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RESUMEN

RESUMEN

Una de las patologias con mayor impacto en la sociedad mundial es la
diabetes que esta asociada a complicaciones a largo plazo que causan elevada
morbi-mortalidad y su origen multifactorial incluye la desregulacion del
metabolismo de carbohidratos y de lipidos.

Se ha demostrado que numerosas hierbas y suplementos dietarios de
origen vegetal poseen propiedades hipoglucemiantes e hipolipemiantes vy
mejoran el estado general del paciente diabético. Las plantas del género
Opuntia, principalmente Opuntia ficus-indica, han sido y siguen siendo las mas
utilizadas, en particular en México. Con respecto a la especie nativa Opuntia
megapotamica, hasta el presente no se ha evaluado su toxicidad ni se han
llevado a cabo estudios que analicen sus potenciales propiedades medicinales.

El objetivo general de este trabajo de Tesis fue evaluar la toxicidad y los
efectos de las harinas de cladodios, de pulpa de frutos y de semillas de Opuntia
megapotamica sobre la glucemia y los lipidos de ratas normales y diabéticas a
través de la realizacion de estudios /n vivo en los cuales se administro, por via
oral, diferentes dosis de las harinas de la planta. Ademas, se analizd el
contenido y la composicion de los lipidos de las harinas de cladodios y de
semillas.

De los ensayos de toxicidad aguda y sub-aguda se determind que la

harina de pulpa no posee efectos toxicos mientras que las harinas de cladodios
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RESUMEN

y de semillas generan algunas alteraciones histolégicas en el higado y en el
rifidn que no se traducen en modificaciones en los parametros bioquimicos ni
en cambios en el comportamiento y en el estado general de los animales.

La caracterizacion lipidica de las harinas de cladodios y de semillas,
realizada por primera vez en esta especie de Opuntia, indica que la primera por
su elevado contenido en acidos grasos poliinsaturados podria tener un
potencial valor nutracéutico.

Con respecto a los efectos sobre la glucemia, se establecido que las tres
harinas tienen una marcada accién anti-hiperglucemiante en ratas normales con
hiperglucemia transitoria mientras que el suministro de las harinas de cladodios
y de semillas, durante 30 dias, no modifica la glucemia basal en ratas diabéticas.
Sin embargo, en estas Ultimas se observd un leve aumento en los niveles
plasmaticos de insulina que podria indicar un incipiente efecto benéfico de la
planta sobre el pancreas.

En cuanto a los lipidos, se registré un importante efecto hipolipemiante a
nivel plasmatico, hepatico y renal. Solo la harina de cladodios modifica la
actividad de las enzimas hepaticas HMG-CoA reductasa y acido graso sintasa,
claves en la biosintesis de colesterol y de acidos grasos, respectivamente.

La administracion de las harinas de cladodios y de semillas produce
marcados efectos positivos sobre el funcionamiento del higado y una leve

tendencia al mejoramiento de la funcion renal.
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En conjunto, los resultados obtenidos de estos estudios pre-clinicos
aportan una informacion original y muy atil que puede servir como base para

futuros estudios clinicos que permitan sustentar el empleo de Opuntia

megapotamica como recurso terapéutico.



ABSTRACT

ABSTRACT

Diabetes, one of the pathologies with greatest impact on society
worldwide, is associated with long-term complications ending in high morbi-
mortality. Its multifactorial origin includes carbohydrate and lipid metabolism
deregulation.

It has been demonstrated that several herbs and dietary vegetal
supplements which have hypoglycemic and hypolipidemic properties improve
the general conditions of diabetic patients. Plants from Opuntia genus, mainly
Opuntia ficus-indjica, have been and still are the most used, specially in México.
As to the native species Opuntia megapotamica, no studies have been
conducted to date to evaluate its toxicity and its potential medicinal properties.

The general objective of this Thesis work was to evaluate Opuntia
megapotamica toxicity and the effects that cladode, fruit pulp and seed flours
exert on glycemia and lipids in normal and diabetic rats. To this end, /n vivo
studies were carried out in which different doses of cladodes, fruits pulp and
seeds were orally administered. The content and composition of lipids from
cladode and seed flours were also analyzed.

Results from the analyses focused on acute and sub-acute toxicity reveal
that whereas fruit pulp flour has no toxic effects, flours from cladodes and seeds
produce some histological alterations in liver and kidney which have no
correlations with changes in biochemical parameters or in the behavior and

general condition of the animals studied.
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The lipid characterization of cladode and seed flours, carried out for the
first time in this Opuntia species, suggests that because of the high
polyunsaturated fatty acid content cladode flour could have a potential
nutraceutical value.

