encarecido considerablemente los costds,' por el estricto control
a que son sometidas estas industrias. Opinamos que el chantzﬁe ha sido
mutuo: Los gobiernos exigen calidad, las industrias con sus marcas regis-

tradas imponen el precio. El consumidor paga.

Hay que reconocer que la sintesis, semisintesis y manipulaciones de
las estructuras quimicas de gran mimero de fArmacos, han mejorado no solo
la dosificacién, sino los aspectos farmacocinéticos (absorcién, distribucidén,
biosintesis y eliminacién), los cualés van también a influenciar el efecto final,
disminuyendo o aboliendo algunos efectos téxicos y potenciando los terapéu-

ticos.

Pero insistimos en que la bisqueda de efectos. terapéuticos a partir
de estructuras quimicas sintéticas, no serd nunca la inica forma de encontrar
farmacos qitiles y si seguird siendo un buen complemento para desarrollar y

mejorar nuevos productos a partir de aquellos que la naturaleza ofrece.

El conocimiento de la biosintesis de los productos naturales por las
plantas nos conduce a distinguir un gran mimero de productos de utilidad
terapéutica (tetraciclinas, alcaloides de todo tipo, esteroides, etc.).

La biosintesis de aminodcidos esenciales por las plantas se realiza de

13
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forma semejante 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 aspartico, la lisina y metionina entre otros.

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

ejemplo la aspirina.

Esto justifica que se haga una revisiéon de las similitudes que

pudieran existir entre la molécula de Betacianina, objeto de este estudio de
investigacién, y los de otras de efecto farmacoldgico conocido. Teniendo en
cuenta que las Betalainas se sintetizan a partir de aminas primarias, no es de
extraiiar que nos encontrembs con un gran nimero de firmacos con muy
diferentes efectos farmacolégicos que también tienen su origen natural,

semisintetico o sintético en estas aminas biégenas simples.

14
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REVISION Y ANTECEDENTES
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REVISION Y ANTECEDENTES.-

El interés por la realizacién del presénte trabajo se fundamenta en
el conocimiento a partir de fuentes orales y escritas de la utilizacién
tradicional y empirica de los frutos de dos especies de las plantas del género
Opuntia (Opuntia dillenii Haw. y Opuntia ficus indica Mill.), en relacién con
determinados trastornos orgdnicos tales como: regulacién de la ﬁresién arteri-
al (LEWIS y ELVIN LEWIS, 1977); diuréticos e hipoglucemiantes (PEREZ
y MEDINA, 1988); antidiarréicos (PEREZ ARBELAEZ, 1982 y LEWIS

ELVIN LEWIS, 1977); antitusigenos (FONT QUER, 1980).

Esta utilizacién es evidente en nuestro entorno geogrifico en donde
estas plantas abundan y lo es también, por idénticas razones, en la zona
Mediterranea y Andalucia en donde el consumo de estos frutos es frecuente

en la dieta habitual.

En la informacién bibliogrifica recopilada, se comprobé que dos de
las especies del génefo Opuntia mds abundantes en nuestras islas
présentaban, en las partes consumidas por la poblacién (flores y frutos), un
~tipo de pigmento nitrogenado (cromoalcaloide) poco frecuente en la‘
Naturaleza. Como veremos mds adelante, estos cromoalcaloides poseen una
biogénesis y estructura quimica similar a las -catec_ola_minas, bencilisoquinolin-
as, tetrahidroisoquinolinas, etc. compuestos que, como sabemos, tienen un

importante interés farmacolégico. Tras observar que esta informacién

16
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bibliogrdfica no aportaba ningiin tipo de estudio farmacolégico relacionado
‘con estas especiw en concreto,‘ pensamos que nuestro interés en estudiar estos
aspectos estaba plenamente justificado, al igual que lo habia hecho

FERNANDEZ PEREZ, 1989.

También del estudio de Ia bibliografia relacionada con estos
cromoalcaloides, conocidos como Betalainas (MABRY et al, 1972) se
desprende que practicamente todas las investigaciones estaban encaminadas
a estudiar su papel como marcador quimiotaxonémico o bien su funcién y
utilidad como colorante natural en las industrias alimentaria y farmacéutica.

- (PASCH et al, 1975, 1979).

Existe una amplia literatura limitada al estudio de las Betacianinas
(cromoalcaloides rojos) presentes en una de las fuentes naturales m4s 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 comite Mixto FAO/OMS de expertos en Aditivos Alimentarios (1985) acon-
sejaba la biisqueda de nuevas fuentes naturales de colorantes at6xicos
utilizables como aditivos en productos de consumo humano. Aunqué no eran
muchos los estudios farmacolégicos y toxicolégicos relacionados con los
extractos acuosos ricos en estos cromoalcaloides roqu obtenidos de la
remolacha roja (actual fuente comercial de estos productos), aquellos apun-

taban hacia una toxicidad nula.

17
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1.-JUSTIFICACION AL ESTUDIO DE EFECTOS ANTIMICROBIANOS.-

La bisqueda al azar de sustancias antimicrobianas efectivas requiere
- una planificacién en la que se incluyen factores tales como el tipo y origen de
la susfancia, tipo de pruebas a realizar, medios y tiempo para ello. En
principio no deberian existir resultados preconcebidos en un "screening" o

cribado de estos posibles fArmacos iitiles.

Es obvio que ei azar existe, pero también es cierto que, sobretodo en
el tema que nos ocupa, con la ayuda de los conocimientos actuales en el
campo de la quimioterapia, bioquimica, fitoquimica y en general la quimica
médica, podemos orientar nuestras investigaciones hacia objetivos mds claros
y en ocasiones, perceptiblemente iluminados. De aqui que un enfoque racional

para formular una tesis, sea lo més adecuado.

El planteamiento del trabajo deberé abarcér todos los aspectos que
han inducido a su elaboracién:

1) Antecedentes histéricos, empirismo y estado actual de los conoci-
mientos. |

2) Origeh,_clasificacién, estructura y .caracten’sticas del compuesto a
estudiar.

3) Relacién de su étructura quimica con otros compuestos de recono
cido efecto antimicrobiano. Por regla general estructuras quimicas

similares o intimamente relacionadas, ejercen efectos también

18
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cualitativamente similares, éomé mencionamos anteriormente.
4) Aun teniendo en consideracién qué éambios minimos en una
estructura quimica, pueden dotar al compuesto de actividad biolégica
\ o hacerla desaparecer, esto no suele ser la regla, de aqui la necesidad

de los ensayos para comprobarlo.

Como en nuestrov caso no disponemos mas qhe de uhos pocos datos
en relacidn con la actividad atitimicrobiana de las Betalainas y en su mayoria
han sido obtenidos de simples deducciones o tradiciones, nos vemos obligados
- a empezar por las pruebas preliminares en medios de cultivo sin considerar

si el efecto observado seria el equivalente a pruebas realizadas "in vivo".

Ademds de que estas bases empiricas recogen la idea de Ia actividad
antimicrobiana de Opuntia dillenii Haw la revisién de la literatura cientifica
nos informa de estudios programadeos y francamen_te bien desarrollados que
apuhtan a la idea de efectos antifiingicos, bactericidas y virucidas de extractos

de estas plantas.

Asi, FRISBEY et al (195;3), estudiaron la posible actividad
antimicrobiana contra el Mycobacterium tuberculosis de los extractos de 284
especies de plantas no encontrando actividad alguna en 178 de ellos y una
actividad variable de los extractos crudos parcialmente purificados en el

resto, en diluciones inferiores a 1:20 y hasta diluciones de 1:80.

19
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Mc CLEARY y WALKINGTON (1964), estudiaron la actividad an-
timicrobiana de las Cactéiceas con dos objetivos concretos:

1- Determinar qué miembros de la Familia Cactaceae, por sus compues
tos naturales, podrian tener actividad antibacteriana, después de
realizar pruébas sobre hn amplio espectrd bacteriano.

2- Determinar la influencia de la acidez y la pr&sgncia de dcidos
orgéﬁcm en la capacidad de estos extractos naturales para producir

efectos antibacterianos.

Después de estudiar la actividad de 115 especies de plantas de esta
familia sobre 21 cepas bacterianas MC CLEARLY y WALKINGTON
: concluyeroxi que la tﬁbu Opﬁntiae tenia el mayor efecto antibiético sobre un
amplio espectro bacteriano ya que con la mayoria de las especies estudiadas
se obtuviéron buenos resultados. Su expel_'iencia en el laboratorio les demostré
que la mayor actividad antibacteriana se obtenia con las fracciones solubles
_.en agua extraidas a priméras horas de la maﬁana. Con respecto a la influen-
cia de la acidez en el efecto antibacteriano exponen que en algunas especies,
principalmente en las méS suculentas, este efecto "podria estar relacionado
con el metabolismo del 4cido crasuldnico de la planta y la presencia de dcidos
ofgénicos aunque, en algunas. especies el efecto inhibitorio se mantuvo
después de ser neutralizada la acidez, posibleménte por poséer constituyentes

adicionales, con capacidad inhibitoria de por si".

20
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2.-QUIMICA DE LAS BETALAINAS.- Origen, tipos y quimica de las

betalainas.
2-1.-INTRODUCCION.-

La qui{nica de las betalainas ha sido revisada recientemente por

FERNANDEZ PEREZ, (1989) y en sintesis es como sigue: Las antocianinas
y los carotenoides son los colorantes na-turals responsables de casi todos los
colores rojos, rosados, escarlatas, malvas, azules y tonalidades ainarillas
presentes en los pétalos, hojas y frutos de las plantas vasculares superiores,
con excepcion de aquellas plantas pertenecientes al orden Centrospermae, en
las cuales son reemplazados por un grupo de pigmentos diferentes llamados:
Betacigning (rojo-violeta) y Betaxantinas (amarillas), refiriéndose en este

caso a los que se encuentran en la remolacha roja: Beta vulgaris.

Betacianinas ——> Betanina

/ (pig. rojo-violeta) -

Betalainas

\ Betanidina

Betaxantinas

(pig. amarillo-marrén)

Cuadro N°1
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CHQ

Fig.1: Estructura quimica general de las betalainas, donde se representan a
una amina primaria o secundaria (I) y el 4cido betaldmico (II). Los radicales
sustituyentes R y R’ son grupos amino, imino o indélico. Tomado de MABRY

y DREIDING (1968).
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Fue SHUDEL (1918) el primero en introducir el término géneral de
betacianinas (por creerlos relacionados con los flavonoides) para designar los
pigméntos que encontré en la raiz de la Beta vulgaris, en algunas especies de
Chenopodium y en la planta Celosia Cristata. Las betacianinas de SCHUDEL
comprenden los pigmentos rojo-violeta que denominé betaninas y los amari-

llos a los que llamé betaxantinas, todos ellos procedentes de la remolacha roja

(Beta vulgaris).

Posteriormente segﬁﬁ MABRY (1968), fueron aislados pigmentos de
caracteristicas similares en plantas de otras familias de este mismo Orden
(Centrospermae) a »los que se daban nombres con el prefijo de la planta de la
que eran extraidos. (Amarantina de Amarantus, Bugainvilleina de la

~ Buganvilla, Indicaxantina del tuno Ficus Indica etc.).

MABRY y DREIDING (1968) introdujeron el término de Betalainas
para denominar a todo este peculiar grupo de pigmentos rojo-violeta,
amarillos y marrones nitrogenados e hidrosolubles que,casi con exclusividad,

se encontraban en las plantas floreadas del Orden Centrospermae.

Desde el punto de vista quimico,v WYLER et al.(1965) consideraron
alas ‘Betalainas como productos formados tras la condensacidn de una amina
~ primaria o secundaria cbn el 4cido betalimico. Posteriormente WILMER et
~al (1971) confirmaron estos resultados indicando que se derivan de aminodci-

dos esenciales, siendo el principal de ellos la fenil-alanina, y de aminas
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primarias y secundarias (dcidos betaldmico, aspdrtico y glutdmico).

Segiin Albornoz (1980), los aminodcidos pueden agruparse en cuatro
grandes familias:
1.-Derivados del icido aspértico (lisina, metionina, etc.) y del
oxalacetato.
2.-Derivados del Piruvato: alanina, valina y leucina.
3.-Derivados del 4cido Shikimico: fenilalanina, tirosina y triptéféno.
4.-La ‘ornitina, que es precursora de alcaloides simples: nicotina,

cocaina, etc.

BIRCH (1963) y ALBORNOZ, describen la sintesis de la fenilalanina a
partir del 4cido Shikimico que a su vez proviene de aziicares (eritrosa 6-
fosfato); éste se transforma en dcido prefénico, posteriormente a dcido fenil-

pirivico y por iltimo en fenilalanina._ (Fig.2).
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COOH

COOH
HOOC |
ac. Shlklmico ~ac. preFémco
COOH COOH
ac. Fenil piruvico Fenil alanina

Fig.2 -Sintesis de la fenilalanina a pgrtir del 4cido Shilu’x_nico. (BIRCH, 1973).
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2-2.-BIOSINTESIS DE LAS BETALAINAS.-

_ La sintesis de Betalainas (Betacianinas y Betaxantinas) por los seres
vivos se realiza a partir de la conversién por hidroxilacién de fenilalanina en
tirosina y, posteriormente, por una nueva hidroxilacién en DOPA (3-4-

hidroxifenilalanina). (Fig.3)

CHZ-CH-NH2 CHZ-(IZH-NH2
(IZOOH COOH
— ————
OH
Fenil-alanina o . Tirosina
CHZ-CIZH-NH2
COOH
 ——
OH
| OH

Dihidroxi-fenil-alanina. DOPA

Fig.3 -Biosintesis de l]a DOPA. (BOWMAN, 1984)
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A partir de la tirosina PIATELLI (1981) describe la biosintesis de la

Betanidina (color rojo violdceo) y de la Betaxantina (color amarillo). (Fig.4)

‘Tirosina ——s DOPA

N

Ciclo DOPA ac. Betalamico
Betanidina | Betaxantina
Betanina

Fig.4 -Biosintesis de la Betanidina y de la Betaxantina
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Asimismo, basdndose en los trabajos de VON ARDENE et al (1974)
y de BARTH et al (1979), PIATELLI (1981) describe ia sintesis de la

dihidroazepina a partir de un intermediario de la DOPA. (Fig.5)

- o)
HO Coo l
. ™ |
HQ N —_—p || ac.Betalamico
DOPA H -
l HOO COOH
' N
H
Betanidina
o v HO , /
N ‘ .
' | HO . COQ-
H COOH | N
HOO H Ciclo DOPA

Dihidroazepina

Fig.§ -Dihidroazepina. PIATELLI (1981)

28

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Fueron PUCHER ¢t al. (1938) los que consideraron a la Betanina un
monoglucésido que al perder el aznicar por hidrélisis 4cida, se convertia en

Betanidina.

La distribucién de los 4tomos en la molécula de Betanidina y la situacién
(ubicacion) de la molécula de glucosa fue determinada por MABRY et al.
(1962) y WILCOX et al. (1965). Dicha molécula tenia una formula molecular
de C,, H,; O3 Nz‘ . En ella habia tres grupoes carboxilicos y un dtomo de
nitrégelio cuaternario con carga positiva en la posicién 1 que estaba heutrali-
zado por el carboxilo de la posicién 2. (Fig.6)

1
CHzOH

AZUCAR

BETANIDINA

Fig.6 -Estructura quimica de la Betanina.
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La Betanina posee una molécula azucarada en el C; (B-D) glucosil segiin
PIATELLI (1964), y por la accién de la glucosidasa se convierte en
Betanidina, con lo que se confirmaba la hipdétesis de PUCHER et al,(1938)

(Fig.7) y que fue ratificada por MABRY, (1966).

HO

Y B=glucosidasa

1. B-glucoronidasa

n-2 . B—glucosidasa
-

Hooc 'l" COOH
H

I III

Fig.7_ -Hidrélisis dcida y enzimdtica de las Betacianinas. I: Betanina,

Isobetanina (R=B-D-glucosa). II: Amarantina, Isoamarantina (R=O-écido

B-D-glucosil-urénico)-B-D-glucosil. III: Betanidina, Isobetanidina. Tomado

de MABRY (1966).
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El tratamiento 4cido de ambos compuestos, los {transformaba en sus
respectivos isémeros. Este hecho fue también confirmado por MABRY
(1966). Por otra parte la degradacién alcalina de la Betanidina daba luga_r a
fres tipos de compuestos: 4cido dihidro-indélico, dcido férmico y 4cido 4-

metil piridina 2-6 dicarboxilico. WYLER y DREIDING, (1962). (Fig 8)

HO

HO N

. HCOOH

CHy

HOOC N COOH

Fig.8 -Degradacién alcalina de la Betanidina. I: Betanidina, Isobetanidina. II:
Acido 5;6-dihidroxi-2,3-dihidroindol-2-carboxﬂico. II: Acido férmico. IV:

Acido 4-metilpirina-2,6-dicarboxﬂico. Tomado de MABRY (1966).
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2-3.- CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE LAS BETACIANINAS

Y ASPECTOS TAXONOMICOS.-

WYLER y DREIDING (1957), y SCHMIDT y SCHOLEBEN (1957),
prepararon por primera vez, una muestra de Betanina cristalina pura. Los
datos que existian sobre la estructura quimica de las Betacianinas eran muy
escasos. Hasta entonces se las habfa descrito como "antocianinas nitro-
genadas", con lo cual se reconocia el contenido de nitrégeno de estos
pigmentos pero, incorrectamente, se presumia una relacién estructural directé

con las antocianinas.

Dentro de las Bétaciar_linas, la Betanina de la remolacha roja es la
que ha sido objeto de la mayorfa de los estudios. Su estructura se establecié

en la década de los afios sesenta. (ver Fig.6)

En 1938 PUCHER et al. comprobaron que la Betanina, era un mono-
glucésido que, por hidrélisis 4cida, daba lugar a una aglicona denominada
Betanidina. Combinando diferentes métodos: degradacién alcalina, espec-
trofotometria, resonancia magnética nuclear, espectroscopia de masas,
electroforesis, etc., MABRY et al. (1962) y WILCOX et al. (1965), obtuvieron
un compuesto con una férmula molecular de C,, H,; O,; N, que contenia tres
gfupos carboxilicos de los cuales dos tenian un pk,=3.4, y un dtomo de
nitrégeno cuaternario (=N+ =) con una débil carga positiva neutralizada por

el grupo carboxilico en la posicién dos, lo que le daba al pigmento
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propiedades anfotéricas. Ademds, habia dos grupos fenélicos (pk,=8.5) en la
posicién 6 y S. A esta dltima se unia, con un enlace beta, la molécula de
glucosa (ver Fig.6). Segiin WYLER et al.(1959), la Betanina disuelta en agua,
mostraba una densidad éptica mdxima a 536-538 nm (E = 1120),una menor
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
glucésido con mdximos de absorbémcia a 542-546 nm, 271-272 nm y un
“hombro a 295 nm (WYLER y DREIDING, 1959). Los pesos moleculares eran

de 550.22 para la Betanina y de 388.14 para la Betanidina C,3 H;s Og N,.

- WYLER y DREIDING (1959, 1962) identificaron tres productos de
suma importancia a partir de la degradacién alcalina de la Betanidina: el
dcido 5,6-dihidroxi-2,3-dihidroindol-2-carboxilico (II), el dcido férmico (III)

y el dcido 4-metipiridina-2,6-dicarboxilico (IV).(ver Fig.8).

Gracias al estudio previo de un derivado metilado de la Betanidina
denominado Neobetanidina, MABRY et al. en 1962, clarificaron algo mas las
caracteristicas de la estructura quimica de esta nueva clase de pigmentos,
(Fig.9); demostraron definitivamente que su estructura quimica no estaba
relacionada con la de los antocianos y que, por lo tanto, pertenecia a una
nueva clase de pigmentos. Su estructura, hasta este momento desconocida
entre los pigmentos existgntw en la naturaleza, no tenia ninguna similitud con
‘el esqueleto C; C, C, de los antocianos que éra flavonoide, pero, en cambio,

contaba con un niicleo indol y uno piridinico parcialmente hidrogenados.
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BETANIDIN
C ’
l MM , 1SOBE TANDIN
Gc-0 F CH,C00 ' CHy0 l
H H
\ \ / e el P P
CHy0 N \ CH,0 N
coocH, 3 COOCH,
4. HCL CHy OH AN
2. ACETK mmo!ws
Z
™
CH,OOC OCH, N co s
Ix

sal de Fremy

CH00¢ CH;00C
I
OH ﬁ HCL CH, OH;

CH,0 I COOR

R=Hd Cl-t3

Fig.9 : Sintesis y degradacién de los derivados Neobetanina y Neobetanidina.

I: Neobetanina. III: Ester 5,6-di-0-metil-2S-Neobetanidin trimetilico. IV

Acido 5-hidroxi-6-metoxi-indol-2-carboxilico.(MABRY, 1966).
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Quimicamente, la Betanidina estaba relacionada con los alcaloidés por
lo que MABRY (1966) propuso para las Betalainas la expresién de cromoal-

caloides.

WYLER. et al. (1963) definieron también, después de realizar el
andlisis del éompu&sto 5,6-di-0-acetilbetanidina, la estructura detallada de la
Betanidina (aglicona), lhostrando una combinacién de estructuras quimicas,
hasta entonces poco usual, como era la de los anillos dihidroindol y dihi-
dropiridinieo, con un croméforo. Adem4s, propusieron una estructura reso-
nante y alternativa para la Betanidina que llevaba una carga positiva en el

nitrégeno dihidropiridn’nico.

Aiin quedaba por resolver cual era la estructura detallada de la pof—

cién glicosidica, asi como de qué forma y en que posicién se unia a la aglicona

(WYLER et al. (1963)). Gracias a los estudios de hidrélisis con la enzima

betaglucosidasa (PIATELLI et al.(1964) y de résonancia magnética nuclear
(WILCOX et al. (1965), que se realizaron sobre el gluéésido Betanina, se
~ demostré que éste era un 0-beta-glucopirandsido de su aglicona (ver Fig.7).
PIATELLI et al. (1964) y WILCOX et al (1965) determinaron la posicién
exacta del enlace dé la glucosa en la Betanina. Para ello, usando diferentes
procedimientos, rompieron por su mitad el derivado neobetanidin_ico para for-

mar el dcido 5-hidroxi-6-metoxi-indol-2-carboxilico o su ester metilico (ver

fig.7) lo que les permiti6 llegar a la conclusién de que la Betanina era el 5-0- .

glucésido de la Betanidina. Asi tanto el glucésido como su isémero, la isobeta-
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nina, se podian formular como 5-0-beta-glucopiranosil de Betanidina e

Isobetanidina respectivamente.

Las férmulas estructurales de la Betanina y'Betanidina presentaban
dos dtomos de carbono asimétricos que eran el C, y el C5 , y también eran
moléculas dpticamente activas. WYLER y DREIDING (1962, 1963), compro-
baron que la betanina y la Isobetanina, tenian la misma conﬁguﬁcién este-
reoquimica en el C, y que era de tipo S. Segiin WYLER et al.(1965), la dife-
rencia entre ambas moléculas solamente dependia de la configuracién en el
C,s - La Betanidina también tenia en el C, una configuracién S mientras que
la de la Isobetanidina era R. Tanto la Betanina como la Betanidina se
transformaban en sus respectivos isémeros mediante tratamiento dcido. En
.1963 WYLER _e_f_ al., habian demostrado que tanto la Betanidina como su isé-
mero podian transformarse en el mismo producto si se trataban con diazome-
tano, esto es, con el ester 5,6-di-0-metil-2,5-neobetanidina trimetilico (Fig.9).
Eran pues diasteroisémeros y epimeros (ver Fig.6). Aun no estaba claro si la
forma isomérica la' sintetizaba la célula vegetal o si surgia de la epimerizacién
posterior del compuesto Betanina o Betanidina. Generalmente, cbn cada Beta-
cianina habia una pequéﬁa cantidad de forma isomérica. NILSSON et

al.,(1970).

Al comprobar que en todas las Betacianinas estudiadas se obtenfan

tanto Betanidina como Isobetanidina, PIATELLI et al (1964), establecieron

la hipétesis de que en todas ellas se encontraban las mismas agliconas. Al
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menos tedricamente, también admitian que otras Betacianinas tuviesen
diferentes grupos unidos a los correspondientes grupos fendlicos y/o car-
boxilicos de.la aglicona. Observaron que todas las Betacianinas estudiadas,
solo se diferenciaban en su resto glicosidico. M4s tarde WYLER et al.(1967),
encontraron alguhas excepciones como la brebetanina obtenida de la raiz de
la remolacha que presentaba un grupe sulfato con carga negativa en la

posicién 6 de la porcién glicosidica.

H

I: R=B-D-GLUCOSIL
IT: R=H

Fig.10: Betanina y Betanidina con sus respectivos isémeros: I Betanina,
Isobetanina (R=B-D-glucosil) II Betanidina, Isobetanidina (R=H). Tomado

de NILSSON (1970).
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AMARANTINA E ISOAMARANTINA

Fig.11: Amarantina e Isoamarantina (C;s Isémero). Se observa la unién de

una molécula de dcido B-D-Glucurénico en la posicién 2’ de la glucosa.

Tomado de Minale et al (1960)
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| Otro'par de Betacianinas isoméricas, la amarantina e iscamarantina,
aisladas de las hojas de la planta Amaranthus tricolor fueron descritas por
PIATELLI et al.(1964), (Fig.11). Ambas, al ser hidrolizadas con la enzima
betaglucoronidasa seguida de la beta-glucosidasa, se transformaban en
Betanidina e Isobetanidina respectivamente. La Amarantina, al igual que la
Betanina, podia ser fragmentada después de su meﬁlacién y de este modo se
aclaré la posicién de la molécula de glucosa.(Fig.9). Por lo tanto, estas
Betacianinas podian formularse como 0-(4cido beta-D-glucopiranosilurénico)

y 5-0-beta-D glucopirandsidos de Betanidina e Isobetanidina respectivamente.

PIATELLI et al.(1964), demostraron que la amarantina obtenida de
Amaranthus tricolor, tenfa unida a la posicién 2 un égido beta-D-glucurénico
mientras que, las Betacianinas de plantas como Phyllecactus hybridus Hort.,
Celosia cristata e Iresine herbstii eran derivados acetilados de la Betanina e
Isoamarantina. MINALE et al. (1966), caracterizaron ocho Betacianinas a
bartir de estas especies, 'y demostraron que esos pigmentos eran derivados
acetilados de la Betanina, de la Amarantiﬁa 0 de sus correspondientes C(15)

diasteroisémeros.

Ademsis de las Betacianinas glucosidicas, Betanina e Isobetanina , se
han détectado otras por cromatografia, métodos espectfalos 0 electrofdréticos
(WYLER et al. 1959; WYLER y DREIDING, 1961; PIATELLI y MINALE,
1964). El mds completo de estos informes describe 46 glicésidos de

Betacianinas diferentes (tabla I) obtenidos a partir de 37 especies que
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representan a siete familias perteneciehtes al orden Centrospermae
(PIATELLI y MINALE, 1964 y MINALE, 1972). De ellos, 29 fueron hidro-

lizados y producian tanto Betanidina como Isobetanidina .

Todos los glicésidos descritos por PIATELLI y MINALE (1964, 1972),

fueron aislados por cromatografia em poliamida y caracterizados por

espectroscopia visible y electroforesis. Todos los pigmentos mostraban un

méximo de absorcién entre 534-552 nm y una movilidad electroforética

préxima a 1.3-1.8 en relacién con la Betanina.

Resumiendo, por los datos de que se dispone hasta ahora, se sugiere
que las Betacianinas se diferencian, solamente, en las modificaciones de sus
patrones glicosidicos, en la configuracién en el C(15) y en la esterificacién de

los grupos carboxilicos.

La tabla I a continuacién, agrupa las Betacianinas existentes en la

naturaleza. Esta tomada de T.J.MABRY (1968, 1972) Y M.PIATELLI (1981)
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TABLA I

1. AMARANTINA

2. ISOAMARANTINA

3. BETANINA

4. ISOBETANINA

5. BETANIDINA

6. ISOBETANIDINA

7. 2-DECARBOXIBETANIDINA
8. BOUGAINVILLEINA-I

9. BOUGAINVILLEINA-TI
10. BOUGAINVILLEINA-III
11. BOUGAINVILLEINA-IV

" 12. BOUGAINVILLEINA-V
13. BOUGAINVILLEINA-VI
14. BOUGAINVILLEINA-VII
15. BOUGAINVILLEINA-VIII
16. BOUGAINVILLEINA-IX
17. BOUGAINVILLEINA-X
18. BOUGAINVILLEINA-XI
19. BOUGAINVILLEINA-XII
20. BOUGAINVILLEINA-XIII
21. BOUGAINVILLEINA-XIV
22. BOUGAINVILLEINA-XV

.23. CELOSIANINA
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TABLA 1 CONTINUACION

24,
25.
26.
27.
28.
29,
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.

ISOCELOSIANINA
GOMPHRENINA-I
GOMPHRENINA-II
GOMPHRENINA-III
GOMPHRENINA-IV
GOMPHRENINA-V
GOMPHRENINA-VI
GOMPHRENINA-VII
GOMPHRENINA-VIII
IRESININA-I
IRESININA-II
LAMPRANTHINA-I
ISOLAMPRANTHINA-I
LAMPHRANTINA-II

ISOLAMPHRANTINA-II
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39. MESEMBRYANTHEMINA-I
' 40. MESEMBRYANTHEMINA-II

41. MESEMBRYANTHEMINA-IIT

42. PHYLLOCACTINA

43. ISOPHYLLOCACTINA

4. PREBETANINA

45. ISOPREBETANINA

46. RIVINIANINA
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2-4.- DIFERENCIAS FISICAS Y QUIMICAS DE LAS ANTOCIANINAS

Y BETACIANINAS.-

Dentro de los pigmentos .del reino vegetal, las antocianinas
constituyen el grupo m4s importante y extendido. Son hidrosolubles, inten-
samente coloreados y responsables de casi todos los colores rosas, escarlatas,
rojos, malvas, violetas y azules de bétalos, hojas y frutos de plantas supe-
riores. Quimicamente estin basados en una estmctum aromdtica sgncilla, y

todos son derivados del pigmento cianidina por adicién o sustraccién de gru-

pos hidroxilicos o por metilacién o glicosilacién de los mismos HARBORNE

(19"/"3),(Fig.12). Asi como las antocianinas estdn repartidas casi universal-
mente en las plantas vasculares superiores, las Betacianinas se encuentran de
manera exclusiva en el orden Centrospermae; segin consta en el capitulo
anterior, son quimicamente diferentes a las antocianinas y ademds difieren
en las siguientes propiedades: a) las Betacianinas son mucho mds inestables
a la hidrélisis 4cida; b) los colores que adquieren«é diferentes pH son dis-
tintos; ¢) sus propiedades cromatogréficas y electroforéticas son diferentes.
Estas peculariedades quedan reflejadas en la Tabla II y, gracias a ellas,
ambas clases de pigmentos son ficilmente distinguibles con simples ensayos
de colores que se bueden realizar con los extractos crudos de las plantas.

(HARBORNE ,1973).
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Fig.12: Estructura quimica general de las Antocianinas. Tomado de

HARBORNE (1973).
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TABLA 1I

TEST PARA DIFERENCIAR LAS ANTOCIANINAS DE

BETACIANINAS. TOMADO DE HARBORNE (1973).

TEST . ANTOCIANINAS
Con 2M Hcl color estable
X 5 min x 100°C
Con 2M NaOH cambia a azul-verde

afiadido gota y, lentamente, se

a gota - decolora
Cromatografia R, bajo a intermedio

1% Hcl en agua

Cromatografia BAW R, 10-40
Espéctro visible Madximo en rango
en metanol-Hcl 505 a 535 nm.
Electroforesis en Migra hacia
papel a un pH=2-4 cdtodo

BETACIANINAS

desaparece

el color

cambia a

amarillo

R, alto

R, 00-10

M4ximo en rango

532 a 554 nm.

Migra hacia

.’modo

BAW = n-butanol-dcido acético-agua (4:1:5,v:v:v)
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2-5.- QUIMIOTAXONOMIA DE LAS BETALAINAS.-

Las Betacianinas, estdn restringidas a diez familias pertenecientes al
| orden Centrospermae (Tabla III) . Excepto las familias Basellaceae, Didiraceae
y Stegnospermaceae, las demds contienen especies productoras de Betaxan-
tinas. La mayoria de los géneros y especies de estas familias, aun no han sido
investigadas cdmo ocurre, por ejemplo, con la familia Cactaceae (Tabla IV).
Ademﬁs, la mayoria de los investigadores no publican sus resultados negati-
vos, es decir, cuando los pigmentos no estaban presentes, o cuando solo exis-
tian en cantidades tan bajas que su deteccién analitica no podia realizarse.
Debido.a ello, no ha sido posible dar una estimacién exacta del niimero de
especies investigadas. El estudio de la distribucién de las Betaxantinas es aun

mds limitado segin PIATELLI (1981).

Para MABRY et al.(1976), el orden Centrospermae debé reconocerse

como aquel que contiene a las diez familias de plantas productoras de Beta-
‘lainas que se citan en la tabla III. La importancia taxonémica estriba en las
diferentes caracteristicas quimicas existentes entre las Betacianinas y las An-
tocianinas. Estas diferencias incluyen: vias diferentes en sus correspondientes
biosintésis, su mutua exclusién y la limitada distribucién de las Betacianinas
dentro del reino vegetal. Todo esto, las convertia en un punto de mira de par-

ticular interés taxonémico, MABRY et al.,(1962); PIATELLI et al.,(1981).
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TABLA III

ORDEN CENTROSPERMAE
- 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 PIATELLI, 1981.

Antes de que la estructura quimica de las Betalainas fuera clarificada,
la inipbrtancia potencial de su presencia en la taxonomia 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 inclufa, representantes de las familias Amaranthaceae , Chenopo-
diaceae, Phytolaccaceae y Portulaccaceae. GERTZ (1906) aumentd a siete

el nimero de familias que poseian Betacianinas aiiadiendo a la lista la
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Nyctaginaceae, la Aizoaceae y Basellaceae. KRYZ (1919, 1920), observé que
el pigmento rojo de las flores y frutos de Nopalxochia phyllanthoides daba las
reacciones tipicﬁs 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 (iue en la clasificacién moderna estd considerada como per-
teneciente al orden Centrospenﬁae. Estas observaciones previas basadas en
;'eacciones colorimétricas, fueron conﬁrﬁ:adas por REZNIK (1957), con la
aplicacién de técnicas refinadas de cromatografia y electroforésis. RAUH y
REZNIK (1961), afiadieron a la lista de familias con Betacianinas la Didie-

raceae; y MABRY et al. (1963), incluyéron la Stegnospermaceae.

MABRY (1964), basdndose en la marcada qorrelacidn entre las ca-
racteristicas 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 qu1m1ca diferente que existia entre ambos grupos de pfgmentos
naturalés, el hecho de que estuvieran excluidos mutuamente (aunque existe
otra clase de flavonoides comunes dentro de las familias Betacianinicas) y la
restringida disfribucién de las Betalainas, fueron argumentos mds que sufi-
~ cientes, a favor de ia gran importancia taxonémica que tienen estos cromo-
alcaloides. DOPP y MUSSO (1973), descubrieron la presencia dé, Betalainas
en la Amanita muscaria, la cual carece de cualquier relacién filogenética con

las plantas del orden Centrospermae. A pesar de este descubrimiento los
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argumentos‘ citados lio se han visto lesibnados. Este hallazgo ha sido
considerado, simplemente, como un caso de convergencia quimica bajo la
presién de la evolucién o como una rareza bioquimica aislada. PIATELLI et

al. (1981).
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TABLA IV

GENEROS DE LA FAMILIA CACTACEAE (CERCA DE 200 GENEROS,
2000ESPECIES) QUE CONTTENEN BETACININAS 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 @2:1)
NOTOCACTUS o @0:1
OPUNTIA* - (200:6)
PARODIA* (35:3)
PERESKIA* (20:1)
PHYLLOCACTUS (20:1)
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TABLA IV CONTINUACION

REBUTIA#* : (40:3)
SELINOCEREUS (23:1)
THELOCACTUS (20:1)

TOMADO DE MABRY (1968). *Contienen betaxantinas

(N° especies del género: N° que tienen betacianinas)
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3.- 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 at.raer a
los animales vectores colaboradores de la reproduccién, se les ha atribuido
varias funciones. Estas incluyen el participar en oxidaciones bioldgicas y la

de proporcionar resistencia a la infeccién microbiana.

Las Betalainas parecen haber sustituido a las Antocianinas como
factores de poliniiacién 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 PIATELLI (1981) como ocurre con la mayorfa de los llamados "meta-
bblitds secundarios", es muy dificil 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 Antociani-
nas, estaban frecuenteménte presentes en las capas epidérmicas del téjido de
las plantas. Se ha observado que las Betélainas, frecuentemeﬁte, se acumulan
en ios sitios lesionados o que sufren algﬁn daiio, por lo que se pensé que
quizds fuera un mecanismo de defensa contra la infeccién virica. En apoyo

de esta hipétesis, SOSNOVA (1970) comprobé que las Betalainas tenian un
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efecto inhibitorio sobre la reproduccién viral.

STENLID (1976), demostré que tanto la Betanina como la Vulgaxan-
tina eran inhibidores efectivos de la oxidasa del 4cido 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 puedap jugar aigfm papel "in vivo" como reguladores de la activi-
dad del dcido indolacético, aunque han sido cohsideradas como modificadores

potenciales del metabolismo auxinico.

3-1.- RELACION DE LAS ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LAS
BETALAINAS CON LAS DE OTROS PRODUCTOS DE DEMOSTRADA

ACCION FARMACOLOGICA.-

Los alcaloides han aportado un gran mimero de firmacos titiles. Su
estructura quimica es muy vaﬁada, y éontiene uno o varios anillos nitro-
genados. De aqui que su clasificacion no haya sido tafea facil y que conti-
nuamente, al descubrirse nuevos compuestos, se esté modificando. TREASE

y EVANS (1990).

Algunos autores como HEGNAUER, (1963) consideraron a los amino-
4cidos fenilalanina, triptéfano, ornitina, lisina, histidina y dcido antranilico

como los puntos de partida de todos los alcaloides. Otros autores, entre ellos
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TREASE y EVANS abogan por las clasificaciones a partir de estructuras mds
avanzadas. SANCHEZ ALBORNOZ (1980) también defiende el criterio ante-
rior de clasificaciones a partir de estructuras m4ds avanzadas y propone la
siguiente clasificacién: Piperidina, Piridina, Pirrolidina, Tropano, Quinolina,
| Quinoclidina, Quinazolina, Isoquinolina, Benzil-isoquinolina, Indol, Ergolina

y Purina.

De estos niicleos, los que mds nos interesan desde el punto de vista
comparativo de estructura quimica con las Betalainas, serfan los de la Pipe-

ridina, Piridina, Quinolina, Pirrolidina e Indol.

Hemos visto c6mo a partir del 4cido Shikimico podrian sintetizarse
los compuestos objeto de este estudio: las Betalainas y de entre ellos, la

~

Betanina obtenida de frutos de Opuntia dillenii.
Los alcaloides naturales, se sintetizan a partir de los niicleos de

PIPERIDINA, PIRROLIDINA, QUINOLINA e INDOL cuyas férmulas

estructurales son las siguientes: (Fig.13)
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@ e

H
PIPERIDINA PIRROLIDINA - QUINGLINA

O

!
INDOL H  PYRIDINA

Fig.13: Férmulas de PIPERIDINA, PIRROLIDINA, QUINOLINA, INDOL,

PYRIDINA y BETANIDINA. Tomado de ALBORNOZ.

Vemos pues, qué estos cromoalcaloides betalainicos tienen en su
molécula un micleo piperidinico y otro Indol y, c6mo se ve claramente, el

niicleo de las quinolinas.
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De este mismo origen, se formarian otros alcaloides naturales como
la papaverina, berberina, morfina, colchicina, codeina, etc. los cuales se

sintetizan a partir de la fenilalanina y tirosina tras la condensacién de la

amina primaria o secundaria. con el 4cido Betalimico. SANCHEZ

ALBORNOZ, (1980).

A’ partir de los micleos bdsicos mencionados anteriormente se ob-
- tienen bien por procesos nafuralos, de semisintesis o sintesis, un gran nimero
de compuestos con distintos efectos fafmacolégicos, en ocasiones principales
y casi siempre secundarios que la sintesis no logra hacer desaparecer y que
podrian clasificarse como perjudiciales, imiitiles, iitiles en parte o francamente
titiles pues, ejerciendo efectos colatérales 0 secundarios en otros sistemas

orgdnicos, aumentan el efecto favorable o disminuyen efectos nocivos.

Tenemos el ejemplo de los antidepresivos triciclicos (fenotiazinas)
utilizados para el control de estados psicéticos pero que ademis tienen la pro-
piedad de alterar la flora normal del intestino con la aparicién de un sindro-

me patolégico distinto. (BOUVRIOUX et al.,1990)

Como positivo seria aquella sustancia utilizada para el tratamiento
de un sindrome diarréico de etiologia infecciosa, que al mismo tiempo tuviese
efectos paralizantes sobre el peristaltismo intestinal.

De aqui que, salvo alguna excepcidén, en la mayoria de los casos una
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estructura quimica similar, deberia ejercer con mayor o menor potencia o
efectividad la misma funcién cuando se acopla a los receptores tisulares en-
éargados de ejercerla. Esta molécula, por compartir parte de su estructura
con otra podria ejercer su efecto aunque fuese solo en forma "colateral",

secundaria.

En el presente trabajo nos hemos propuesto revisar esas moléculas.
La mayoria de ellas, parecen tener una relacién quimica extraordinaria, aun-
que sean utilizadas para tratar sindromes muy dispares: desde antimicro-
bianos, antiviricos, antiparasitarios, antineopldsicos, antihistaminicos, an-
tisépticos, depresores del S.N.C., etc. Veamos a continuacién ejemplos de esta

relacién o similitud.
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3-1.a.- RELACION CON SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS.-

INDOLMICINA- Es un antibiético producido por Streptomycps Albus
(Merk, pag. 4880), y tiene en comiin el grupo indol. Férmula de la

INDOLMICINA (Fig.14)

INDOLMICINA

Fig.14 -INDOLMICINA
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@O_DMIEI_QQ—_ Es uno de los principﬁlw componentes de la pared
de las esporas de ciertas bacterias del género Bacillus y Clostridium. La
similitud estructural de estas moléculas permitiria su utilizacién como
antimetabolito, alteréndo la sintesis normal de proteinas, impidiendo de esta

manera la duplicacién celular y por lo tanto causando la muerte a la bacteria.

OH ﬁ

|| I
0 OH

Ac. DIPICOLINICO

Nucleo Pitimidico
HOOC

BETANIDINA
Nucleo Piperidimico

Fig.15 -Férmula del Acido Dipicolinico y de la Betanidina.
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Otro férmaco de gran utilidad terapéutica y que también posee el
niicleo piperidinico es el tuberculostditico PAS (dcido p-amino salicilico).

(Fig.16)

COOH

OH

NH
2

PAS

Fig.16 -PAS

Como otro ejemplo de estructuras de sustancias antibiéticas relacionadas
con las ﬁeﬂlahas, mencionaremos al CLORANFENICOL. Al igual que ellas,
su porcién aromdtica se deriva del dcido SHIKIMICO, que tras unirsele el
grupo carbonilo procedente del acetato y formato yk la cadena tricarbonada

~ a partir del glicerol, completa su molécula. ALBORNOZ, (1980).
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Podemos apreciar que en el micleo piperidinico, radicales oxidrilos

y carboxilos, forman parte de la estructura quimica del cloranfenicol.

(Fig.17).

|
|
!
i

NN

f
NO
-

CLORANFENICOL

Fig.17 -Férmula del CLORANFENICOL
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QUINOLONAS.-

LESHER (1986), en el simposio sobre las quinolonas como antibiéticos
(citado por SIPORIN et Ll, 1990) describié los pasbs que condujeron al descu-
brimiento de la primera quinolona itil como antibacteriano: el 4cido Nalidixi-
co (Fig.18). Este producto fue obtenido como una de las impurezas en el pro-
ceso de la sintesis de la cloroquina (Fig.19) que, al igual que la Betalaina,
tiene una estructura quinolinica, obteniéndose a partir de la dicloroquinolina

tras reaccionar con una diamina.

N | N - CH2-CH3

ACIDO NALIDIXICO

Fig.18 -Acido Nalidixico
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Cl

HNCH - (CH,)- N(G,H ),
|

CH,

CLOROQUINA
Fig.19 -Cloroquina

La cloroquina reemplazé a la quinina en el tratamiento y control de

la malaria. (Fig.19)

Por alteracién de la molécula del 4cido nalidixico se han obtenido
numerosos compuestos con una eficaz accién antibacteriana: dcido oxolinico,
‘acrosoxacina, flumequina, ciprofloxacina, norfloxacina etc. y otros muchos

compuestos en desarrollo y prueba.

Las Quinolonas con una probada actividad antibacteriana son
derivadas por un lado de la NAFTIRIDINA (4cidos pirimidico y pipemidico)
y de la CINOLINA (cinoxacino) y el resto, los mds importantes sin lugar a

dudas, de la QUINOLINA. (Fig.20)
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e | e
QUINOLINA | 4-QUINOLONA

(4-oxo-1,4 dihidroquinolina)

Fig.20 -Quinolina

OUINOLONAS NO FLUORADAS.-

Aunque la inclusién de uno o m4s stomos de Flior en las moléculas
de estos compuestos les confieran mejores propiedades farmacocinéticas y de
efectividad, los compuestos no »fluorados son activos frente a un gran mimero
de gérmenes patégenos. He aqui los mds importantes derivados de la
Quinoleina: Acido oxoh’nico_ (Fig.21), Acroxacino (Rosoxacino) (Fig.22),

Tioxacino, Droxacino y Miloxacino.
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COOH

o N
|
CH,-CH,

ACIDO OXOLINICO

Fig.21 -ACIDO OXOLINICO.

COOH

N

|
CH,-CH,

ACROSAXACINO ( ROSOXACINO )

Fig.22 -ACROSOXACINO (ROSOXACINO).
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Podemos apreciar que la porcién piridimica de la parte quinolinica de
la molécula, tiene también un grupo carboxilo en la posicién 3 y la Beta-

nidina, lo tiene en la posicién 2.

El incremento desde 1986 de las investigaciones sobre estructuras
quinolinicas con posible efecto antibacteriano ha superado el de cualquier otro
tipo, esperdndose un aumento del crecimiento de las mismas en un 23%.

(REUBEN y WITTCOFF, 1989)

3-1.b.- RELACION CON SUSTANCIAS ANTIVIRICAS.-

PIATELLI (1981) considera, citando a SOSNOVA (1970), que las
Betalainas tendrian un efecto inhibitorio sobre la reproduccién virica, ya que
su produccién aumenta considerablemente en tejidos lesionados, siendo éste

un mecanismo de 'défensa de la planta.

A) RELACION CON TRANSPORTADORES DIHIDRO PIRIDINICOS.-

PALOMINO (1990) en "Drugs of the future", describe en detalle la

cinética de formacos por transportadores dihidropiridinicos. Segiin €1, los es-
teres de la Dihidropiridina, podrian ser considerados "PRO-DRUGS", capaces
de atravesar la barrera hematoencefdlica con facilidad, transportando un

principio activo y permitiéndole actuar en grandes concentraciones en el
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"locus" preciso, con lo que se evitaria la toxicidad para otros sistemas.(Fig.23)

|
C - O ...PRO DRUG

N

CH,

ESTER DE DIHIDROPIRIDINA

Fig.23 -Ester de Dihidropiridina

Segiin BODOR y FARAG (1988), al iguai que el éoenzima‘ natural
NAD (Nicotinamida-adenina dinucleétido), el ester de dihidropiridina seria
un sustrato involucrado en la transferencia de hidrégeno por un proceso
REDOX. Este'y otros coenzimas del nucleétido de piridina, asociados con
diversas dihidrogenasas, estin involucrados en la oxidacidh de alcoholes

primarios y secundarios. (Fig. 24)
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Y NH,
C-NH, ~ ~ N
NS
N

N+ OH OH

O-P-P' O
O .
OH OH

NICOTINAMIDA - ADENINA DINUCLEOTI'DO (NAD)

Fig.24 -Nicotinamida-adenina Dinucleotido. (NAD)

La dihidropiridina atraviesa con facilidad la barrera hemato-
encefdlica y los formacos unidos a ella también lo harian. Esta serfa hidro-
lizada en otro sistema enzimdtico, liberando el firmaco en altas concentra-

ciones, y quedando transformada en TRIGONELLINA, la cual es atéxica.

(Fig.25)
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C-0
AZUCAR
N
|
CH3
TRIGONELLINA

BETANIDINA

Fig.25 -Trigonellina. Fig.25A -Betanina

Parece ser (jue, aunque los nucleﬁsidos no atraviesan la barrera
hemato-encéfélica, compuestos con un componente dihidropiridinico como el
AZT (zidovudina), el DNT (Dihidronicotil timedinene) y otros anti-SIDA de
la misma serie, alcanzan altas concentraciones en cerebro por difusién pasiva

y alli serian liberados lentamente.
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HN CH

HO

%
N3 :
FORMULA DEL AZT

- Fig.26 -Férmula del AZT

~ Segiin TORRENCE et al. (1988),el dihidro-nicotil timedinene, con

dos niicleos piridinicos, atraviesa la barrera hemato-encefdlica cinco veces

- mas fécilmente que el AZT. (Fig.27)

70

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



HN CH

N

5'-(N-Metil-Dihidronicotil) THYMEDINENE

Fig.27: 5-(n-metil-dihidronicotil)thymédinene

Si observamos las estructuras quimicas de los componentes mencio-
- nados, no cabe duda de que existe cierta similitud eﬁtre ellos. La molécula de
Betanina (Fig.25A) estd realmente formada por una estructura iﬁdélica unida
a una estructura piridinica y ambas estructuras se encuentran en la molécula
del NAD. También debemos observar en la estructura de la TRIGONELLINA
(Fig.25) la existencia de un amonio cuaternario con carga positiva que tam-

bién esta preseute en la Betanina.
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B) METHISAZONA.-

La Methisazona (fig.28) es una tiosemicarbazbna derivada del Isatin
(fig.29), utilizada inicialmente en el tratamiento de la tﬁberculosis y
posteriormente en el tratamiento y profilaxis de las infecciones viricas
(viruela, adenovirus, influenza etc.). Su estructura indélica, tiene cierta

‘semejanza con la Betanina.

CH,

METHISAZONA

Fig.28 -Methisazona

ISATIN

Fig.29 -Isatin
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CASTANOSPERMINA, que segiin REUBEN y WITTCOFF (1989) podria
actuar como la azidotimidina (AZT), inhibiendo la infeccién experimental del
VIH "in vitro". WALKER et al (1987), y GRUTERS et al (1987).
Basdndonos en wtas-relaciones estructurales bien pudiera ser que la asever-
acién de TRONCHET (1968) y los trabajos de SOSNOVA fueran correctos

en relacién con los efectos antiviricos de las Betalainas.

OH
H OH

OH

OH

N

CASTANOSPERMINA

Fig.30: Castapospermina.
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3-1.c.- RELACION CON ANTISEPTICOS.-
A) COMPUESTOS DEL AMONIO CUATERNARIO

Es aceptado que la actividad antiséptica de los compuestos del amonio
cuatemario se debe a las singulares cargas eléctricas de su molécuia. Son am-
pliamente utilizados como detergentes catiénicos y tienen una gran afinidad
por las membranas celulares. Estas membranas son afectadas por la interac-
cién de las cargas catiénicas con las estructuras hidrofébicas intracelulares y
alterando las estructuras de superficie de la membrana, la destruye.

MLYNARCIX et al (1990).

BLOCK (1968) en una amplia revision de estos compuestos representa

la férmula general de la forma siguiente:

RQ‘

|

N+ — R, — X~
R4

FORMULA DE BLOCK

Fig.31 -Férmula de Block
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El 4tomo de nitrégeno con los grupos alquilicos unidos a él, forma el
catién cargado positivamente, mientras que una unién electrocovalente con

el N puede ser un anién (COO-), o una solucién de Cloro o Bromo.

Los grupos alquilicos pueden ser ciclicos o aciclicos, aromdticos, ester
o amidas. El nitrégeno cuaternario estd presente también en un gran niimero

de compuestos activos (vitaminas, relajantes musculares, antimicrobianos etc.)

Fﬁe BOWNING (1926), el primero en describir los efectos antimicr-
obianos de los 'derivados cuaternarios de la piridina y la quinolina. DOMAGK
| (1935), describié el efecto antibacteriano de las sales del amonio cuaternario
y a partir de entonces, se ha seguido investigando el efecto de dichos com-
puestos, ya que ha sido ampliamente demostrada su capacidad bactericida:

Gram(+) y Gram(-), esporicidas y virucidas.

| LINDSTEDT et al (1990), investigaron la activiﬂad antimicrobiana y
;intifﬁngica de los esteres de la BETAINA (Trimetil-glicina, un protector
hepétiéo CH, N* CH, COO" ), y alcoholes grasos de cadena larga entre
(CH,), CH; y (CHZ),-, CH; . Porvun lado encontraron que el mis activo era
el de 18 dtomos de carbono y por otro, que estos compuestos de larga cadena
" alquilica se hidrolizaban rdpidamente, con lo que su toxicidad se reducia al
minimo. Debemos recordar también que el fruto de Qpuntia dillennii Haw.

(tuno indio) es consumido por enfermos ictéricos.
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En la estructura quimica de la Betﬁnina estd también presente. el
nitrégeno cuaternario con carga positiva y un grupo carboxilo (COO-) con
carga'negativa. Ademais tiene un niicleo piridinico (Fig.32). Vemos pues que
la Betanina posee la estructura bésica de la Betaina, lo que justificaria su

posible accién antimicrobiana.

HO

HO

COOH

BETAINA

Fig.32 -Férmula de la Betaina
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* 3-1.d.-RELACION CON ANTIPARASITARIOS.-

Recientemente LOPEZ BREA y SANZ (1991), en una revisién sobre
la quimioterapia de la equinococcis, sefialaban el avance en la eficaci# del
tratamiento de esta helmintiasis con el empleo de derivados
benzoimidaz.gjlicgg: parbendazol, mebendazol y albendazol; isoquinolinicas:
prazicuantel; e indiolindonas: isatina (Fig.29), considerdndolos como f4rmacos
de eleccién en el control y tratamiento y como coadyudantes de Ia reseccién
quirtrgica de los quistes del Echinococcus granulosus y Echinococcus multi-
locularis. (Fig.33)

I
/
NHCOCH \\ NACOCH3.

PARBENDAZOL MEBENDAZOL
H-COO- CH
N \
CH -CH S
ALBENDAZOL . ISATINA

Fig.33: Férmulas de: PARBENDAZOL, MEBENDAZOL, ALBENDAZOL e

TISATINA.
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Como antiparasitario cldsico, debemos mencionar también a la
nicotina con una estructura pirrolidin-piridina y activo frente a ectopardsitos
y helmintos.

(Fig.34)

NICOTINA

Fig. 34 -Nicotina
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‘4.- OBJETIVOS.-

bBasados en los antecedentes expuestos, se decidié abordar el estudio de
algunos aspectos farmacolégicos y fisico-quimicos del jugo obtenido de los
frutos de la planta Opuntia dillenii Haw.. La razén por la cual se seleccioné
esta especie de Opuntia y no otra, fue principalmente porque este fruto era
una fuente natural rica en cromoalcaloides betalainicos rojos (betacianinas)
sobre los cuales existia una exhaustivé informacién quimica y en torno a los
cuales se han desarrollado, a lo largo de estos ﬁltimoé aifios, amplias inves-

tigaciones sobre sus aspectos biogenéticos y quimiotaxonémicos.

El presente trabajo de tesis doctoral se planificé con el propdésito de

abordar varios 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-quimico del extracto acuoso rico en
betalainés, con el cual se iban a -realizar poSteriom estudios farmacolégicos
y microbiolégicos, que nos permitiéra conocer la estabilidad y actividad de
estos productos bajo determinadas condici_onés de pH, luz y temperatura y asi
poder establecer las condiciones 6ptimas bara nuestro trabajo evifando en lo

posible la degradacién del extracto.

80

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



3-Comprobar la existencia de principios con actividad biolégica en
el jugo obtenido de los frutos de la planta Opuntia‘dillenii Haw. que se
utilizaban de manera empirica por sus propiedades antidiarréicas y posi-
blemente antibacterianas dado que, tras uha ingesta masiva del fruto, se

puede presentar un fecaloma no acompaiiado de sobreinfeccién bacteriana.

Con este propdsito se realizaron estudios microbiolégicos que se

concretaron en los siguientes apartados:

A- Reunir el mayor mimero de especies y de cepas posible, para poder
realizar un amplio muestreo de la actividad inhibitoria de las sustancias

objeto de este estudio.

B- Determinar la influencia de la acidez del medio sobre el crecimiento

normal de las cepas de la coleccién particular de este trabajo.

C- Realizar las pruebas necesarias para poder estimar la posible acti-
vidad antibacteriana del extracto acuoso rico en betalaina fracciones 39-80 y

52‘80.
D- Realizar las mismas pruebas con otras sustancias de actividad anti-

bacteriana conocida con el fin de poder establecer comparaciones sobre su

actividad.
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4- Determinar el contenido de betacianina en los: extractos acuosos

ricos en betalainas.
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4-1.-PRIMER OBJETIVO

El primer objetivo de este trabajo, la obtencién de un extracto rico en
betalainas, se logré gracias a Ia.técnica puesta en marcha por FERNANDEZ
PEREZ,(1989), quién siguiendo los pasos propuestos por KOPELMAN, 1977;
WYLEY, R.,(1978) para la obtencidén del extracto "rojo de remolacha-beta-
nina" (E-162) obtuvo de los frutos de Opuntia dillenii Haw, tras un proceso
de maceracién y extraccién acuosa, un jarabe rojo oscuro el cusl deshidraté
(liofiliz6) hasta formar un polvo muy hidrosoluble denominado extracto

acuoso bruto.

Con el propdsito de prepurificar en lo posible este extracto acuoso
bruto y siguiendo los pasos de VERGERONT et al. (1980) y SCHWARTZ et
al. (1980), se utilizé la cromatografia separativa en Sephadex G25M, por ser
éste un mét(.)do muy eficaz para la prepurificacién de extractos acuosos brutos

ricos en betalainas.

Una .vez realizada la crométograﬁ’a, las fracciones ricas en betalainas
(n°39 al n°80, bandas I y II), se mezclaban y, al igual que con el extracto
acuoso bruto, se liofilizaban y éuantiﬁcaban. La cuantificacidn se realizaba
calculando la diferencia de peso existente entre el tubo de ensayo con la
muestra liofilizada y el del tubo vacfo antes de afiadir el extracto. Esta
muestra liofilizada constituyé el "extracto acuoso bruto de frutos de Opuntia

dillenii Haw. parcialmente purificadoe". De la misma manera se realizaba la
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concentracidn, cuantificacién y almacenamiento de las fracciones 52-80 banda
I que es la mds rica en betalaina desechdndose las fracciones 39 a 51 las
cuales contenian menor cantidad de betalainas y que una vez mezcladas y
liofilizadas constituyen la "fraccién acuosa de frutos de Opuntia dillenii Haw.

parcialmente purificado" fracciones 52-80.

- MATERIAL Y METODOS
1- EXTRACCION Y PURIFICACION PARCIAL DEL EXTRACTO.-

1-A. -PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO BRUTO DE FRUTOS

DE OPUNTIA DILLENITI HAW.

a.-Fuentes de materia prima.

La Opuntia dillenii Haw es una cactdcea silvestre muy abundante en
nuestro entorno. Fue identificada por D. BRANWELL (Jardin Botdnico
"Viera y Clavijo", Las Palmas). Sus frutos m‘adufos tienen un intenso color
rojo-violeta y se incluyen en la dieta de los habitantes de la zona. Los frutos
utilizados para este trabajo fueron recogidos durante los meses de octubre a
enero de plantas que abundan en la zona de Montequemado (Marzagdn), de

Las Palmas de Gran Canaria.'
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b.-Conservacién de la materia prima.

Los frutos de QOpuntia dillenii Haw., se seleccionaban, se limpiaban, se

~ pesaban y, finalmente, se almacenaban a una temperatura de -20°C hasta el

momento de su procesamiento.

c.-Extraccion del jugo.

Para cada extraccién se utilizaban 200-220 g. de frutos maduros de
Opuntia dillenii Haw, Las muestras congeladas se troceaban y trituraban en
preséncia 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 esta forma, se conseguia un extracto acuoso intensamente coloreado

_ de rojo y muy viscoso. Este se centrifugaba a 10000 rpm duralite 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 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 (Milipore).
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d.-Concentracién del jugo.

El extracto acuoso filtrado se repartia en tubos de ensayo de 12ml y
se llevaba a sequedad en un liofilizador Edwards High Vacuun modelo EF 03
(versidn refrigerada). La liofilizacién del extracto se desarrollaba en condi-
ciones 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.

e.-Cuantificacién del extracto acuoso bruto."

La cantidad de producto seco se determinaba calculando la diferencia
de peso existente entre el que correspondia al tubo de Vensayo con la muestra
liofilizada y el obtenido al pesar el tubo vacfo antes de afiadir el extracto. Una
vez se pesaba vel tubo con el extracto liofilizado en su interior, se tapaba her-

méticamente y se almacenaba a una temperatura de -20°C.

1-B.-PURIFICACION PARCIAL DEL EXTRACTO ACUOSO BRUTO

EN COLUMNA DE FILTRACION EN GEL SEPHADEX.-

Se utilizé la cromatografia separativa en Sephadex G25M por ser un

método muy eficaz para realizar la prepurificacién de los extractos acuosos

ricos en betalainas tal como ya habian demostrado VERGERONT et al.
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(1980) y SCHWARTZ et al.(1980).

a.-Preparacidn de la columna.

Se utiliz6 una columna de vidrio (Anorsa), con dimensiones de 3 X 50
cm., que se rellen6 con una fase estacionaria de Gel tipo Sephadex G25
medium (Sigma) con un ianiaﬁo de particula de 50-100 milimicras. 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, em-
pledndose una relacién de, como minimo, 4cc de agua por cada gramo de gel
seco. Una vez fabricada la papilla de Gel, se desgasificaba y se mantenia a
una temperatura de 4-5°C en la que se trabajaba siempre. La papilla de Gel
se vertia, con extremo cuidado y de uné sola vez, en el interior de la columna
de vidrio, hasta que alcanzaba la altura, previamente establecida, de 43 cms.
Una vez sedimentado, el lecho cromatogrdfico se equilibraba con dcido acético
al 1% en agua desionizada que seria la fase mévil empleada posteriormente
para éluir la muestra. Paré conseguir ﬁn correcto equilibrio del lecho croma-
togrifico, éste se lavaba con un volumen de, al menos, 2-3 veces el volumen
total que ocupaba équél. El volumen total que ocupaba el lecho de Gel en la
columna era de 304 cc. Para calcular el volumen total, se llenaba la columna
con agua hasta lh altura que iba a ochpar el Gel (45 cm.) y a continuacién se

vaciaba y se media con una probeta.
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b.-Chequeo del lecho' cromatogrifico.

La integridad y correcto estado del lecho cromatografico se chequeaba
inmediatamente después de que era equilibrado con la fase mévil utilizada co-
mo eluyente (1% 4cido acético en agua desioniiada), y, también periédica-
- mente, cada cinco o seis muostfas cromatbgrafiadas. Para ello y siguiendo las
recomendaciones de Pharmacia Fine Chemicals, se utilizaba una solucién de
azul dextrano 2000 (Sigma) a un concentracidn de 2 mg/cc en agua desio-

nizada.
c.-Preparacién de la muestra para cromatografiar.

Una cantidad ‘de 600-640 mg. de extracto acuoso bruto de frutos de
Opuntia dillenii Haw, obtenido y liofilizado segiin se ha expuesto en 1-A, se
reconstituia con dcido acético al 1% en agua desionizada para dar una con-
centracién de 15-16 mg/cc. Siguiehdo las indicaciones de VERGERONT et al.
(1980), estas soluciones se mantenian con una viscosidad siempre inferior a
2 en relacién con la de la fase mévil. Las muestras se acidificaban hasta un
pH igual a 2.80 con Hcl 0.1 N y se centrifugaban a 2000 rpm durante 20 mi-
nutos a una temperatura de 0-5°C. Finalmente se aplicaba sobre el lecho de

Gel un volumen de muestra inferior al 25% del volumen total de la columna

(PHARMACIA FINE CHEMICALS, 1979; VERGERONT et al., 1980), que

en nuestro caso era siempre de 40cc.
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d.-Condiciones cromatogrdficas.

La purificacion del extracto acuoso bruto,se desarrollaba en oscuridad
y a una temperatura de 4-5°C. Se utilizé una fase mévil formada por dcido
acético (Scharlau) al 1% en agua desionizada (v:v) con una fuerza iénica su-
perior a 0.8 (SCHWARTZ et al., 1980). El flujo de la columna se mantenia
en un rango de 1.3 a 1.8 cc/min. y la presién de caida del solvente sobre ia
superficie del Gel no sobrepasaba los 76 cm. de agua. Las fracciones se reco-
gian con un colector autométiéo (LKB, Utrarac 7000 A), programado para
tomar un volumen constante de 6.5 cc por fraccién. Despué§ de que se eluian
todas las bandas coloreadas, la superficie del lecho se limpiaba y se reempla-
zabé por Gel nuevo. Antes de aplicar la nueva muestra, la columna se lavaba
por un tiempo de al menos de 24 horas con el propdsito de eliminar cualquier

sustancia incolora.

e.-Cuantificacién y conservacion del acuoso bruto parcialmente
purificado.

Conio nuestros estudios estaban dirigidos al estudio de un extl;acto acuo-
- so rico en cromoalcaloides betalainicos, sé seleccionaron las bandas coloreadas
que se eluian de la columna de Sephadex G25M y que aportaban un mayor
_rendimiento (baxidas 1y ) ya que lﬁ cantidad de producto que se podia obte-
ner de las fracciones suberiorés a la segunda banda era inapreciable e insufi-

ciente para realizar los ensayos farmacolégicos del presente trabajo. Es por
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este motivo que no podemos, en absoluto, descartar la existencia de algiin

principio activo en las fracciones no estudiadas.

Después de realizar la purificacién parcial del extracto acuoso bruto en
las condiciones citadas en 1-B, las fracciones ricas en betalainas (n°39 al
. n°80, bandas 1 y II), se mezclaban y, en las mismas condiciones descritas en
el apaftado 1-A (d y e) para el extracto acuoso bruto, se liofilizaban y cuan-
tificaban. Esta muestra formada por las fracciones citadas anteriormente
cOns_titul’a el "extracto acuoso bruto de frutos de Opuntia dillenii Haw
parcialmente purificado fracciones 39-80" que se conservaba a una tempe-

ratura de -20°C.

f.-Cuantificacidén y conservacién de la fraccién 52-80.

Se procedia exactamente igual que en el apartado antériqr salvo en que
las fracciones seleccionadas iban de la n° 52 a la n° 80, bandas 1 y II. Estas
se mezclaban y, en las mismas condiciones descritas en el apartado 1-A (d y
| e) para el extracto acuoso bruto, se liofilizaban y cuantificaban. Esta mues-
fra, formada por las fracciones citadas anteriormente, constituia lo que deﬁo-
minamos _"fraccién acuosa de frutos de Opuntia dillenii Haw parcialmente pu
rificado fracciones 52-80" y era conservada a -20°C hasta el momento de ser

utilizada.
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- RESULTADOS

La tabla V, ilustra de manéra resumida los pasos dados hasta la ob-
tencion de los extractos ricos en betalainas utilizados para este estudio. El
rendimiento obtenido al aplicar esta técnica se puede resumir con la tabla VI
partiendo de un peso de 200-220 gramos de frutos frescos de Opuntia dillenii

Haw. que representa el 100% del peso original.
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TABLA V
PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO PARCIALMENTE
PURIFICADO OBTENIDO DE FRUTOS DE QPUNTIA DILLENIT HAW.

(EX.AC.0.D.)

MATERIA PRIMA (FRUTOS O.DILLENII HAW) | (100%)
TRITURACION Y EXTRACCION CON AGUA DESIONIZADA
10.000 RPM X 30 MIN. X 0-5°C.
FILTRACION
LIOFILIZACION
AGUA EXTRACTO ACUOSO BRUTO (EX.BR) RESIDUOS#**#*
(84.15+1.76%) (8.59+0.28%) (8.05+0.28%)
2000 RPM X 20 MIN X 0-5°C.
CROMATOGRAFIA LIQUIDA
(SEPHADEX G25M)
' FRACCIONES N° 39-80 FRACCIONES N° 52-80
- (BANDAS T Y II*+%) | (BANDAS 1Y II*%)
LIOFILIZACION
EXTRACTO ACUOSO PARCIAL- FRACCION ACUOSA PARCIAL-
MENTE PURIFICADO ' MENTE PURIFICADO
(2.63+0.85%)* }(2.6310.85%)*
* Porcentaje obtenido a partir de la cantidad total de muestra.
** Banda II=corresponde con 1.45+0.39% (n=3) del AEX.AC.O.D.

*** Residuos= todos los restos sélidos (cdscaras, etc.)
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TABLA VI

RENDIMIENTO OBTENIDO DE LA MATERIA PRIMA (FRUTOS DE O.

DILLENII HAW.) EXPRESADO EN % RESPECTO AL PESO ORIGINAL.

- MATERIA PRIMA (200-220 G. DE FRUTOS FRESCOS) 100%

AGUA ‘ 84.15 % + 1.76
RESIDUOS* (SEMILLAS, CASCARA, ETC.) 8.05 % + 0.28
EX.BR.** (LIOFILIZADO) 8.59 % + 0.40

Nota: el rendimiento del EX.AC.O.D. corresponde al 2.63+0.85% (n=10) del
peso de EX.BR. (8.59% + 0.40 del 100% de materia prima) que se aplica

“sobre el lecho de Sephadex G25M.
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- DISCUSION

Con el propésito de confirmar la presencia de betalainas en las

fracciones obtenidas por cromatografia liquida em Sephadex G25M

FERNANDEZ PEREZ (1989), puso en prictica las técnicas de espectrofo-
tometria, cromatografia y electroforesis descritas por varios autof&s, entre
ellos PIATELLI (1964), HARBORNE (1973), NILSSON (1970) y
VERGERONT (1980). Utilizé como patrén de las betacianinas un producto
comercializado como "concentrado rojo-remolacha" (E-162) (Trades, S.A
Barcelona), con una riqueza de 1% en betanina-isobetanina sin la presencia
de ningiin tipo de compuesto afiadido segin certificado del fabricante y que
constituia un extracto bruto de raices de Beta vulgaris var, rubra. Este
concentrado lo sometia al mismo procedimiento de purificacién parcial

empleado para el extracto bruto obtenido de frutos de Opuntia dillenii Haw.

y, de esta forma, se disponia de un extracto rico en Betacianinas que servia
como referencia. El mtl;dio comparativo de los rwulﬁdos de aplicar las
técnicas antes mencionadas sobre los dos extractos el de Ia Beta vulgaris var
rubra y el obtenido de los frutos de Opuntia dillenii Haw. le llevarqn a
confirmar ampliamente la presencia dé betalainas en el extracto en estudio.
Por ello y dado que en este trabajo se ha utilizado la misma técnica descrita
y puesta en marcha por FERNANDEZ PEREZ, (1989) se puede confirmar el
primer ébjetivo: Obtener a partir de frutos de Opuntia dillenii Haw un

extracto rico en betalainas.
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4-2. SEGUNDO OBJETIVO

El segundo objetivo era concretar las condiciones éptimas de tempe-
ratura, luz y pH para trabajar con el extracto acuoso rico en betalaina sin
que sufra, en lo posible, degradacién alguna durante su manipulacién. Para
ello, en base a las indicaciones de VON ELBE et al. (1974), quienes investi-
garon c6mo algunos factores fisicos y quimicos afectaban la estabilidad de la
betacianina extraida de raices de remolacha roja, se establecié6 un estudio
comparativo entre la estabilidad del extracto de frutos de Opuntia dillenii

Haw frente a extractos de raices de Beta vulgaris var. rubra.
- MATERIAL Y METODOS

Se pesaron cantidades igualesrde remolacha roja (200 gms) y de fru-
tos de Opuntia (200 gms); se sometieron al proceso descrito anteriormente de
maceracién y extraccién acuosa (4-1-A y 4-1-B); se centrifugaron, filtraron
y liofilizaron y, a continuacién, se reconstituyeron con dcido acético al 1%
para obtener una concentracién de 17,7 mg/ml. Una vez reconstituidas las
muestras se procedié a pasarlas por la columna de gel (Sephadex G25M), re-
colectando las fracciones correspondientes a las bandas I y II en un recipiente

de plistico y liofilizdindolas a continuacién.

El peso obtenido se disolvié en solucién tampén fosfato de pH 4,06 .

hasta un volumen de 350 ml para repartir en baterias de 50 tubos con 7 ml

95

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



cada tubo. El proceso anterior se repitié las veces necesarias para obtener

baterias de 50 tubos cada una, a un pH de 4,06, 5,07 y 7,1 respectivamente,

tanto de extracto de frutos de Beta vulgaris, como de extracto de frutos de

Opuntia dillenii.

Cada bateria de 50 tubos con su pH correspondiente se someti6 a las

siguientes condiciones:

10 tubos ( 1-10)
10 tubos (11-20)
10 tubos (21-30)
10 tubos (31-40)

10 tubos (41-50)

Tiempo indefinido.

A intervalos de tiempo establecidos se hicieron lecturas de cada tubo

T?* ambiente
T? ambiente
T? ambiente
T* ambiente

T? ambiente

luz de Nedén

luz ultra-violeta
luz solar
oscuridad

oscuridad

en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 535 nm y de esta manera

se valoré la degradacién de la betacianina.

- RESULTADOS

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla VII a continuacién:
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TABLA VII

ESTABILIDAD DE LAS BETACIANINAS DEL EXTRACTO ACUOSO DE
O. DILLENIT HAW EN DIFERENTES CONDICIONES
EXPERIMENTALES

pH (+0-01)
CONDICIONES
AMBIENTALES 4.06 5.06 7.11
4°C
oscuridad  8639.06+148.9 8274.72+189 1388.92+64.28
21+2°C
oscuridad 841.35+33.21 1124.00+61.85 200.98+47.54
21+2°C .
neén 664.08+22.88 666.94+25.81 171.89+41.33
21+2°C
Uv 206.00+70.19 401.76+76.46 139.62+32.35
22+2°C
solar 43.27+21.16 64.65+18.76 46.73+13.35
504, 2°C .
neén 14.20+1.93
70+2°C :
neén . 0.99+0.17

Cada valor representa el tiempo_ en horas + error estindar que las
betacianinas tardan en alcanzar el 50% de su absorbancia inicial (0.96 +
0.01), calculado a partir de la ecuacién de regresién de cada grupo

experimental.
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- DISCUSION

Las condiciones ambientales para la éptima conservacién y posterior
utilizacion de los pigmentos es de primordial importancia tanto para fines

alimentarios como colorantes, como para realizar estudios farmacoldgicos.

" Los resultados obtenidos concuerdan con los de PASCH et a_i. (1975),
VON ELBE (1974), ATOE et al. (1982), aunque los nuestros, aun teniendo
en cuenta los mismos factores que podn‘ah alterar la degradacién de los ex-
tractos de betacianina, se realizaroq con un mayor nimero de muestras y por

periodos mas prolongados de sometimiento a pruebas.

Vemos pues que la estabilidad del principio activo objeto de este
estudio es afectada negativamente por las altas temperaturas, el calor y la luz,

factores que habri que tener en cuenta a la hora de su manipulacion.
De todo ello se desprende que las condiciones éptimas para trabajar

con el extracto serian las de un pH de 4.06, oscuridad y una temperatura de

4°C' )
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4-3. TERCER OBJETIVO
ESTUDIOS SOBRE EL EFECTO ANTIMICROBIANO.

| Una vez establecidos los antecedentes del posible efecto antimicrobiano
de la betanina, tanto en el aspecto Etnofarmacolégico como en las relaciones
de su estructura quimica con otras de reconocido efecto en la lucha y control
de un gfan niimero de enfermedades, se abordd el objetivo, para nosotros
mds importante de este trabajo de Tesis: investigar el posible efecto antimi-
crobiano del extracto sobre el mayor nimero de cepas posible.

Anteced_entos de la biisqueda de prbductos de origen natural con efec-
tos antimicrobianos han sido revisados y no resultan ser infrecuentes los

hallazgos positivos.

El primer congreso Internacional sobre "Antimicrobial activity of
NON-ANTIBIOTICS", se celebré en Copenhagen, Dinamarca en 1990. Alli
entre mds de ochenta comunicaciones, presentamos dos, anticipando algunos

de los resultados que se exponen en el presente trabajo.

- Como en un principio se pensé que la ingestién de frutos podria tener
un efecto sobre la microflora del tubo digestivo se hizo una revisién biblio-
grifica sobre la misma (Microbiologfa y Parasitologia. Ediciones Salvat, 1986)

con el fin de, en lo posible, reunir el mayor niimero de especies y cepas. Esta
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recoleccién fue posible gracias a la colaboracién y ayuda del laboratorio de
Microbiélogia de la Facultad de Ciencias Clinicas y de la Salud de la Uni-
versidad de Las‘Palmas de Gran Canaria, que a su vez trabaja para al Hospi-
tal Insular de Las Palmas, bque puso a nuestra disposicion las muestras de

laboratorio de los paéientes, enviadas alli para su andlisis.

La flora bacteriana del tubo digestivo comprende entre otras:
Bacterias:

Bacteroides, Fusobacterium

Peptococcus, Peptoestreptococcus

Eubacterium, Bifidobacterium

Clostridium perfinges

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Streptococcus faecalis

Lactobacillus Gram(+)

Corynebacterium sp.

Enterobacteriaceae

Pseudomonas

Treponema sp./

Mycobacterium sp.

Mycoplasma sp.

Chlamidia
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Hongos:
Candida, Actinomyces
Protozoos:
Amebas, flagelados (trichomona, giardia)

Enterovirus, Rotavirus, Adenovirlis, Herpesvirus

La distﬁbucidn varia en las distintas partes que componen el tubo
digestivo encontrando que por ejemplo en el Mgg hay un predominio de
las bacterias procedentes de los alimentos y de las secreciones de la boca y de
la faringe.

En el Estémago el pH os'de 2-3 y hay presencia de oxigeno con lo cual
~ se limita la flora a estas condiciones permitiendo la presencia de anaerobios

facultatives como son los Lactobacillus, Streptococcus y Levaduras.

En el Intestino grﬁoso la relacidn entre gérmenes aerobios y anaerobios
es de 1-10. En general los anaerobios son Gram(-) no esporulados tipo bacte-
roides. Entre los cocos Gram(+) mds frecuentes estdin los: Peptococcus, Pep-
toestreptococcus. Entre los bacilos Gram(+) los Eubacterium y Bifidobac-
terium. Entre los bacilos esporulados Gram(+) el Clostridium perfinges.
Como anaerobios facultativos estdn: S. faecalis, S. aureus, Lactobacillus,
Eaterobacterias ( E. coli, Klebsiella, Enterobacter, Proteus), y Pseudomonas.
Entre los hongos: Cindida; Protozoos: Amebas-flagélados ‘intestinales;

Virus:rotavirus, enterovirus, adenovirus.
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Como quedé expresado en el apartado de OBJETIVOS cdnsiderando
los diversos factores que pudieran influenciar en los resultados de este tercer
objetivo, se planificaron diversos tipos de estudio, cuyo desarrollo fue el

siguiente:

A- Reunir el mayor nimero de especies y de cepas posible, para poder
realizar un amplio muestreo de la actividad inhibitoria de las sustancias ob-

jeto de este estudio.

B- Determinar la influencia de la acidez del medio sobre el crecimiento

normal de las cepas de la coleccién particular de este trabajo.

C- Realizar las pruebas necesarias para poder estimar la posible acti-
vidad antibacteriana del extracto acuoso rico en betalaina fracciones 39-80 y

52-80.
D- Realizar las mismas pruebas con otras sustancias de actividad anti-

bacteriana conocida con el fin de poder establecer comparaciones sobre su

actividad.
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- MATERIAL Y METODOS. Para el tercer objetivo y sus apartados.

1- CEPAS Y MEDIOS DE CULTIVO PARA AISLAMIENTO,

PROPAGACION Y ESTUDIO DEL EXTRACTO.-

1-A IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES.

a.- Sistemas Api 20E y Api Staph

La identificacién de las especies se realizé utilizando los sistemas Api
20E y Api Staph. El sistema Api 20E es una versién miniaturizada y estanda-
rizada de los procedimientos convencionales para la identificacién bioquimica
de Enterobacteriaceae y otras bacterias Gram negativas. El Api Staph se utili-
z6 para la identificacién de Staphylococcus y se complementé6 con la prueba

de la coagulasa.

El sistema Api consiste en una combinacién de microtubos a los que
se ha afiadido una serie de reactivos, que permiten llevar a cabo un minimo
de veinte pruebas bioquimicas diferentes a partir de una sola colonia

bacteriana.
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b-Cepas control de referencia.

Estasl cepas control, que ‘pertenecen a la American Type Culture
Collection, tienen las caracteristicas bioquimico seroldgicas indicadas én su
catdlogo de procedencia . La cepas ATCC se presentan en discos microtrol
solubles en agua. Siguiendo las instrucciones de manipulacién estipuladas por
los fabricantes, se obtuvieron las cepas puras, las cuales fueron utilizadas

" como control en las pruebas realizadas.

La utilizacién de cepas puras de referencia como control es de gran

ayuda y garantiza la correccién de las distintas pruebas realizadas a lo largo

i

del estudio, asi como la exactitud en la repeticién de las mismas.

1-B MEDIOS DE CULTIVO.

a-Medios de aislamiento.

Agar de MacConkey.(Difco)
Composicién:

Peptona ' 17,000 g.
Proteo;a-peptona 3,000 g.
Lactosa _ 10,000 g.
Sales biliares © . 1,500 g.
Cloruro sédico 5,000 g.
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Agar 13,500 g.
Rojo neutro 0,030 g.
Cristal violeta 0,001 g.

pH 25°C) = 7,1
Preparaéidn del medio:

Se rehidratan 50 g. del medio en un litro de agua desti]_ada,

AN .
calentando hasta su total disolucién. A continuacidén, se esteriliza en un auto-
clave a 121°C durante 15 minutos. Una vez esterilizado el medio se dispensa

en placas de 10 cms. de didmetro, se espera a que se solidifique y se incuba

a 37°C durante 24 horas para asegurar se esterilidad.
Agar sangre.
Composicién:

Como base se utilizé Agar con soja triptica. (Difco)

Triptona 15,0 g.
Peptona de soja 5,0¢g.
Cloruro sédico _ 5,0¢g.
Agar 15,0 g.

pH (25°C) = 7,3
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Preparacién del medio:

Se rehidratan 40 g. del medio en un litro de agua destilada,
calentando hasta su total disolucién; a continuacidn se esteriliza en autoclave
a 121°C durante 15 minutos. Cuando el medio est4 aproximadamente ad4s5°C
se le aiiade la sangre en condiciones asépticas. Se dispensa el medio en placas

de Petri de 10 cm. de didmetro y se espera a que se solidifique. Las placas se

incuban en estufa a 37°C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.
Agar chocolate.

La composicién y preparacion de este medio es igual que el del Agar
sangre variando solamente la temperatura del medio en el momento de aiiadir
la sangre. En este caso la sangre se afiade nada mds sacar el medio del
autoclave, a unos 90°C aproximadamente, consiguiendo con ello que los
hematies se rompan variﬁndo el color final del medio a un tono parecido al

chocolate.

b-Medios de propagacién.

Agar infusién de cerebro y corazén.(Difco)

Composicion:
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Infusién de cerebro de ternera 200,00 g.

Infusién de corazén de buey 250,00 g.

Proteosa-peptona 10,00 g.
Dextrosa | '2,00 g.
Cloruro sédico 5,00 g.
Fosfato disdédico | 2,50 -g.
Agar 15,00 g.
Preparacién:

Se rehidratan 52 g. del medio en un litro de
calentando hasta su total disolucién, a continuacién se esteriliza en autoclave
a 121°C durante 15 minutos. Se distribuye en placas de 10 cms. de didmetro
las cuales, una vez solidificadas, se incuban en estufa a 37°C durante 24

horas para asegurar su esterilidad.

Caldo de infusién de cerebro y corazén.

Composicién:

Infusién de cerebro de ternera 200,00 g.
Infusién de corazén de buey 250,00 g.
Proteosa-peptona 10,00 g.

Dextrosa 2,00 g.
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Cloruro sédico 5,00 g.
Fosfato disédico 2,50 g.

pH 25°C) = 7,4
Preparacién:

Se rehidratan 37 g. dél medio en un litro de agua destilada
calentando hasta su total disolucién; a continuacién se dispensa la cantidad
deseada en-tubos de ensayo,se tapan y se esterilizan en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Posteriormente se incuban a 37°C durante 24 horés para

asegurar su esterilidad.

c- Medios para el estudio de la sensibilidad al pigmento.
Agar de Mueller-Hinton. (Difco)

Composicién:

Infusién de carne 300,00 g.

Acidos de Casamino (técnicos) 17,50 g.

Almidén 1,50 g.

Agar b 17,00 g.

pH (25°C) = 7,4
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Preparacién:

Se rehidratan 38 g. del medio en un litro de agua destilada,
calentando hasta su totgl disolucién; a continuacién sev &teriliza en el
autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se distribuye el medio asépticamente
en placas de Petri de 14 cms. de didmetro. Una vez solidificadas, las placas

se incuban a 37°C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.
Caldo de Mueller-Hinton. (Difco)
Composicion:
Infusién de carne | 300.00 g.
Acidos de Casamino (técnicos) 17,50 g.
Almidén 1,50 g.

Preparacidn:

Se rehidratan 21 g. del medio en un litro de agua destilada y se
calienta suavemente hasta su total disolucién. Se dispensa la cantidad deseada
en tubos de ensayo se tapan y se esterilizan en autoclave a 121°C durante 15

minutos. A continuacién se incuban a 37°C durante 24 horas para asegurar

su estefilidad.
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Agar de Mueller-Hinton. (Difco) + Acido clorhidrico.

Composiciéh y preparacién igual que el Agar de Mueller-Hinton. Una
vez disuelto el medio en el agua correspondiente se calienta hasta su total
disolucidn y se deja enfriar agitdndolo para impedir su solidificacién y de esta
manera pdder medirle el pH que en este medio es de 7,2. A continuacién se
le va afiadiendo 4cido clorhidrico diluido al 1% hasta llegar a pH = 5,12. Se
ester_iliia en el autoclave a 121°C por 15 minutos y se dispensa en placas de
Petri de 10-cms. de didmetro, dejando una pequeiia cantidad sin dispensar
a la cual le mediremos el pH_final antes de que se enfrie totalmente. En
nuestro caso concreto el pH final quedd en 4,12 calculado a una temperatura

de 45°C antes de solidificarse el medio.
2- TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD AL
EXTRACTO.-
2-A ANTIBIOGRAMA
Se intenté determinar la sensibilidad bacteriana al extracto acuoso
parcialmente purificado fraccion 39-80 empleando el medio estandarizado de

‘agar de Mueller-Hinton (Difco). El procedimiento utilizado fue el método de

Kirby y Bauer de dilucién en placa.
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A partir de una colonia aislada se preparé una suspensién bacteriana
en solucién salina estéril, hasta obtener un in&culo de §x 10 U.F.C./ml
aproximadamente utilizando como referencia el patrén de Mac Farland. Con
un hisopo estéril humedecido en la solucién se impregna uniformemente toda
la placa. Una vez seca, se colocan los discos estériles impregnados con dife-
rentes concentraciones de extracto acuoso fraccién 39-80, las concentraciones
empleadas fueron: 1.09, 1.19, 1.62 y 2.187 mg/disco. Después se incuban a
temperatura ambiente y oscuridad durante 24 horas; finalmente se miden los

halos de inhibicién que se hayan originado alrededor de los discos.

~ El estudio del extracto, bien sea el extracto acuoso fraccién 39-80 o
la fraccién 52-80, requiere temperaturas bajas y ausencia de luz ya que es

termoldbil y fotosensible, como hemos descrito anteriormente.

2-B CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMD) Y

CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB).

La concentracién minima inhibitoria (CMI) para una cepa y un
antibidtico dados se define como la menor concentracién del producto a la
que no hay crecimiento visible. La concentracién minima bactericida (CMB)
es la concentracién del antibiético capaz de matar al menos al 99.9% de las

bacterias presentes en el inéculo inicial. (FINEGOLD Y MARTIN, 1983)
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a- CMI por macrodilucién en caldo.

El célcul'ov de las CMIs se lleva a cabo por el método de macro-
dilucién en caldo (SCHOENKNECHT, F.D.,THORNSBERRY C. (1985). Se
preparan diluciones seriadas del extracto, tal que cada ¢oncentraci6n sea la
mitad de la anterior. Se numeran tubos que contengan 1 ml. de caldo
Mueller- Hinton y a cada uno de ellos se le afiade una de las soluciones del
antibidtico en estudio, en este caso del extracto, tanto del extracto acuoso
fi'accién 39-80 como de la fraccion 52-80, en orden decreciente con respecto
a la concentracidn (dilucién seriada). A continuacion se agrega a cada uno de
los tubos 1 ml. de inéculo preparado diluyendo 1/1500 unﬁ suspension bac-

teriana cuya turbidez coincida con la del patrén de Mac Farland del 0.5.

El intervalo de concentraciones de extracto (extracto acuoso fraccién

39-80 y fraccién 52-80) empleado varia de 3.24 mg/ml a 0.1mg/ml.
Los tubos se incuban en estufa a 37°C durante 24 horas. Como se

ha dicho, la menor concentracion de extracto que, pasado este tiempo, no

presente crecimiento visible, se tomard como CMI.
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b- CMI por macrodilucién en placa con el replicador de Steer.

Se preparan diluciones seriadas de extracto (extracto acuoso fraccién
39-80 y fraccién 52-80) de forma que cada concentracién sea la mitad de la
anterior. Cada una de las soluciones del extracto (extracto acuoso fraccién 39-
80 y fraccién 52-80) se aiiade a matraces con 18 ml. de agar de Mueller-

Hintpn esterilizado y enfriado hasta 55-60°C. Una vez agitado el medio y el

extracto se vierte en placas de Petri de 10 cms. de didmetro. El intervalo de -

concentraciones varia de 6,50 mg/ml hasta 0,1 mg/ml.

Por otro lado se preparan suspensiones bacterianas en solucién
salina estéril hasta obtener una turbidez que coincida con la del patrén Mac
Farland de 0,5. A continuacién se rellenan los pociilos del replicador con 400
ml de cada una de estas suspensiones y mojando el cabezal del replicador en
los pocillos se va inocﬁlando cada placa. Todo este proceso se realiza en

condiciones asépticas.

Las placas se incuban en una estufa a 37°C durante 18-24 horas.
Pasado este tiempo, la menor concentracién de antibiético que no presenta
crecimiento se toma como CMI. Se considera como crecimiento visible cuando

aparecen tres 0 mas colonias.
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¢- Determinacién de la CMB

Para determinar la CMB se realizan resiembras en placas de
muestras tomadas de los tubos con concentraciones a las que no hay
crecimiento visible. Para ello se toma una alicuota del medio con asa
calibrada o pipeta automditica, y se transfiere a una placa con un medio
nutritivo y carente de extracto. Se lleva a cabo esta operacién con cada uno
de los tuboé que no presentan turbidéz, se extienden las gotas de caldo y se
incubaﬁ las placas en estufa a 37°C durante 24 horas. Se aconseja realizar
previamente un recuento de colonias en el inéculo inicial. Transcurrido el
tiempo indicado, se efectia la lectura de resultados y, como se definié ini-
cialmente, se toma como CMB la menor concentracién de extracto que es
capéz de reducir el niimero de bacterias viables al 0,1% o ménos del existente

en el indculo inicial.
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TERCER OBJETIVO. APARTADO A

Reunir el mayor nimero de especies y de cepas posible, para poder
realizar un amplio muestreo de la actividad inhibitoria de las sustancias

objeto de este estudio.

- RESULTADOS

La mayoria de las cepas objeto de este estudio fueron obtenidas a partir
de cultivos de exudados de heridas de pacientes del Hospital Insular de Las
Palx;las de Gran Canaria. Las cepas de Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus pyogenes ATCC
19615, Streptococcus faecalis ATCC 29212 y Neisseria gonorrhoeae CDC 98
empleadas como control a lo largo de este trabajo proceden como su

referencia lo indica, de la American Type Culture Collection
La coleccién de cepas procedentes del Hospital Insular se fue haciendo

gradualmente y por grupos, hasta quedar constituida en su totalidad como

sigue a continuacion:
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C. freundii (1)
C. freundii (2)
C. freundii (3)
C. freundii (4)
C. freundii (5)

. cloacae (1

 E. cloacae (2)

E. cloacae (3)

E. cloacae (4)
E. cloacae (5)

E. cloacae (6)

E. cloacae (7)

E. aerogenes (1)

E. aerogenes (2)

E. aei‘ogens 3)
E. aerogenés (4)
E. aerogenes (5)
E. sakazakii (1)
E. sakazakii (2)
E. coli (1)

E. coli (2)

E. coli 3)

TABLA VIII
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E. coli (4)

E. coli (5)

E. coli (6)
E. coli (7)

E. coli (8)

E. coli (9)

E. coli (10)
E. coli (11)
E. coli (12)
E. coli (13)
E. coli (14)
E. coli (15)

E. coli (16)

E. coli (17)
E. coli (18)
E. coli (19)
E. coli (20)
E. coli (Zi)
K. oxytoca (1)
K. ozaenae (1)

K. pneumohiae 1)

K. pneumoniae (2)

K. pneumoniae (3)

K. pneumoniae (4)
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K. pneumoniae (5)
- K. pneumoniae (6)
P. mirabilis (1)

P. mirabilis (2)

P. mirabilis (3)

P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)
P mirabilis (7)

P. mirabilis (8)

P. mirabilis (9)
Pseudomonas sp. (1)
Pseudomonas sp. (2)
Pseudomonas sp. (3)
Pseudomonas sp. (4)
Pseudomonas sp. (5)
Pseudomonas sp. (6)
Pseudomonas sp. (7)
Salmonella (1)
Salmonella (2)

M. morgani (1)
Pasteurella sp. (1)
A. calcoaceticus (1)

S. aureus ATCC 29213
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S. aureus (1)

S. aureus (2)

S. aureus (3)

S. aureus (4)

S. epidermidis ATCC 12228
S. epidermidis (1)

S. epidermidis (2)

S. epidermidis (4)

S. epidermidis (8)

B. cereus (1)

B. cereus (2)

Str. pyogenes ATCC 19615
Str faecalis ATCC 29212
S. marcescens (1)

P. stuartii (1)

N. gonorrhoeae CDC 98

El mimero () es la identificacién de la cepa.

Una vez que llegaban las muestras al laboratorio se sembraban en
Agar sangré y Agar MacConkey y se incubaban en estufa a 37°C durante 24
horas. Transcurrido este tiempo se escogian colonias aisladas y se procedia
a su identificacién bioquimica y al andlisis de su sensibilidad frente a los
extractos acuosos parcialmente purificados de frutos de Opuntia dillenii Haw

- (fracciones 39-80 y 52-80).
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El criterio de eleccién de estas cepas, fue el de trabajar con el mayor
nimero posible de especies, para asi poder hacer un amplio "muestreo" de

la posible actividad inhibitoria de las sustancias objeto de este estudio.

K]

Al formar esta coleccién consideramos suficiente el mimero y la

variedad y dimos por cumplido el apartado A del tercer objetivo.

TERCER OBJETIVO. APARTADO B

Determinar la influencia de la acidez del medio sobre el crecimiento

normal de las cepas de la coleccién particular de este trabajo
Para lograr este objetivo se prepararon tres medios a diferentes pHs:

1-Medio Mueller-Hinton normal a pH 7.2
2-Medio Mueller-Hinton a pH 5.2 con 4cido clorhidrico

3-Medio Mueller-Hinton a pH 4.06 con 4cido clorhidrico

El primer medio constituye el medio patrén en el cual el crecimiento

bacteriano es normal y sirve de referencia.

El segundo medio a pH 5.2 equivale a la acidez que tiene el extracto
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acuoso parcialmente purificado : la fraccién 39-80 pH = 5.22 ; la fraccién 52-

80 pH = 5.03.

El pH 4.06 del tercer medio corresponde a las condiciones dptimas
para trabajar con el pigmento que se determinaron al principio de este

trabajo. .

- RESULTADOS

En estos tres medios se hicieron siembras de todas las cepas de la
coleccién particular de este trabajo. Los resultados obtenidos se recogen en

la Tabla IX a continuacién:

TABLA IX
++ = crecimiento normal
+ = crecimiento débil

- = ningiin crecimiento

C. freundii (1)‘ ++ ++ ++
C. freundii 2) ++ ++ 4+
C. freundii 3) ++ ++ ++
E. cloacae (1) ++ | | ++ ++
E. cloacae (2) ++ ++ o+ 4+
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Cepa
E. cloacae (3)
E. cloacae .(4)
E. aerogenes (1)
E. aerogenes (2)
E. aerogenes (3)

E. aerogenes (4)

E. sakazakii (1)

E. sakazakKii (2)
E. coli (1)
E. coli (2)
E. coli (3)
E. coli (4)
E. coli (5)
E. coli (6)
E. coli (7)
'E. coli (8)
E. coli (9)
E. coli (10)
E_. coli (11)
E. coli (12)
E. coli (13)

E. coli (14)

pH 7.2

++
++
++
++
++
++
++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

TABLA IX CONTINUACION

pH 5.2

++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++

++
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pH 4.06

++
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++
++

++

++
++
++
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TABLA IX CONTINUACION

Cepa pH 7.2
E. coli (15) ++
E. coli (16) ++
E. coli (17) ++
E. coli (18) ++
E. coli (19) ++
E. coli (20) ++
E. coli (21)- +;l-
K. oxytoca (1) ++
K. pneumoniae (1) ++
K. pneumoniae (2) ++
K. pneumoniae (3)  ++
K. pneumoniae (4) ++
P. mirabilis (1) ++
P. mirabilis (2) ++
P. mirabilis (3) ++
P. mirabilis (4) ++
P. mirabilis (5)  + N
P. mirabilis (6) ++

Pseudomonas sp. (1) + +

Pseudomonas sp. (2) ++

Pseudomonas sp. (3) ++

Pseadomonas sp. (4) ++

pH 5.2

++
++
++
++
4+
++
++
++
e
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++
++

++
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++
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++
++
++
++
++
++
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TABLA IX CONTINUACION

Cepa pH 7.2
Salmonella (1) ++
M. morganii (1) ++
Pasteurella sp. (1) ++
A. calcoaceticus (1) ++
S. aureus ATCC 292 ++
S. aurens (1) ++
S. aureus (2) C ++
S. aureus (3) ++
S. aureus (4) ++

S. epidermidis ATCC 12228 ++

S. epidermidis (1) ++
S. epidermidis (2) ++
B. cereus (1) ++
B. cereus (2) 4+

Str. pyogenes ATCC 19615 ++

Str. faecalis ATCC 29212 ++

- DISCUSION

De los resultados anteriores se desprende que:

pH 5.2
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- Todas las cepas sembradas en el_medio normal Mueller-Hinton a

pH 7.2 crecieron satisfactoriamente.

- Todas las cepas sembradas en el medio Mueller-Hinton a pH 5.2

crecieron igual que las sembradas en el medio normal.

- De las cepas de gérmenes Gram(-) sembradas en el medio a pH 4.06

las Pseudomonas y una cepa de E. aerogens vieron afectado su crecimiento.

- Los gérmenes Gram(+) sembrados en el medio a pH 4.06 vieron

en general afectado su crecimiento.

- Las condiciones de trabajo a partir de este momento se mantienen
en un pH de 5.12 en donde todas las bacterias crecieron satisfactoriamente
y en donde la estabilidad del pigmento es alta por ser el pH que tiene al

reconstituirse.
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TERCER OBJETIVO. APARTADO C

Realizar las pruebas necesarias para poder estimar la posible
actividad antibacteriana del extracto acuoso rico en betalaina fracciones 39-80

y 52-80

Una vez estudiada la influencia del pH en el crecimiento normal
bacteriano y determinadas las condiciones del trabajo, el objetivo mds
importante” era realizar las pruebas necesarias para poder establecer la
posible actividad antibacteriana del extracto acuoso parcialmente purificado
de frutos de Opuntia dillenii Haw ricos en betalaina, fracciones 39-80 y 52-
80. Las pruebas consistieron en antibiogfamas, de sinergismo, CMI y CMB

sobre cepas de la coleccién (2 grupos) y cepas control de la ATCC.

1- ESTUDIO DE LA FRACCION 39-80

a. Antibiogramas

Los primeros experimentos realizados fueron antibiogramas con
diferentes concentraciones de extracto acuoso fraccién 39-80 sobre varias
cepas identificadas previamente.

Los antibiogramas realizados dieron una orientacién sobre la posible
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actividad inhibitoria del extracto acuoso parcialmente purificado; se utilizé
una primera concentracién y a coptinuacién se fue elevando obteniéndose
- resultados mas significativos. En primer lugar se exponen los resultados
parciales a las distintas concentraciones para finalmente hacer un cuadro
resumen en donde se puede observar el aumento de esta inhibicién a con-

centraciones mas altas.

- RESULTADOS

Tablas X, XI, XII, XIII y XIV a continuacién
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TABLA X

Antibiograma realizado con discos impregnados con 1.09 mg de extracto

7

acuoso parcialmente purificado fraccién 39-80 por disco.

Cepa Halo de inhibicién*
P. mirabilis (1)** @
S. epidermidis (1) ¢)
S. epidermidis (2) G
S. epidermidis (3) )
S. epidermidis (4) 12 mm.
S. epidermidis (5) )
S. epidermidis (6) _ )
S. epidermidis (7) o
S. epidermidis (8) 12 mm.
E. aerogenes (1) ' )
E. aerogenes (2) -)
E. cloacae (1) S mm.
E. cloacae (2) S mm.
E. cloacae (3) _ 3 mm.
E. cloacae (4) , 4 mm.
E. cloacae (5) ¢)
B. cereus (1) ‘ 14 mm.
B. cereus (2) 15.7 mm.

S. aureus ATCC 29213 11 mm.

* Halo de inhibicién promedio **(N°) identificacion
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TABLA XI

Antibiograma realizado con discos impregnados con 1.19mg. de extracto

acuoso parcialmente purificado fraccién 39-80 por disco.

Cepa - Halo de inhibicién*
P. mirabilis (1)** O
S. epidermidis (1) S mm.
S. epidermidis (2) S mm.
S. epidermidis (3) )
S. epidermidis (4) 12 mm.
S. epidermidis (5) )
S. epidermidis (6) )
S. epidermidis (7) )
S. epidermidis (8) » 12 mm.
E. aerogenes (1) | -)
E. aerogenes (2) )
E. cloacae (1) , 5 mm.
E. cloacae ) 5 mm.
E. cloacae 3 S mm.
E. cloacae (4) 4 mm
E. cloacae (5) ¢)
B. cereus (1) _ 14 mm.
'B. cereus (2) | 16 }mm.
S. aureus ATCC 29213 11 mm.

* Halo de inhibicién promedio **(N°)identificacién
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TABLA XII

Antibiograma realizado con discos impregnados con 1.62mg de extracto
acuoso_parcialmente purificado fraccién 39-80 por disco.

Cepa Halo de inhibicién*
P. mirabilis (1)** )
S. epidermidis (1) 5 mm.
S. epidermidis (2) S mm.
S. epidermidis (3) )
S. epidermidis (4) ‘ 14 mm.
S. epidermidis (5) S mm.
S. epidermidis (6) )
S. epidermidis (7) )
S. epidermidis (8) | 13.7 mm.
E. aerogenes (1) 0

E. aerogenes (2) )

E. cloacae (1) 7 mm,
E. cloacae (2) 7 mm.
E. cloacae (3) | 7 mm.
E. cloacae (4) 6 mm.
E. cloacae (5) )

B. cereus (1) 15 mm.
B. cereus (2) 19.2 mm.
S. aureus ATCC 29213 17.4 mm.

* Halo de inhibicién promedio **(N°)identificacién
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TABLA XIII

Antibiograma realizado con discos impregnados con 2.187 mg de extracto
acuoso parciélmente purificado fraccién 39-80 por disco.

Cepa Halo de inhibicién*

P. mirabilis (1)** )

S. epidermidis (1) 8 mm.
- S. epidermidis (2) 8 mm.

S. epidermidis (3) )

S. epidermidis (4) .19 mm.

S. epidermidis (5) 8 mm.

S. epidermidis (6) ()

S. epidermidis (7) )

S. epidermidis (8) 18.1 mm.

E. aerogenes (1) | )

E. aerogenes (2) )

E. cloacae (1) ' 9 mm.

E. cloacae (2) 9 mm.

E. cloacae (3) 8 mm.

E. cloacae (4) 8 mm.

E. cloacae (5) ()

Bacillus cereus (1) 23.7 mm.

Baclllus cereus (2) 30.5 mm.

S. aureus ATCC 29213 19.1 mm.

* Halo de inhibicién promedio **(N°)identificacién

131

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



TABLA XIV
CUADRO RESUMEN

Cepa Halo promedio de inhibicién
(ng/disco) 1.09 1.19 1.62 2.187

P. mirabilis (1)* () () G )
S. epidermidis (1) () 5mm. Smm. 8 mm.
S.epidermidis 2) () Smm. 5mm. 8§mm.
S. epidermid's 3) G @ G )
S. epidermidis (4) 12 mm. 12 mm. 14 mm. 19 mm.
S. epidermidis (5) () () S5mm. 8§ mm.
S. epidermidis (6) G 0 6 )
S. epidermidis (7) () ¢ (—) )
S. epidermidis (§) 12 mm. 12 mm. 13.7 mm. 18.1 mm.
E. aerogenes (1) = () () () )

E. aerogenes (2) (O O TN O NN O

E. cloacae (1) Smm. 5 mm. | 7mm. 9 mm.

E. cloacae (2) 5 mm Smm. 7mm. 9 mm.

E. cloacae (3) 3mm. Smm. 7mm. 8§ mm.

E. cloacae (4) 4mm. 4mm. 6mm. § mm.

E. cloacae (5) G 0 60 0

B. cereus (1) 14 mm. 14 mm. 1S mm. 23.7 mm.
B. cereus (2 15,7 mm. 16 mm. 9.2 mm. 30.05 mm. -

S. aureus ATCC 29213 11 mm. 11 mm.17.4 mm. 19.1 mm.

* (N%identificacién én esta coleccidn
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b- Sinergismo

Las dos pruebas a continuacién se realizaron para estudiar un posible
sinergismo paia ello en las placas se utilizaron :
-discos de antibiéticos solos
-discos de antibidticos a los cuales se les ailadié pigmento en concentracién de
2.187 mg /disco | |
-discos ilﬁpregnados solo con pigmento (extracto acuoso parcialmente
purificado fraccién 39-80) a una concentracién de 2.187 mg/disco
-discos blanco que consistian en discos estériles impregnados con agua
bidestilada igual a la utilizadﬁ en la reconstituéién del gxtracto acuoso

parcialmente purificado.

A continuacién se escogieron las cepas que habian demostrado mayor
sensibilidad al pigmento (extracto acuoso parcialmente puriﬁcado fraccion
39-80) y se les -realizaron antibiogramas con tres antibiéticos conocidos:
Gentamicina (10 pgr.)*, Ampicilina (10 ugr.) y cefalotina (30 Jgr.).

- RESULTADOS

A continuacién Tablas XV y XVI
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TABLA XV

Cepa‘ Halo de inhibicién*

Gentamicina Ampicilina Cefalotina

S. epidermidis (4)** 50 mm. ) 54 mm.
S. epidermidis (8) 49 mm. ) 51 mm.
B. cereus (1) 37.1 mm. ¢ 152 mm.
B. cereus (2) 35.3 mm. 16.9 mm. 17.5 mm.

S. aureus ATCC 29213 32 mm. 32.2 mm. 49.4 mm.

* Halo de inhibicién promedio

** (N°) identificacién en la coleccién particular de este trabajo.
En el siguiente cuadro se incluyen los halos de inhibicién obtenidos con

discos impregnados con extracto acuoso parcialmente purificado fracciéon 39-

80 junto con los halos obtenidos con los antibiéticos antes expuestos
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TABLA XVI

Cepas 2.187 mg/disc. 10ug Gent. 10 pg Amp. 30ug Cefa

fracciéon 39-80

S. epidermidis (4) 199mm. 50mm. () 54 mm.
S. epidermidis (8) 18.1 mm. 49 mm. (- 51 mm.
B.cereus ()  23.7mm. 37.1mm. () 15.2 mm.

B. cereus (2) 30.05mm. 35.3mm. 169 mm. 17.5 mm.

S. aureus ATCC29213 19,1 mm. 32 mm. 32.2 mm. 49.4 mm.
Podemos apreciai' que:

- El halo de inhibicién de los discos con antibiético solo fue igual al halo de
inhibicién de los discos con antibi6tico mds pigmento. |

- El halo de los discos con pigmento solo se mantuvo igual que en los resul-
tados ya expuestos.

- Alrededor de los discos blanco imliregnados con agua, no hubo inhibicién

alguna.

- DISCUSION

Los resultados anteriores confirmaron la idea del efecto inhibitorio sobre

el crecimiento bacteriano que tiene el extracto acuoso parcialmente purificado
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rico en betalaina fraccién 39-80, efecto que hasta este momento es mds
) notorio sobre los gérmenes Gram(+) de todas las cepas estudiadas. Por ello
se decidié aumentar el nimero de éepas en general y de Gram (-) en par-
ticular y realizar pruebas de CMI, a la vista de que en los aﬁtibiogramas
influyen factores como la mejor o peor dilucién del antibiético o sustancia en
prueba en el medio de cultivo donde se estd realizando el ensayo con lo que
no siempre se consiguen las concentraciones deseadas pudiendo variar el

resultado.

c- CMI de las cepas de la ATCC

A continuacion se establecié la CMI de las cepas de la American Type
Culture Collection que se utilizarian como referencia y de las cuales no se
disponia antes, exceptuando el S. aureus ATCC 29213 con la cual ya se

habia trabajado en los antibiogramas. (Tabla XVI)
La técnica empleada en las CMI viene ampliamente descrita en material

y método y las condiciones especiales fueron las establecidas para la

manipulacién del pigmento que garantizaban su mayor estabilidad.

136

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



- - RESULTADOS

TABLA XVII

Determinacién de la CMI a las cepas de la ATCC realizada con las fracciones
39-80 del extracto acuoso parcialmente purificad_o

Cepas CMI (mg/ml)
S. Aureus ATCC 29213 . 1.08
S. epidermidis ATCC 122‘28. 1.08
Str. pyogenes ATCC 19615 3.24
Str. faecalis ATCC 29212 3.24
N. gonorrhoeae CDC 98 1.08

El rango de concentraciones utilizadas para estas CMI fue de 0.004 a 9.72

mg/ml de extracto acuoso parcialmente purificado fracciones 39-80

Tanto para éstas CMI como para las sucesivas de las realizadas con el

extracto acuoso parcialmente purificado fracciones 39-80 las concentraciones

 utilizadas fueron:
0.004 mg/ml 0.36 mg/ml
0.013 mg/ml 1.08 mg/ml
0.04 mg/ml 3.24 mg/ml
0.12 mg/ml 9.72 mg/ml

137

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Una vez establecidos los valores de CMI para las cepas control se
continué trabajando con las cepas aisladas de las muestras que llegaban al
laboratorio, las cuales, previa identificacién, se incorporaban a la coleccién

particular de este estudio por grupos.

d- CMI del Primer grupo de la coleccién

A este primer grupo corresponden las cepas a las que se les habia
hecho antibiograma con Iel extracto acuoso parcialmente purificado fracciones

39-80 y con otros antibidticos.

TABLA XVIII
Cepas CMI (mg./ml)

S. epidermidis (4)* 3.24

S. epidermidis (8) 3.24

B. cereus (1) 1.08

B. cereus (2) | 1.08

*( )mimero interno de la coleccién particular de este trabajo.

e- CMI del Segundo grupo de la coleccién

A este segundo grupo corresponden las cepas incorporadas a la

coleccidn, todas previamente identificadas y numeradas
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TABLA XIX

Determinacion de la CMI de extracto acuoso parcialmente purificado

fracciones 39-80 para el 2° grupo de cepas.
Cepas CMI rango 1.08-3.24 mg/ml
Ps. aeruginosa (1)* 3.24
Ps. aeruginosa (2) 1.08
P. mirabilis (1) 1.08
P. mirabilis (2) 1.08
P. mirabilis (3) | 1.08
E. coli (1) 3.24
E. coli (2) | 3.24
E. coli (3) . 1.08
K. pneumonie (1) 3.24
E. cloacae (6) 3.24
E. cloacae (7) 3.24
E. cloacae (8) 1.08
S. marcescens (1) : | 3.24
P. stuartii (1) : 1.08
C. freundn 1 3.24
C. freundii (2) 324
K. ozaenae (I) 3.24
K. pneumoniae (2) | 1.08
E. aerogenes (3) 3.24
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TABLA XIX CONTINUACION

S. aureus (1) 1.08
Salmonella sp. (1) 1.08
S. aureus ATCC 29213 1.08

Str. faecalis ATCC 29212 3.24

Una vez establecida la CMI para las cepas de la ATCC y para los otros dos

grupos, se pasé a determinar la CMB
d- CMB

Teniendo eﬁ cuenta que el in6culo inicial es de 500.000 UFC (unidades
formadoras dg colonias) por ml, y qué la CMB es la concentracién del
antibidtico o sustancia en estudio capaz de matar al menos al 99.9% de las
bacterias presentes en el inéculo inicial, tenemos que: el 0.1% equivale a 500
colonias; si después de la resiembra de una alicuota, que en nuestro caso fue

1 ml, del tubo donde no hubo crecimiento visible (ver Tablas CMI XVII y

XVIID) el mimero de colonias formadas es de 500 o menor, se puede

considerar que esa concentracién es la CMB.
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- RESULTADOS

TABLA XX

Determinacidn de la CMB del extracto acuoso fraccién 39-80 para las cepas

de la ATCC y para el primer grupo de cepas estudiado

C_epas N° de colonias formadas
S. aureus ATCC 29213 66 < 500 ; CMI=CMB
S. epidermidis ATCC 12228 > 500

Str. pyogenes ATCC 19615 348 < 500 ; CMI=CMB

Str. faecalis ATCC 29212 120 < 500 ; CMI=CMB
N. g;)norrhowe CDC 98 > 500

S. epidermidis (4) > 500 |

S. epidermidis (8) | > 500

B. cereus (1) | 144 < 500 ; CMI=CMB

B. cereus (2) ' 140 < 500 ; CMI=CMB

Como se puede apreciar en algunas cepas la concentracién inhibitoria
(Tablas XVII y XVIII) es a su vez bactericida. En otras la concentracién
inhibitoria es diferente de la CMB por lo cual habria que hacer ensayos con

dosis mds elevadas.
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TABLA XXI

Detemlinacién de la CMB de la fraccién 39-80 para el 2° grupo de cepas de

Ia coleccién

Cepas CMI rango 1.08-3.24 mg/ml N° de colonias

Ps. aeruginosa (1)* 3.24 > 500

Ps. aeruginosa (2) 1.08 > 500

P. mirabilis (1) 1.08  >500

P. mirabilis (2) 1.08 > 500

P. mirabilis (3) 1.08 > 500

E. coli (1) 3.24 > 500

E. coli 2) 3.24 > 500

E. coli (3) 1.08 120 <500 ; CMI=CMB
K. pneumoniae (1) 3.24 > 500

E. cloacae (6) 3.24 > 500

E. cloacae (7) 3.24 > 500

E. cloacae (8) 1.08 60 <500 ; CMI=CMB
S. marcescens (1) 3.24 >500

P. stuartii (1) 1.08 > 500

C. freundii (1) 324 >500

C. freundii (2) 3.24 80 <500 ; CMI=CMB
K. ozaenae (1) 3.24 >500

K. pneumoniae (2) 1.08 70 <500 ; CMI=CMB
E. aerogenes (3) 3.24 >50
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TABLA XXI CONTINUACION
S. aureus (1)  1.08 > 500

Salmonella sp. (1) 1.08 90 <500 ; CMI=CMB
S. aureus ATCC 29213 1.08 78 <500 ; CMI=CMB

Str. faecalis ATCC 29212 3.24 200 <500 ; CMI=CMB
- DISCUSION

De los resultados obtenidos hasta esta parte del trabajo se podia deducir
claramente que el extracto acuoso rico en betalainas fracciones 39-80 tenia
una capacidad inhibitoria sobre un amplio eépectro bacteriano. Si bien las
dosis de inhibicién resultaban un tanto elevadas es importante recordar que
se trata de un extracto acuoso compuesto por varias fracciones segiin se pudo
apreciar en la cromatografia de capa fina realizada por FERNANDEZ
PEREZ, (1988), de las fracciones 39-80, en donde era evidente la presencia
mayoritaria de tres manchas: 1‘ amarilla débil, 1 violeta intensa y 1 amarilla

intensa.

Era importante plantearse cual de los compﬁestos de este extracto podia
ser el responsable de ésta inhibicién. Para ello se redujeron las fracciones
utilizadas a las obtenidas de la banda II que corresponden a las fracciones
52-80; en estas fracciones se sabfa que habia una mayor concentracién de
betacianina lo cual se puede confirmar aplicando el test de NILSSON vy

haciendo lecturas espectrofotométricas.
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2- ESTUDIO DE LA FRACCION 52-80

A continuacién el estudio se programé para trabaj ar con estas fracciones
(52-80), repitiendo los ensayos realizados hasta el momento y estableciendo
una comparacion de efectividad con las fracciones (39-80) si fuese posible.
También se programé el utilizar como blanco del experimento el extracto
acuoso fracciones 52-80 desnaturalizado de tal manera que se inactivaran los
pigmentos y se pudiera comprobar si era otra sustancia presente en el

compuesto y diferente a los pigmentos la responsable de la inhibicién.
a-CMI

- RESULTADOS

TABLA XXII

Determinacién de la CMI a las cepas de la ATCC realizada con las fracciones

52-80 del extracto acuoso parcialmente purificado

Cepas CMI (mg/ml
S. Aureus ATCC 29213 0.36

S. epidermidis ATCC 12228 0.36

Str. pyogenes ATCC 19615 1.08
Str. faecalis ATCC 29212 1.08
N. gonorrhoeae CDC 98 0.36
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- El rango de concentraciones utilizadas para estas CMI fue de 0.004 a 9.72

mg/ml de extracto acuoso parcialmente purificado fracciones 52-80

Determinacién de la CMI con las fracciones 52-80 al primer grupo de
cepas estudiadas. A este primer grupo pertenecen las cepas a las que se les
habia hecho antibiograma con el extracto acuoso parcialmente purificado

fracciones 39-80 y con otros antibidticos.

- TABLA XXII

Cepas CMI_(mg./ml
S. epidermidis (4) 1.08
S. epidermidis (8) 1.08
B. cereus (1) 0.36
B. cereus (2) 0.36

El rango de concentracién de extracto fue el mismo que en las CMIs

anteriores de 0,004 a 9,72 mg/ml.
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TABLA XXIV

Determinacién _de la CMI del extracto acuoso parcialmente purificado

fracciones 52-80 para el 2° grupo de cepas.

Cepas CMI rango 0.36-1.08 mg/ml
Ps. aeruginosa (1)* 1.08
Ps. aeruginosa (2) 0.36
P. mirabilis (1) 0.36
P. mirabilis (2) 0.36
P. mirabilis (3) 0.36
E. coli (1) 1.08
E. coli (2) 1.08
E. coli (3) 0.36
K. pneumoniae (1) 1.08
E. cloacae (6) 1.08
E. cloacae (7) 1.08
E. cloacae (8) 0.36
S; marcescens (1) 1.08
P. stuartii (1) 0.36
C. freundii (1) 1.08
C. freundii (2) 1.08
K. ozaenae (1) 1.08
K. pneumoniae (2) 0.36
E. aerogenes (3) 1.08
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TABLA XXIV CONTINUACION

S. coagulasa (+) (1) 0.36
Salmonella sp. (1) 0.36
S. aureus ATCC 29213 0.36
Str. faecalis ATCC 29212 1.08

*()N® interno de la coleccién de este trabajo.

Para estar seguros de que el efecto antimicrobiano erab debido al
extracto acuoso estabilizado y no a algin subproducto del mismo que pudiera
degradarse en el medio de cultivo, provocamos la desnaturalizacién del
extracto por medio de ebullicién durante el tiempo necesario hasta la total

desaparicién del color rojo-violeta

En las anteriores pruebas para determinar la CMI se utilizé como blanco
el extracto desnaturalizado. Al cabo de 24 horas de incubacidn se aprecié una
clara turbi}dez en el medio debida al crecimiento de los gérmenes sembrados
en él. Se identificaron nuevamente estos gérmenes correspondiendo a los
sembrados 24 horas antes, descartdndose con ello uha posible contaminacién

o efecto del pigmento desnaturalizado.

b- COMPARACION PARCIAL DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON

LAS FRACCIONES 39-80 Y 52-80.

A continuacién se expondrin unas tablas con los resultados de las CMI
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realizadas hasta este momento con las fracciones 39-80 y 52-80 en donde se

puede apreciar una mayor efectividad por parte de la fraccion 52-80
TABLA XXV

Comparacién de las CMI obtenidas con las fracciones 39-80 y 52-80 en las

cepas procedentes de la ATCC y el primer grupo de cepas.

Cepas CMI rango 0.36-_3.24 mg/ml
| frac. 39-80 frac. 52-80
S. Aumus ATCC 29213 1.08 0.36
S.v epidermidis ATCC 12228 1.08 0.36
Str. pyogenes ATCC 19615  3.24 1.08
Str. faecalis ATCC 29212 3.24 1.08
N. gonorrhoeae CDC 98 | 1.08 0.36
S. epidermidis (4) 324 1.08°
S. epidermidis (8) 3.24 1.08
B. cereus (1) 1.08 | 0.36
B. cereus (2) 108 0.36
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TABLA XXVI

Comparacién entre las CMI de las fracciones 39-80 y 52-80

Cepas CMI rango 0.36-3.24 mg/ml

frac. 39-80 frac. 52-80

Ps. aeruginosa (1) 3.24 1.08
Ps. aeruginosa (2) 1.08 0.36
P. mirabilis (1) 1.08 0.36
P. mirabilis (2) 1.08 0.36
P. mirabilis (3) 1.08 0.36
E. coli (1) 3.24 1.08

E. coli ) - 3.24 1.08
E. coli 3) 1.08 0.36
K. pneumonie (1) 3.24 1.08

" E. cloacae 6) 3.4 1.08
E. cloacae (7) 324 1.08
E. cloacae (8) 108 0.36
S. marcescens (1) 3.24 1.08
P. stuartii (1 1.08 0.36
C. freundii (1) 3.24. 1.08
C. freundii (2) 324 108
K. ozaenae (1) 3.24 1.08
K. pneumoniae (1) 1.0 0.36
E. aerogens (3) 3.24 © 1.08
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TABLA XXVI CONTINUACION

S. aureus (1) 1.08 0.36
Salmonella sp. (1) 1.08 0.36
S. aureus ATCC 29213 1.08 0.36

Str. faecalis ATCC 29212 3.24 1.08

Gréfica N°1 comparacién de los valores de la CMI entre las fracciones 39-
52-80, Tabla XXVI

GRAFICA COMPARATIVA CMI
FRACCIONES:39-80 52-80

PORCENTAJE DE INHIBICION

120
100k
80 -

60 -
40

20 . -

0 L ! I L ! )
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

CONCENTRACION MG/ML

—— FRACCION 39-80 —— FRACCION 52-80
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- DISCUSION

De la comparacién de los resultados anteriores se desprende de forma
- evidente la mayoi' eficacia del extracto acuoso fraccion 52-80 con respecto a
la fraccion 39-80 en la inhibicién del crecimiento bacteriano. A continuacién
se programé un estudio comparativo algo mds exhaustivo con el 4nimo de es-

tablecer cuantitativamente esa mayor eficacia.

3- ESTUDIO COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

DE LAS FRACCIONES 39-80 Y 52-80

Para este estudio se prepararon cuatro grupos, compuesto cada uno
de ellos por diez cepas, a los cuales se les realizaron las pruebas para conocer

su CMI con la fraccién 39-80 y 52-80.

Las concentraciones usadas de fraccién 39-80 y 52-80 fueron: blanco,

0.101, 0.202, 0.404, 0.81, 1.62, 3.24 mg/ml.
Los grupos se componian:

1° 10 cepas de Pseudomonas sp.
2° 10 cepas de E.coli

3° 10 cepas de Staphylococcus
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4° 10 cepas Gram(-) Enterobacteriaceae
1- M. morganii
2- K. pneumoniae
3- E. cloacae
4- Salmonella sp.
5- C. freundii
6- E. aerogenes
7- S. marcescens
8- K. oxytoéa
9- P. mirabilis

10- P. stuartii

-RESULTADOS

—

Las CMIs obtenidas del estudio aliterior fueron:
TABLA XXVII

Fraccién 39-80* Fraccién 52-80**

% cep. inh,- conc. pig. % cep. inh.- conc. pig.
1° Grupo:
10 Pseudomonas sp. 100% - 3.24 mg/ml 100% - 1.62 mg/ml

20% -1.62 " 40% - 0.81 "
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TABLA XXVII CONTINUACION

Fracciéon 39-80*

Fraccién 52-80**

% cep. inh.- conc. pig. % cep. inh.- conc. pig.

2° Grupo

10 E. coli

3° Grupo

\

20% - 3.24 mg/ml

10% - 1.62 "

10 Staphylococcus 100% - 3.24 mg/ml

4° Grupo

1- M. morganii (1)
2- K. pneumonie (1)
3- E. cloacae (6)

4- Salmonella sp. (1)
5- C. freundii (1)

6- E. aerogens (1)

7- S. marcescens (1)
8- K. oxytoca (1)

9- P. mu'abllls 1)

10- P. stuartii (1)

39-80 * rango de concentraciones empleadas 0.202 a 6.50 mg/ml

60% - 1.62 "

3.24 mg/ml
1.62
3.24 "
1.08 "
3.24 "
3.24 "
3.24 "
3.24 "
1.08 "

1.08 "

80% - 1.62 mg/ml

10% - 0.81 "

100% - 1.62 mg/ml
100% - 0.81 "
40% - 0.40 "

20% - 0.20 "

0.40 mg/ml
0.80 "
1.62 "
0.40 "
1.62
0.80 "
1.62 "
0.80 "
0.80 "

0.20 "

52-80** rango de concentraciones empleadas 0.10 a 3.24 mg/ml
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- DISCUSION

Los datos obtenidos en la Tabla XXVII estdn representados en las
grificas 2, 3, 4y 5. Puede apreciarse claramente que la sustancia con poder
antibacteriano en relacién con la dosis, se encuentr# en mayor proporcién
en la fraccién 52-80 que en la fraccién 39-80, o sea que se encuentra en la
Banda II a la derecha del espectro y, cuantificando este mayor poder

inhibitorio, se puede observar que:

1-En el primer grupo formado por 10 cepas de Pseudomonas sp.
la CMI,, para la fraccién 39-80 es 2,285 mg/ml
la CMI,, para la fraccién 52-80 es 0,8 mg/ml
por lo tanto el poder inhibitorio de la fraccién 52-80 es 2,856 veces mayor que

el de 1a fraccién 39-80.

2-En el segundo grupo formado por 10 cepas de E. coli
la CMI,, para la fraccién 39-80 es mayor que la concentracién
méxima utilizada y la CMI, de la fraccién 52-80 es 1.3 mg/ml. No se puede
establecer cuanto mayor es este poder inhibitorio pero se deduce que es

significativamente mayor.

3-En el tercer grupo formado por 10 cepas de Staphylococcus
la CMI,, para la fraccién 39-80 es 1.418 mg/ml

la CMI,, para la fraccién 52-80 es 0.454 mg/ml
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por lo tanto el poder inhibitorio de la fraccién 52-80 es 3,12 veces mayor que

el de la fraccién 39-80.

4-En el cuarto gmpo formado por 10 cepas de diferentes gérmenes
Gram(-) Enterobacteriaceae
la CMI,, para la fraccién 39-80 es 2.069 mg/ml
la CMI,, para la fraccién 52-80 es 0.654 mg/ml
por lo ténto el poder inhibitorio de la fraccién 52-80 es 3,16 veces mayor que

el de la fraccién 39-80

Grificas 2, 3, 4 y § a continuacién

COMPARACION CMI PSEUDO.
FRACCIONES:39-80 52-80

PORCENTAJE DE INHIBICION

120
100 F /»

80 -

60F /

///
40 - A
200~ /
O / 1 I3 ! l i 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
CONCENTRACION MG/ML
—— FRACCION 39-80 —— FRACCION 52-80
Grifica N°2
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COMPARACION CMI E.COL!
- FRACCIONES:39-80 52-80

120 PORCENTAJE DE INHIBICION

100}
80 '
60 /
sof | / | o
20+

o M

o 05 1 15 2 25 3 3,5
CONCENTRACION MG/ML

—— FRACCION 38-80 —+— FRACCION 52-80

Griéfica N°3

COMPARACION CMI STAPHYL.
FRACCIONES:39-80 52-80

PORCENTAJE DE INHIBICION

120
100}
80|
6oL -
40}

20\.

d 1 i J 1 1 L
0 05 1 15 2 25 . 3 3,5
CONCENTRACION MG/ML

— FRACCION 39-80 —+ FRACCION 52-80

Gréfica N°4
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COMPARACION CMI GRAM(-)
FRACCIONES:39-80 52-80

PORCENTAJE DE INHIBICION

120

100
80
6ol
40+

20

0

o)

~ Gréfica N°5

| |
0,5 1 1,5

1 1
2 2,5

CONCENTRACION MG/ML

— FRACCION 39-80
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4- ESTUDIO COMPARATIVO CON OTROS ANTIBIOTICOS
CONOCIDOS Y EL EXTRACTO ACUOSO PARCIALMENTE

PURIFICADO (FRACCIONES 39-80 Y 52-80)

‘Realizar pruebas con otras sustancias de actividad antibidtica
conocida y con las fracciones 39-80 y 52-80 simultineamente, nos permitiria
establecer grificos comparativos que podrian orientar sobre el tipo de
inhibicién producido por el extracto. Para este trabajo se utilizaron:

Ciprofloxacina, Tetraciclina, Tobramicina, Ampicilina, fraccién 39-80 ,

fraccién 52-80 y se realizaron pruebas de CMI por macrodilucién en placa

empleando el replicador de Steer con cepas de la coleccién particular de este
estudio. A continuacién se presentan las tablas con los resultados y las

graficas comparativas:
- RESULTADOS

TABLA XXIX

1-CIPROFLOXACINA (BAYCIP)
Cohcentracionos usadas: 0.032, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.625, 1.25, 2.5, §, 12.5,

25, 50, 100, microgramos/ml.

Cepa CMI de ciprofloxacina rango 0.032-0.125
C. freundii (1) 0.032
C. freundii (2) 0.032
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C. freundii (3)

" E. cloacae (1)
E. cloacae (2)
E. cloacae (3)
E. cloacae (4)
E. aerogenes (1)
E. aerogenes (2)
E. aerogenes (3)
E. aerogenes (4)
E. sakazakii (1)
E. sakazakii (2)
E. coli (1)

E. coli (2)

E. coli (3)

E. coli (4)

E. coli (5)

E. coli (6)

E. coli (7)

E. coli (8)

E. coli (9)

" E. coli 10)

- E. coli (11)

E. coli (12)

TABLA XXIX CONTINUACION

0.032
0.032
0.032
0.032
0.0625
0.125
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.250
0.032
0.032
0.032
0.032

0.032

0.0625
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E. coli (13)

E. coli (14)

VE. coli (15)

E. coli (16)

E. coli (17)

E. coli (18)

E. coli (19)

E. coli (20)°

E. coli (21)

K. oxytoca (1)

K. pneumoniae (1)
K. pneumoniae (2)
K. pneumoniae (3)
K. pneﬁmoniaé “)
P. mirabilis (1)

P. mirabilis (2)

P. mirabilis (3)

P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)
Pseadomonas sp. (1)
Pseudomonas sp. (2) -

. Pseudomonas sp. (3)

TABLA XXIX CONTINUACION

0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.032
0.125
10.032
0.032

0.032
0.032
0.032
0.250
0.032
0.032
0.125

0.0625

0.032
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TABLA XXIX CONTINUACION

Pseudomonas sp. 4)
Salmonella (1)

M. morganii (1)
Pasteurella sp. (1)

A. calcoaceticus (1)

S. aureﬁs ATCC 29213

S. aureus (1)

S. aureus (2)

S. aureus (3)

S. aureus (4)

S. epidermidis ATCC 12228
'S. epidermidis (1)

S. epidermidis (2)

B. cereus (1)

B. cereus (2)

Str. pyogenes ATCC 19615

Str. faecalis ATCC 29212

0.032
0.032
0.0625
0.032
0.0625
0.032
0.0625
0.032
0.032
0.032
0.125
0.125
0.0625
0.032
0.032
0.032

0.032

Valor medio 0.0491
AValor mdximo 0.2500
Valor minimo 0.0320
Desviacién - 0.0440

Varianza 0 0.0019
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CMI,, 0.0320

cML, 0.1250

Total de cepas 65:

a 0.0320 se inhibieron 51, total acumulado 51= 78.46%
a 0_.0625 se inhibieron | 7, total acumulado 58= 89.23%

a 0.1250 se inhibieron 5, total acumulado 63= 96%

a 0,2500 se inhibieron 2, total acumulado 65= 100%
CMI CIPROFLOXACINA
COLECCION DE CEPAS
120 PORCENTAJE DE INHIBICION
100 -
80+
60 -
40 -
20+
0o o.;Js 01.1 o,‘15 012 o,‘25 0.3
CONCENTRACION UG/ML
—— Series 1
Grifica N°6
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TABLA XXX
2- TETRACICLINA
Concentracionw usadas: blanco, 0.06, 0.129, 0.25, 0.5, 1.29, 2.59, 5.18,

10.375, 26.25, 52.5,  104.5, 207, microgr./ml.

Cepa CMI de Tetraciclina-rango 0.06-207

C. freundii (1) 207
C. freundii (2) 52.5
C. freundii- (3) 0.5
E. cloacae (1) 1.29
E. cloacae (2) 1.29
E. cloacae (3) 1.29
E. cloacae (4) 26.25
E. aerogenes (1) 52.50
E. aerogenes (2) 0.50
E. aerogenes (3) 1.29
E. aerogenes (4) 0.50
E. sakazakii (1) 1.29 -
E. sakazakii (2) > 207
E. coli (1) 207
E. coli (2) 0.50
E. coli (3) 0.50
E. coli (4) 1.29
E. coli (5) 207

163

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



E. coli (6)

E. coli (7)

: E coli (8)

E. coli (9)

E. coli (10)

E. coli (11)

E. coli (12)

E. coli k13)-«

E. coli (14)

E. coli (15)

E. coli (16)

E. coli (17)

E. coli (18)

E. coli (19)

E. coli (20)

E. coli (21)

K. oxytoca (1)

K. pneumoniae (1)
K. pneumoniae (2)
K. pneumoniae (3)
K. pneumoniae (4)
P. mirabilis (l)

P. mirabilis (2)

TABLA XXX CONTINUACION

~

> 207
0.50

0.50

10.375

0.50
0.50
0.50
0.50
> 207
52.50
0.25
52.50
> 207
52.50
52.50
> 207
> 207
5.18
26.25
0.50
-2.59
207

207
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TABLA XXX CONTINUACION

P. mirabilis (3)

* P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)
Pseudomonas sp. (1)
Pseudomonas sp. (2)
Pseudomonas sp. (3)
Pseudomonas sp. (4)
Salmonella (1)

M. morganii (1)
Pasteurella sp. (1)

A. calcoaceticus (1)

S. aureus ATCC 29213
S. aureus (1)

S. aureus (2)

S. aureus (3)

S. aureus (4)

S. epidermidis ATCC 12228
S. epidermidis (1) |
S. epidermidis (2)

B. cereus (1) |

B. cereus (2)

Str. pyogenes ATCC 19615

52.50
52.50
2.59
0.25
52.50
52.50
52.50
2.59
52.50
10.37
52.50
52.50
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06
0.06

0.06
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TABLA XXX CONTINUACION

Str. faecalis ATCC 29212 0.25

Valor medio  87.8784
Valor mdximo  2625.0
Valor minimo  0.0600
Desviacién 325.8019
Varianza = 106146.8650
CMI,, 1.2900

CMI,, 207.00

Total de cepas 65 :

a 0.0600 se inhibieron 11, total acumulado 11= 16.92%
a 0.2500 " " 3, total acumulado 14= 21.53%

a 0.5000 " " 12, total acumulado 26= 40%
al2900 " " 6, total acumulado 32= 49.23%

a 2.5900 " * 3, total acumulado 35= 53.84%

a 5.1800 " " 1, total acumulado 36= 55.38%

a 10.375 " 2, total acumulado 38= 58.46%
a 26.250 " " 2, total acumulado 40= 61%
“a 52.500 " " 14, total acumulado 54= 83%

a 207.00 y mayor " 11, total acumulado 65= 100%
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TABLA XXXI

3- TOBRAMICINA

Concentraciones usadas: Blanco, 0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 3.125, 6.25, 12.5, 25,

31.25, 62.5, 125, 250 microgramos/ml.

Cepa
C. freundii (1)

C. freundii (2)
C. freundii (3)
E. cloacae (1)
E. cloacae (2)
E. cloacae (3)
E. cloacae (4)
E. aerogenes (i)
E. aerogenes (2)
E. aerogenes (3)
E. aemgengs @)
E. sakazakii (1
E. sakazakii (2)
E. coli (1)

E. coli (2)

E. coli (3)

E. coli (4)

E. coli (5)

CMI de Tobramicina-rango 0.30-25

1.25
12.50
0.60

0.30
0.30
0.30
1.25
12.50
6.25
0.30

0.30
0.30
0.30
25
6.25
1.25
0.30

6.25
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E. coli (6)

E. coli (7)

E. coli (8)

E. coli (9)

E. coli (10)

E. coli (11)

E. coli (12)

E. col (13)-

E. coli (14)

E. coli (15)

E. coli (16)

E. coli (17)

E. coii (18)

E. coli (19)

~ E. coli (20)

E. coli 21)

K. oxytoca (1)

K. pneumoniae (1)
K. poeumoniae (2)
K. pneumoniae (3)
K. pneumbniae 4
P. mirabilis (1)

P. mirabilis (2)

TABLA XXXI CONTINUACION

25
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.60
0.30
0.30
0.30
0.60
0.30
0.30
12.50
0.30
0.60
0.30
0.30
0.30

0.30
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TABLA XXXI CONTINUACION

P. mirabilis (3)

P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)
Pseudomonas sp. (1)
Pseudomonas sp. (2)
Pseudomonas sp. (3)
Pseudomonas sp. (4)
Salmonella (1)

M. morganii (1)
Pasteurella sp. (1)
A. calcoaceticus (1)
S. aureus ATCC 29213
S. aureus (1)

S. aureus (2)

S. aureus (3)

S. aureus (4)

S. epidermidis ATCC 12228
S. epidermidis (1)
S. epidermidis (2)
B. cereus (1)

B. cereus (2)

Str. pyogenes ATCC 19615

1.25
0.30
0.60
0.30
1.25
0.30
0.30
0.30

2.50

0.60

0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30
0.30

0.30
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TABLA XXXI CONTINUACION

Str. faecalis ATCC 29212 0.30

Valor medio 2.0323
Valor mdximo 25.000
Valor minimo 0.3000
Desviacién 4.9423
Varianza - 24.4268

CMI, 0.300

CMI,, 6.25

 Total de cepas 65:

a 0.3000 se inhibieron 45, total acumulado 45= 69.23%
a 0.6000 " " 6, total acamulado 51= 78.46%
al2500 " " 5, total acumulado 56= 86.15%

a2.5000 " " 1, total acumulado 57= 87.69%

262500 " " 3, total acumulado 60= 92.30%
al12.500 " " 3, total acumulado 63= 96.92%
als " " 2, total acumulado 65= 100%
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4-AMPICILINA

Concentraciones usadas: blanco, '0.3, 0.6, 1.25, 2.5, 3.125, 6.25, 12.5, 31.25,

TABLA XXXII

62.5, 125, 250 microgramos/ml.

- Cepa
C. freundii (1)
C. freundii (2)
C. freundii (3)
E. cloacae (1)
E. cloacae (2)
E. cloacae (3)
E. cloacae (4)
E. ierogenes 1)
E. aerogenes (2)
E. aerogenes (3)
E. aerogenes (4)
E. sakazakii (1)
E. sakazakii (2)
E. coli (1)
E. coli (2)
E. coli (3)
E. coli 4)
E. coli (5)

E. coli (6)

CMI de Ampicilina-rango 0.30->250

>250
2.50
12§
250
>250
>250
>250
>250
0.30
6.25
1.25
250
| 250
>250
125
250
250
>250

>250
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E. coli (7)
'E. coli 8)

E. coli (9)

E. coli (10)

E. coli (11)

E. coli (12)

E. coli (13)

E. coli (14).

E. coli (15)

E. coli (16)

E. coli (17)

E. coli (18)

E. coli (19)

E. coli (20)

E. coli (21)

K. oxytoca (1)

K. pﬁeumoniae (1
K. pneumoniae (2)
K. pneumoniae (3)
K. pneumoniae (4)
P. mirabilis (1)

P. mirabilis (2)

P. mirabilis (3)

TABLA XXXII CONTINUACION

62.50

12.50

125

3.125

- 31.25

6.25
250
1.25
2.50
2.50
250
250
250
>250
250
250
12.5

125

3.125

25

>250

62.50
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P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)
Pseudomonas sp. (1)
Psendomonas sp. (2)
Pseudomonas sp 3)
Pseudomonas sp. (4)
Salmonella (1)

M. morganii (1)
Pasteurella sp. (1}
A. calcoaceticus (1)
S. aureus ATCC 29213
- S. aureus (1) |

S. aureus (2)

S. aureus (3)

S. aureus (4)

TABLA XXXHI CONTINUACION
62.50
250
250
250

>250

>250
250
25

>250
250
250
0.30
0.30
0.30
0.30

0.30

S. epidermidis ATCC 12228 0.30

S. epidermidis (1)
S. epidermidis (2)
B. cereus (1)

B. cereus (2) |

0.30
0.30
0.30

-0.30

Str. pyogenes ATCC 19615  0.30

Str. faecalis ATCC 29212 125
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Valor medio  330.0554
Valor mdximo | 1250.00
Valor minimo  0.3000
Desviacién 470.4602
Varianza 221332.8227

CMI, 125

CML, 250

Total de cepas 65:

a 0.3000 se inhibieron 12, total acumulado 12= 18.46%

a1.2500 " " 2, total acumplado 14= 21.53%
a 2.5000 " " 4, total acumulado 18= 27.69%
a 3.1250 " " 2, total acumulado 20= 30.7%
a 6.2500 " w2, total acumulado 22-_- 33.8%

a 12.500 " " 2 total acumulado 24= 36.9%

a2s u " 2, total acumulado 26= 40%

a 31.250 " * 1, total acumulado 27= 41.53%
a 62.500 " " 3, total acumulado 30= 46.15%
alz2s " " 5, t_otal acumulado 35= 53.84%
a2s50 " * 30, total acumulado 65= 100%
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TABLA XXXIII

5-EXTRACTO ACUOSO PARCIALMENTE PURIFICADO FRACCION 39-
80

Concentraciones usadas: blanco, 0.101, 0.203, 0.406, 0,812, 1.625, 3.24

mg/ml
Cepa CMI de la fraccién 39-80-rango0.203-3.24
C. freundii (1) 0.203
C. freundii (2) 3.24
C. freundii (3) 1.625
E. cloacae (1) 3.24
E. cloacae (2) 3.24
E. cloacae (3) 3.24
E. cloacae (4) 3.24
E. aerogenes (1) 3.24
E. aerogenes (2) 3.24
| E. aerogenes (3) 3.24
E. aerﬁgenas 4) 3.24
E. sakazakii (1) 3.24
E. sakazakii (2) 3.24
E. coli (1) 1.625
E. coli (2) | 0.406
E. coli (3) 3.24
E. coli (4) 3.24
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E. coli (5)

E. coli (6)

E. coli (7)

E. coli (8)

E. coli (9)

E. coli (10)

E. coli (11)

E. coli (12)-

E. coli (13)

E. coli (14)

E. coli (15)

E. coﬁ (16)

E. coli (17)

E. coli (18)

E. coli (19)

E. coli (20)

E. coli (21)

K. oxytoca (1)

K. pneumoniae (1)
" K. pneumoniae (2)
K. pneumoniae (3)
K. pheumoniae ()]

P. mirabilis (1)

TABLA XXXIII CONTINUACION

1.625
3.24
3.24
3.24

3.24

- 3.24

1.625

1.625

3.24

- 3.24

3.24
3.24
3.24
3.24
3.24
3.24
1.625
1.625
3.24
3.24
3.24
3.24

3.24
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TABLA XXXIII CONTINUACION

P. mirabilis (2)

P. mirabilis (3)

P. mirabilis (4).

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)
Pswdﬁmonas sp. (1)
Pseudomonas sp. (2)
Pseudomonas sp. (3)
Pseudomonas sp. (4)
Salmonella (1)

M. morganii (1)
Pasteurella sp. (1)

~ A. calcoaceticus (1)
S. aureus ATCC 29213
S. aureus (1)

S. aureus (2)

S. aureus (3)‘

S. aureus (4)

S. epidermidis ATCC 12228
S. epidermidis (1)
S. epidermidis (2)
B. cereus (1)

B. cereus (2)

3.24
1.625
0.812
1.625
3.24
1.625
1.625
3.24
3.24
3.24
1.625
1.625
1.625
1.080
1.080

1.620

1.620

3.24
1.080
1.080
1.625
1.080

1.080
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TABLA XXXIII CONTINUACION

Str. pyogenes ATCC 19615 3.24
Str. faecalis ATCC 29212 1.080
Valor medio 2.4632

Valor mdximo 3.2500

Valor minimo 00,2030

Desviacién
Varianza

CMIL, 1.625

CMIL,, 3.24

0.9682

0.9373

Total de cepas 65:

a 0.203 se inhibieron 1, total acumulado 1= 1.53%

a 0.406 "
a0.812 "
alo8 "
al.e2s "

a32s "

" 1, total acumulado 2= 3.07%

" 1, total acumulado 3= 4.615%

7, total acumulado 10= 15.38%
* 17, total acumulado 27= 41.53%

" 38, total acumulado 65= 100%
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TABLA XXXIV
6-EXTRACTO ACUOSO PARCIALMENTE PURIFICADO FRACCION 52-
80
Concentraciones usadas: blance, 0.101, 0.203, 0.406, 0.812, 1.625, 3.24

mg/ml.

Cepa CMI de la fraccién 52-80-rango 0.101-1.625

C. freundii (1) 0.101

C. freundii (2) 1.625
C. freundii (3) 0.812
E. cloacae (1) 1.625
E. clogme (2) - 3.4
E. cloacae (3) | 1.625
E. cloacae (4) 1.625
E. aﬁ‘ogens (1) 3.24
E. aerogenes (2) 1.625
E. aerogenes (3) 1.625
E. aerogenes (4) 1.625
E. sakazakii (1) 1.625
E. sakazakii (2) | 1.625
E. coli (1) | 0.812
E. coli (2) 0.203
E. coli (3) | 1.625
E. coli (4) ' 1.625
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E. coli (5)

E. coli (6)

E. coli (7)
"E. coli (8)

E. coli (9)

E. coli (10)

E. coli (11)

E. coli (12)-

E. coli (13)

E. coli (14)

E. coli (15)

E. coli (16)

E. coli (17)
E. coli (18)
E. coli (19)
E. coli (20)
E. coli (21)
K. oxytoca (1)
K. pneumoniae (1)
K. pneumoniae (2)
K. pneumoniae (3)
K.Vpneumoniae 4)

P. mirabilis (1)

TABLA XXXIV CONTINUACION
0.812
0.812
0.812
0.812
1.625
1.625
0.812
0.812
1.625
1.625
1.625
1.625
1.625
1.625
1.625
0.812
0.812
0.812
1.625
1.625
1.625
1.625

1.625
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TABLA XXXIV CONTINUACION

P. mirabilis (2)

P. mirabilis (3)

P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)

Pseudomonas sp. (1)

Pseudomonas sp. (2)

Psendomonas sp_._(s)
" Pseudomonas sp. (4)

Salmonella (1)

M. morganii (1)

Pasteurella sp. (1) -

A. calcoaceticus (1)

S. aureus ATCC 29213

S. aureus (1)

S. aureus 2)

S. auréus 3)

S. aureus (4)

S. epidermidis ATCC 12228

S. epidermidis (1)

S. epidermidis (2)

B. cereus (1)

B. cereus (2)

1.625
0.812
0.203
0.812
1.625
0.812
0.812
1.625
1.625
1.625
1.625
0.101

1.625

0.360

0.360
0.360
0.360
1.625
0.360
0.360
0.812
0.360

0.360
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TABLA XXXIV CONTINUACION
Str. pyogenes ATCC 19615 1.080

Str. faecalis ATCC 29212 1.080

Valor medio 1.2062
Valor méximo  3.2500
Valor minimo 0.1010
Desviaciéon  0.6406
Varianza 0,4103

CMI, 1.08

CMI,, 1.625

Total de cepas 65:

a 0.101 se inhibieron 2, total acumulado 2= 3.07%

a0203 " * 2, total acumulado 4= 6.15%
a0360 " » 8, total acumulado 12= 18.46
a0.812 " " 16, total acumulado 28= 43.07%
al.080 " " 2, total acumulado 30= 46.15%
al62s " "33, iotal acumulado 63= 96.92%
a3250 " * 2, total acumulado 65= 100%
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- DISCUSION

Al realizar el andlisis estadistico del estudio comparativo observamos

que:

a) Si dividimos la coleccién de cepas estudiadas en dos grupos:
1= Gram (-) y 2= Gram (+), y aplicamos el andlisis de la varianza en
donde: p < 0.05 = significativo y p < 0.01 = muy significativo

a los resultados de las CMIs, se demuestra que existen diferencias

significativas entre ambos grupos en el caso de:

- Tetraciclina mayor efecto frente a Gram (+)
significativo p = 0.035

- Tobramicina mayor efecto frente a Gram (+)
significativo p = 0.006

- Ampicilina mayor efecto frente a Gram (+)
muy significative p = 0.001

- Fraccién 52-80 mayor efecto frente a Gram (-F)
muy significativo p = 0.001

- Fi'éccién 39-80 mayor efecto frente a Gram (+)

muy significativo p = 0.001

No se observa diferencia significativa entre ambos grupos para la .

Ciprofloxacina, p = 0.777

Este resultado nos sorprende dada la similitud estructural existente '

entre la Ciprofloxacina (Betaina) y la Betacianina. Esta discrepancia puede
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deberse a que la betacianina estd presente en el extracto acompaiiada de otras

sustancias que pueden condicionar su actividad antibacteriana

b) Dividiendo la coleccién de cepas estudiadas en tres grupos:
1= enterobacterias, 2= no enterobacterias y 3= Gram (+), y aplicando el
andlisis de la varianza como en a), el comportémiento de los antibidticos y de

las fracciones frente a estos tres grupos es: la Ampicilina, la fraccién 39-80

y la fraccion 52-80 se comportan de manera diferente frente a estos tres -

grupos siendo en todos los casos mayor su efecto frente al grupo tres, un poco
menor frente al grupo dos y menor frente al grupo uno, con lo cual podemds
deducir que son los gérmenes Gram (+) los mds sensibles y las
enterobacterias los menos sensibles -al efecto antibacteriano de estas
sustancias. En cualquier caso ostas diferencias no son estadisticamente

significativas.
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- RESUMEN FINAL DE LOS RESULTADOS GENERALES OBTENIDOS

CON EL EXTRACTO ACUOSO FRACCIONES 39-80 Y 52-80.
Las siguientes dos tablas recogen los resultados generales obtenidos a
lo largo de este trabajo en las CMI realizadas con Fraccién 39-80 y 52-80
TABLA XXXV

Cepa CMI de la fraccién 39-80

. rango 0.203-3.24

C. freundii (1) 0.203
C. freundii (2) 3.24
C. freundii (3) | 1.625
C. freundii (4) 3.24
C. freundii (5) 3.24
E. cloacae (1) 3.24
E. cloacae (2) 3.24
E. cloacae (3) - 3.24
E. cloacae (4) 3.24
E. cloacae (5) 3.24
E. cloacae (6) 3.24
E. cloacae (7) 1.08
E. aerogenes (1) | 3.24
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E. aerogenes (2)
E. aerogenes (3)
E. aerogenes (4)
E. aerogenes (5)
- E. sakazakii (1)
E. sakazakii (2)
E. coli (1)

E. coli (2)

E. coli (3)

E. coli (4)

E. coli (5)

E. coli (6)

E. coli (7)

E. coli (8)

E. coli (9)

E. coli (10)

E. coli (11)

E. coli (12)

E. coli (13)

E. coli (14)

E. coli (15)

E. coli (16)

E. coli (17)

TABLA XXXV CONTINUACION

3.24

- 3.24

3.24
3.24
3.24
3.24
1.625
0.406
3.24
3.4
1.625
3.24
3.24
3.24
3.24
3.24
1.625
1.625
3.24
3.24
3.24
3.24

3.24
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E. coli (18)

E. coli (19)

E. coli (20)

E. coli (21)

K. ﬁxytom @)

K. ozaenae (1)

| K. pneumoniae (1)
K. pneumoniae (2)
K. pneumoniae (3)
K. pneumoniae (4)
K. pneumoniae (5)
K. pneumoniae (6)
P. mirabilis (1)

P. mirabilis (2)

P. mirabilis (3)

P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)

P. mirabilis (7)

P. mirabilis (8)

P. mirabilis (9)
Pseudomonas sp. (1)

Pseudomonas sp. (2)

TABLA XXXV CONTINUACION

324
3.24
3.24
1.625
1.625
3.24
3.24
3.24
3.24
3.24
3.24
1.08
3.24

324
1.625
0.812
1.625
3.24
1.08
1.08
1.08
1.625

1.625
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TABLA XXXV CONTINUACION

Pseudomonas sp. (3)
Pseudomonas sp. (4)
Pseudomonas sp. (5)
Pseudomonas sp. (6)
Pseudomonas sp. (7)
Salmonella (1)
Salmonella (2)

M. morganii (1)
Pasteurella sp. (1)
A. calcoaceticus (1)
S. aureus ATCC 29213
S. aureus (1)

S. aureus (2)

S. aureus (3)

S. aureus (4)

. epidermidis ATCC 12228
S. epidermidis (1)
S. epidermidis (2)
S. epidermidis (4)
S. epidermidis (8)
B. cereus (1)

B. cereus (2)

Str. pyogenes ATCC 19615

3.24
3.24
3.24
1.08
1.08
3.24
1.08
1.625

1.625

1.625

1.08
1.08
1.625
1.625
3.24
1.08
1.08
1.625
3.24

3.24

- 1.08

1.08

3.24
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TABLA XXXV CONTINUACION

Str. faecalis ATCC 29212 1.08
S. marcescens (1) 3.24
P. stuartii (1) 1.08

Total de cepas estudiadas 85:

100% se inhiben a 3.24 Valor medio 2.4632
42.35% " 1.625 Valor méximo 3.2500
22.35% " 1.08 Valor minimo 0.2030
3.53% " 0812 Desviacién  0.9682
235% " 0.406 Varianza  0.9373
1.156% " 0.203

- CMI, 1.625
CMI,, 3.24

194

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



TABLA XXXVI

Cepa CMI de la fraccién 52-80

rango 0.101-3.24

C. freundii (1) 0.101
C. freundii (2) 1.625
C. freundii (3) 10.812
C. freundii (4) ~ 1.08
C. freundii (5) 1.08
E. cloacae (1) 1.625
E. cloacae (2) 3.24
E. cloacae (3) 1.625
E. cloacae (4) 1.625
E. cloacae (5) | 1.08
E. cloacae (6) | 1.08
E. cloacae (7) 0.36
E. aerogenes (1) 3.24
E. aerogenes (2) 1.625
E. aerogenes (3) 1.625
E. aerogenes (4) 1.625
E. aerogenes (5) ._ 1.08
E. sakazakii (1) 1.625
E. sakazakii (2) 1625
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E. coli (1)
“E. coli 2)
E. coli (3)
E. col @
E. coli (5)
E. coli (6)

E. coli (7)

E. coli (8) -

E. coli (9)

E. coli (10)
" E. coli (11)
E. coli (12)
E. coli (13)
E. coli (14)
E. coli (15)
E. coli (16)
E. coli (17)
E. coli (18)
E. cdli (19)
E. coli (20)

E. coli (21)

K. oxytoca (1)

K. ozaenae (1)

TABLA XXXVI CONTINUACION
0.812
0.203
1.625
1.625
0.812
0.812
0.812
0.812
1.625
1.625
0.812
0.812
1.625
1.625
1.625
1.625

- 1.625
1.625
1.625
0.812
0.812
0.812

1.080
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K. pneumeoniae (1)

K. pneumoniae (2)

K. pneumoniae (3)
K. pneumoniae (4)
K. pneumoniae (5)
K. pneumoniae (6)
P. mirabilis (1)

P. mirabilis (2)

P. mirabilis (3)

P. mirabilis (4)

P. mirabilis (5)

P. mirabilis (6)

P. mirabilis (7)

P. mirabilis (8)

P. mirabilis (9)
Pseudomonas sp. (1)
Pseudomonas sp. (2)
Pseudomonas sp. (3)
Pseudomonas sp. (4)
Pseudomonas sp. (5)
Psgudomonas sp. (6)
Pseudomonas sp. (7)

Salmonella (1)

TABLA XXXVI CONTINUACION
1.625
1.625
1.625
1.625
1.08
0.36
3.24
3.24
1.625
0.203
1.625
3.24
0.36
0.36
0.36
1.625
1.625
3.24
3.24
1.080
0.360
0.360

3.24
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TABLA XXXVI CONTINUACION

Salmonella (2)

- M. morgapii 1)

Pasteurella sp. (1)

A. calcoaceticus (1)

S. aureus ATCC 29213

S. aureus (1)

S. aureus (2)

S. aureus (3)

S. aureus (4)

S. epidermidis ATCC 12228
S. epidermidis (1)

S. epidermidis (2)

S. epidermidis (4)

S. epidermidis (8)

B. cereus (1)

B. cereus (2)

Str. pyogenes ATCC 19615
Str. faecalis ATCC 29212
S. marcescens (1)

P. stuartii (1)

0.360
1.625
0.101
1.625
0.101
0.101
0.101
0.101
0.812
0.101
0.101
0.812
1.080
1.080
1.625
1.625
0.101
0.101
1.080

0.360
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Total de cepas estudiadas 85:

100% se inhiben a 3.24 Valor medio 1.2062
97.6% " 1.625 Valor mdximo 3.2500
58% " 1.08 Valor minimo 0.1010
43% " 0.812 ~ Desviacién 0.6406
4% " 036 Varianza  0.4103
47% " 0.203

235% " 0.101

CMI , 1.08

CMI,, 1.625

CMI ESTUDIO COMPARATIVO
TOTAL COLECCION DE CEPAS

PORCENTAJE DE INHIBICION

120

100

80

60

40

20

0 .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

CONCENTRACION MG/ML

—— FRACCION 39-80 —+ FRACCION 52-80

Griéfica N°12 estudio comparativo de las CMI de las fracciones 39-80 y 52—80
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4-4 CUARTO OBJETIVO | .

Era necesario establecer el ‘contenido de betacianina de las
concentraciones de extracto acuoso parcialmente purificado (fracciones 39-80
y 52-80) utilizadas. Como se ha expresado anteriormente, 1a proporcién de
betacianina es la mayor dentro de las sustancias que componen el extracto y
de la que, por lo tanto, se sospecha una actividad inhibitoria frente a los
gérmenes, ademds de que presenfa una gran similitud estructural con diversos

antibioticos.

Para determinar el contenido de betacianina se hicieron diluciones del
extra/cto acuoso parcialmente purificado (fracciones 39-80 y 52-80) iguales a
las que se utilizaron en las pruebas efectuadas y se diluyeron de manera que
pudieran ser leidas en el espectrofotémetro. A cont‘inuacién se calculé la
correspondencih entre la dilucién realizada y la concentracién inicial para,
segl’m‘las lecturas realizzidas a diferentes longitudes de onda, aplicar el test
de Nilsson para la determinacién del contenido de betacianina.

Test de Nilsson:

% Betacianina = Ax V/1.120x Lx W

A= Méximo de absorcién de la solucién a 530 nm
V= Volimen de la solucién en ml.
L= Longitud de la celdilla (paso de luz) en cm. = (lcm.)

W= Peso de la muestra en gramos
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De esta manera pudimos establecer el contenido de betacianina de

o . \_. .
las concentraciones de extracto acuoso parcialmente purificado fracciones

39-80 y 52-80 utilizadas a lo largo de este trabajo en las diferentes pruebas

realizadas

- RESULTADOS

FRACCIONES 39-80

Conc. dosis antibiogramas Contenido de betacianina

1.09 mg
1.19 mg
1.62 mg

2.187 mg

| Concentracién dosis CMI
3.24 mg/ml
1.62 mg/ml
0.81 mg/ml
0.406 mg/ml

0.203 mg/ml

0.01757 mg=17.5 pg
0.01918 mg=19.1 ug
0.02545 mg=25.4 pg

0.03526 mg=35.2 g

Contenido de betacianina
0.052405 mg=52.4 ug
0.025450 mg=25.4 ug
0.012800 mg=12.8 pg
0.006550 mg=6.55 ug

0.003350 mg=3.35 pg
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FRACCIONES 52-80

Concentracidn dosis
1.62 mg/ml

0.81 mg/ml

0.405 mg/ml

0.202 mg/ml

0.1014 mg/ml

- DISCUSION

Como se puede apreciar las concentraciones de Betacianina son

considerablemente pequefias por lo que su activiadad antimicrobiana en

Contenido de betacianina

0.06610 mg=66.1 pug
0.03475 mg=34.7 pg
0.01820 mg=18.2 pg
0.00705 mg=7.05 ug

0.00397 mg=3.97 pg

relacién con la dosis resulta ser notablemente alta.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES
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DISCUSION GENERAL.-

Con los estudios farmacoldgicos llevados a cabo en el laboratorio de
Farmacologia de La Universidad de Las Palmas de G. C. sobre efectos de
extractos de frutos de O. dillenii, se han confirmado algunos de los supuestos

mencionados en la introduccién de este trabajo.

Debemos recordar que FERNANDEZ PEREZ (1989) demostrd el efecto
miorrelajante sobre la fibra lisa intestinal y de la vena porta. El efecto
paralizante sobre el intestino, explicaria el sindrome clinico del estrefiimiento

provocado tras la ingestién de los frutos del género Opuntia.

Por quedar fuera del contexto de este trabajo no hemos revisado las
similitudes estructurales de la Betanina con 6tros f4rmacos con efectos
miorrelajantes, antiinflamatorids, analgésicos, etc. aunque algunos de ellos
ya han sido iniciades (relajacién de la musculatura lisa bronquial, analgesia,

efecto antiinflamatorio, etc.)

No queremos significar con ello qlfe pensemos que Ia Betanina posee
todos estos efectos de forma importante, sino solo si los tiene o no. Efectos
que ain siendo secundarios podrian clasificarse en inocuos, iitiles o

perjudiciales.

Debemos tener en cuenta, como du imos al principio de esta exposicién,
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que un firmaco puede actuar sobre muy variados receptores, siendo su efecto
el o los cambios que produce en las estructuras biolégicas sobre los que se
asientan. De aqui la importancia de conocer, cuanto mds mejor, los sitios

donde actua.

Somos conscientes de que los extractos con los que se ha realizado este
trabajo, no son puros. Es mds, se_vha demostrado que eliminando del eluyente
de la columna cierto nimero de muestras, las situadas a la izquierda de la
banda del espectro de mdxima absorcién, se aumenta considerablemente la

potencia del efecto antimicrobiano.

2. : 2.5
A AZuL PR DINTRAMO 2098
OPUNTIA DILLENII RAW,

“en

2.

)

1.3

ABBORBANCI A
~

9 .S

T Iv

2 A 6 RS "NTY

FRACCIONES

o
i
<
o

Grifica N° 13 Volhimenes de elusién de las bandas que contiene el extracto

acuoso de los frutos de Qpuntia dillenii.
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Este trabajo, el aislamienfo de un producto de mayor potencia, se ha

relegado para posteriores investigaciones.

Es evidente que las afirmaciones de SANCHEZ ALBORNOZ (1980)
en relacin con la existencia en la naturaleza de productos
farmacolégicamente activos y potencialmente iitiles en terapéutica siguen

vigentes.

También lo es la de REUBEN y WITTCOFF (1989) al considerar las
dificultades, de tipo econémico principalmente, que conlleva la biisqueda de

nuevos firmacos potencialmente vtiles en terapéutica.

De aqui que la investigacién de productos naturales solo sea posible
realizada en la Universidad, donde el factor "ganancia" o rendimiento
econémico no se tiene en cuenta y si lo tiene al mdximo el interés cientifico,

que a la larga redundar4 en el bien social.

Ha quedado claro que los métodos utilizados para la burificacién de
los extractos propuestos y utilizados por KOPELMAN (1977), WYLEY
(1978), VERGERONT et al (1980) y SCHWARTZ et al (1980) y puestos en
prictica en este laboratorio por FERNADEZ PEREZ (1989), han resultado

ser idéneos para tal finalidad.

La cantidad total (rendimiento) de extracto obtenido de los frutos de
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Opuntia dillenii (8.5 %) asi como el porcentaje del mismo tras su purificacién
cromatogrifica (2.63 % para ambos grupos de fracciones 39-80 y 52-80)

concuerdan con los resultavdos de FERNANDEZ PEREZ (1989).

Si bien para muchos investigadores, entre ellos VON ELBE (1979) y
para la industria alimentaria, la estabilidad o minima degradacién del
extracto eran de primordial importancia, este hecho para nosotros implicaba
factores de efectividad farmacdlogica. De aqui el asegurarnos de las

~ condiciones en las que se evitara tal degradacién.

Los resultados de las pruebas realizadas con tal finalidad, también
coinciden con las descritas por FERNANDEZ PEREZ (1989) cerciorandonos
de que las condiciones 6ptimas para evitar la degradacién eran: T* 4°C,
oscuridad y pH 4.06. A las mismas conclusiones habian llegado PASCH et al

(1975), y ATOE (1982).

ﬁna vez confirmada la bondad de la utilidad de las técnicas para aislar
el extracto y conocidas las condiciones ambientales en las que se conservaba
estable, se iniciaron los que para nosotros, era la parte mds importante de

este trabajo de Tesis: demostrar si poseia algiin efecto antimicrobiano.

Como ha quedado expuesto en la introduccién y planteamiento del
trabajo, otros autores hicieron valoraciones de posibles efectos

antimicrobianos de extractos acuosos u alcohdlicos de ciertas plantas
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(FRISBEY et al, 1954, Mc CLEARY y WALKINGTON, 1964).

Mc_CLEARY y WALKINGTON ademds de eStudiar el posible efecto
del pH en él desarrollo de las bacterias en 'lés medios de cultivo,
determinaron el efecto antimicrobiano de extractos de 11§ ospécies de
Cactdceas sobre 21 diferentes cepas bacterianas, llegando a la conclusién de
que los extractos de plantas de la familia Opuntiae eran los que poseian un
éfecto inhibitorio mds marcado. Estos autores utilizaban para sus

experimentos extractos de las hojas o palas de las plantas de Opuntia.

En el presente trabajo hemos demostrado que el pH idéneo para la
mejor conservacién del extracto es de 4.06. Las fracciones cromatogréficas
de los extractos tenian un pH medio de 5.22 para la 39-80 y de 5.03 para la
52-80-. El creg:imiento bacteriano no se vio afectado en los medios de cultivo

a pH normal 7.2 ni a pH 5.2; a pH 4.06 algunas cepas si se vieron afectadas.

Este hecho nos indujo a realizar todas las pruebas posteriores en
medios de cultivo a un pH de 5.2, al cual el extracto conservaba una gran

estabilidad en el lapsus de tiempo requerido para las pruebas.

La recoleccién y seleccién de bacterias patégenas llevada a cabo
paulatinamente durante el desarrollo del trabajo de Tesis, a partir de las
muestras de exudados remitidos al laboratorio de Microbidlogl’a para su

Al

andlisis e identificacién, nos permiti6é disponer de un gran nimero de cepas
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para desarrollar nuestro trabajo. Un total de 86 cepas de gérmenes fueron

obtenidos de esta forma.

Los resultados que se describen el las Tablas XI, XII y XIII asf como

el' cuadro resumen de la Tabla XIV muestran claramente el poder de

inhibicién del crecimiento bacteriano que tiene el extracto parcialmente ‘

purificado de la fraccién 39-80, observdndose un efecto mds marcado sobre

los gérmenes Gram (+).

Asi mismo se realizaron pruebas para el estudio dél posible sinergismo
con antibidticos de espectro conocido: Ampicilina, Gentamicina y Cefalotina,
cuyos resultados se exponen en las Tablas XV y XVI en las que puede

observarse la ausencia de efecto sinérgico alguno.

Deseando confirmar estos resultados se thﬂvieron cepas control de la
American Type Culture Collection y se planifico el estudio de las CMI sobre
los mismos para compararlos con los de las cepas de la coleccién particular

conseguida por nosotros.

En la Tabla XVII se representa las CMI de la fraccién 39-80,
observdndose que la cdncéntracidn de extracto nec@rh para broducir
inhibicién del crecimiento es considerablemente alta. Al igual que el necesario
para producir la inhibicién sobre el crecimiento de las bacterias del primer

grupo de la coleccién Tabla XVIIL Algo similar ocurrié con las cepas del
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segundo grupo (Tabla XIX).

Estudios para establecer la CMB. de las cepas control de la ATCC
utilizando concentraciones de pigxinento idénticas a las usadas para la
determinacién de la CMI Tabla XVII, nos dieron los resultados expuestos en
la Tabla XX, donde puede apreciarse que en algunos casos (5 de 9) la CMI
es igual a la CMB, sugiriéndonos que habria que utilizar concentraciones mas
altas de extracto en el medio. En el grupo de cepas tratadas con extracto 39-
80 en conoentraciénes de 1.08 a 3.24 mg/ml se obtuvieron CMBs también
variables Tabla XXI observdndose que las CMI para algunas bacterias, era

considerablemente inferior a la CMB (7 de 23).

Por no considerar una medida prﬁctica el aumentar la dosis o
concentracién de extracto en el medio para aumentar su potencia, se abordé
la idea de reduci_r, eliniinzindolos, el niimero de muestras que componian el
extracto, vignorando aqueilos que aparecian en una longitud de onda inferior.

(Ver Grifica N°13).

De esta forma se excluyeron las muestras 39-51 y con las restantes 52-

80 se repitieron las pruebas de CMI. Con la finalidad de excluir’factores
inherentes al extracto que pudieran influenciar el efecto descrito, se utilizé

como control una concentracién igual de extracto que habia sido expuesto a

un proceso de degradacién (se llevé a ebullicién por el tiempo necesario hasta

la perdida total del color rojo) con lo que adquirié un color amarillento. Las
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~ bacterianas estudiadas, se reproducian de forma normal en el medio.

Solo necesitamos una mirada para comparar los resultados de la Tabla
XXIII con los de la Tabla XVIII para observar una gran diferencia entre los
efectos de ambos extractos sobre las cepas del grupo 1°; el extracto de la

fraccién 52-80 es més» potente que el de la fraccién 39-80.

Con las CMI del Segundo grupo de cepas de la coleccién particular de

este trabajo ocurrid algo parecido. Comparar Tablas XXIV y XIX

En las Tablas XXV y XXVI se expresan comparativamente los
resultados del efecto antimicrobiano de ambos extractos, lo que nos da a
enténder claramente, que la parte mds activa se encuentra a la derecha del

espectro de mdxima absorcidn.

Los resultados descritos pueden también apreciarse claramente en la

grifica N°1.

Por viltimo y con la tnica finalidad de evidenciar aiin mas la mayor
potencia y eficacia antimicrobiana del extracto fraccién 52-80, se realizaron
nuevos estudios sobre un grupo de bacterias mas reducidos: 10 cepas de
Pseudomonas, 10 de E. coli, 10 de Staphylococcus y 10 de Gram (-)

Enterobacterias.
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Los resultados expresados en la Tabla XXVII y representados en las
Grificas 2, 3,‘4' y 5 muestran claramente la diferencia en la eficacia entre
ah:bas fracciones, lIa cual, siendo significativamente importante para todos los
grupos, destaca la sensibilidad para los estafilococos (0.4 mg/ml y los

gérmenes Gram(-) 0.654 mg/ml)

Por iltimo, se expusieron al efecto antimicrobiano de firmacos de
reconocido efecto y uso frecuente en terapéutica antibacteriana, para hacer

una relacién dosis efecto con las fracciones objeto de este trabajo.

Los resultados estdn plasmados en las Tablas XXIX, XXX, XXXI y
XXXII, los referidos a los antibidticos Ciprofloxacina, Tetraciclina,
Tobramicina y Alilpicilina y los correspondientes a los extractos acuosos de

las fracciones 39-80 y 52-80 en las Tablas XXXIII y XXXIV.

Del andlisis estadistico de los resultados de esta iiltima prueba se
deduce que los extractos de ambas fracciones (39-80 y 52-80) son altamente

significativos frente a las bacterias gram(+) frente a las Gram(-).

Los resultados expuestos demuestran de forma inequivoca la actividad
antimicrobiana del extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii parcialmente
purificado. Taxhbién se demuestra que una mayor separacién o seleccién de
la porcién del pigmento rojo—violiceo qhe aparece a la derecha del pico de

" méxima absorcién del espectro a 535 nm, ejerce un efecto significativamente
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mayor. Ello nos sugiere que, eliminando m4s fracciones a la izquierda o
puede que a la derecha del 'pico de absorcién médxima, podriamos disponer
de un producto de una gran potencia antimicrobiana contra cierto niimero de

gérmenes patégenos.

No podemos dejar de mencionar en esta discusién general, la posible
relacién existente entre la estructura quimica de la Betanina con otras de
“reconocido efecto»terapéuti'co beneficioso para el hombre. A ello dedicamos
una parte de este trabajo y ello debe justificarse..
! .
La estructura quimica de la Betanina de la remolacha roja, de los
}, frutos de Opuntia dillenii o‘ de otros del género Centrospermae, por su origen
y caracteristicas especiales (grupo piridina, indol y amonio cuaternario)
dentro de la molécula, podria tener estos efectos, hasta ahora desconocidos.
Incluso otros que pueden constatarse ficilmente interrogando a residentes en
la zona de donde fueron recogidos los frutos: preguntar para que son buenos
los tunos indios (frutos de Q. dillenii). Afirmamos que contestarian que son

buenos para la "Ictericia" y ellos se los dan al enfermo ictérico.

:Por que no comparamos nosotros la estructura quimica de la
Betanina con la de Trimetil-glicina y vemos si hay cierta similitud con la
presencia en ambas del Nitrégeno con carga positiva y el COO- con la
negaﬁva?. Podn’émos incluso, en este aspecto relacionarlo con el

FLUMACENIL, antagonista de las benzodiazepinas y también itil en el
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tratamiento del coma hepitico.

Dejando al juicio del tribunal el considerar la relacién de la estructura
de la Betanina con otros fdrmacos antimicrobianoos (Indolmicina,
Cloranfenicol, Quinolonas, etc.), queremos recordar la posible actividad
antivirica de este compuesto apuntado por PIATELLI’ quien basado en los
estudios de TRONCHET (1968) y SOSNOVA (1990) atribuyeron a la
Eetanina un efecto antivirico. Considerando la relacién de la estructura
piridimica ‘e inddlica' de la Betanina con los farmacos utilizados en la
actualidad en el tratamiento y control del SIDA que describimos en el

apértado 3-1.b.,podria explicarse este efecto.

Sin querer mezclar la discusién de los resultados con la proyeccién de
esta revisién y estudio experimental de los efectos farmacolégicos de la

Betacianina de la O. dillenii casi puede Hegarse al planteamiento de otro u

otros trabajos de igual o superior envergadurﬁ e importancia.

Nuestro mayor deseo seria llegax; a:

1- Purificar al médximo el pigmento (extracto) con el que se han
realizado estos trabajos.

2- Comprobar que a mayor pureza mayor e_fecto antibacteriano.

3- Ampliar el 4mbito del estudio antibacteriano.

4- Probar su posible efecto antivirico.
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Por otra parte también seria grato para nosotros que se hicieran
investigaciones sobre otros efectos: Recordemos que es un derivado de la
DOPA, y que esta sustancia esta repartida por todo nuestro organismo y

sobre todo en el S.N.C.

Si bien es cierto que hay productos naturales muy tdxicos, también lo
es que la relacién dosis/eficacia puede ser altamente favorable, y en este caso,

el extracto acuoso de frutos de Qpuntia dillenii resultando ser eficaz, esta

exento pré'cticamente de toxicidad, puesto que se le cdnsi_dera un fruto

alimentario.

215

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



CONCLUSIONES.-

1- El extracto acuoso de frutos de Opuntia dillenii, es un extracto rico

en Betacianinas como se desprende de su estudio espectrofotométrico.

2- Las condiciones de estabilidad éptimas para su correcta

manipulacién son: pH = 4.06 , T* = 4°C y oscuridad.

3- Las fracciones 39-80 y 52-80 del extracto acuoso de frutos de

Opuntia dillenii tienen actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano.

4- La fraccién 52-80 tiene un mayor poder inhibitorio del crecimiento

bacteriano que la fraccién 39-80.

5- El efecto inhibidor del extracto tanto de la fraccién 39-80 como de
la fraccién 52-80 es significativamente mayor sobre los gérmenes Gram(+)

que sobre los gérmenes Gram (-).

6- Entre las cepas Gramv(+) estudiadas las que mostraron tener una
mayor sensibilidad fueron en orden decreciente: B. cereus, S; epidermidis,

S. aureus, Str. pyogenes y Str. faecalis.

7- Entre los gérmenes Gram (-), las no enterobacterias muestran una

mayor sensibilidad en conjunto que las enterobacterias.
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8- Entre las no enterobacterias estudiadas las que mostraron tener una
mayor sensibilidad fueron en orden decreciente: Pasteurella, Pseudomonas y

A. mlcoaceticus._

9- Entre las enterobacterias estudiadas las que mostraron tener una
mayor sensibilidad fueron en orden decreciente: K. oxytoca, C. freundii, P.
mirabilis, E. coli, Salmonella, M. morganii, E. sakazakii, K. ppeumoniae, E.

aerogens y E. cloacae.
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