As to Opuntia megapotamica glycemic effects, it was determined that
whereas its three flour types have an important anti-hyperglycemic action in
normal rats with transient hyperglycemia, cladode and seed flours
administration, during 30 days, does not modify basal glycemia in diabetic rats.
In the latter, a slight increase in insulin plasmatic levels was registered and it
could indicate an incipient plant beneficial effect on the pancreas.

Very important hypolipemiant effects in plasma, liver and kidney lipids
were also determined. Only cladode flour was observed to modify the activity of
the hepatic enzymes HMG-CoA reductase and fatty acid synthase, both of
which have key roles in cholesterol and fatty acid synthesis, respectively.

The administration of cladode and seed flours produces not only
significant positive effects on liver functioning but also a slight tendency to
improve renal function.

Taken together, the results collected from these pre-clinical studies
provide original and useful data that can serve as basis for future clinical
research that will enable sustain the use of Opuntia megapotamica as a

therapeutic tool.
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Plantas del género Opuntia

Las Opuntia (Opuntia s.s. Mill) son cactus nativos del continente americano
y constituyen el género mas numeroso de la subfamilia Opuntioideae, familia
Cactaceae, que estad representado por alrededor de 190 especies (Anderson,
2001).

De todas las especies conocidas, las mas empleadas por el hombre son:
Opuntia ficus-indica (la mas cultivada y estudiada), O. streptacantha, O.
megacantha, O. dillenii; O. rastera, O. amyclaea, O. xoconostle, O. engelmannii,
O. hyptiacantha, O. leucotricha, O. robusta, O. chavena, O. phaecantha 'y O.
cochenillifera. Con respecto a la especie autdctona Opuntia megapotamica,
hasta el momento no se registran datos sobre su utilizacion.

La taxonomia de las Opuntia es sumamente compleja debido, entre otras
razones, a su gran variabilidad genética, a que los fenotipos cambian segun las
condiciones ambientales y a que el sistema de reproduccion vegetativo
enmascara las verdaderas afinidades sistematicas. Asi, se realizaron varios
estudios con el fin de dilucidar las relaciones de parentesco dentro de la
subfamilia Opuntioideae (Labra y col., 2003) y en el caso de Opuntia
megapotamica se demostro un cierto grado de variabilidad genética entre
poblaciones geograficamente distantes unas de otras (Galvez y col., 2009).

Los nombres populares de la planta varian segun los paises: en la lengua
nahuatl es nochtli, en México la llaman nopal, en Argentina y Chile tuna y en

Brasil palma forrageira. En Espafa se la denomina chumbera y al fruto higo
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chumbo, en Italia se la conoce como fico d’India, en Francia figue de Barbarie,
en Estados Unidos y en Sudafrica prickly pear, en Israel sabras (espinosa por
fuera pero dulce por dentro), en Eritrea y en Etiopia beles y en India nagphani,
anda torra o chapathi balli (Sdenz, 2006).

La tuna constituye uno de los simbolos .

o0

Q@ dagg

. ;. , X e
nacionales de México y aparece en el escudo del pais &
‘j

sosteniendo al aguila real que se posa sobre ella {
mientras sujeta a una serpiente. g\a%
Descripcion botanica

Numerosos autores han descripto este extenso género desde el punto de
vista botanico (Bravo-Hollis, 1978; Pimienta-Barrios, 1990; Sudzuki y col., 1993;
Barbera y col., 1999; Nobel y Bobich, 2002; Saenz, 2006). Abarca especies de
diferentes tamafos que van desde pequefias plantas de no mas de 5 cm de
altura hasta especies arbustivas o arboreas que pueden llegar a medir 5 m. Son
plantas muy rusticas, adaptadas anatomica y morfolégicamente a condiciones
de fuerte estrés hidrico. Realizan un tipo particular de fotosintesis que
corresponde al metabolismo acido de las crasulaceas y abren sus estomas solo
durante la noche evitando asi la pérdida de agua por transpiracion (Nobel,
1994; Nobel e Israel, 1994; Nobel, 1995).

El sistema radicular es superficial, extenso y ramificado (Nobel, 1998;

Snyman, 2004) y puede variar con los distintos tipos de suelos (Snyman, 2005;
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Snyman, 2006). Las raices soportan los periodos prolongados de sequias
absorbiendo rapidamente agua a través de las raicillas que se desarrollan
inmediatamente luego de las lluvias y que desaparecen cuando el suelo se seca.

Los tallos son suculentos y se articulan en segmentos conocidos
botanicamente como cladodios y vulgarmente como pencas. Los cladodios son
planos, ovales y con apariencia de hojas carnosas. Reemplazan a las hojas en su
funcién fotosintética y tienen capacidad para acumular grandes cantidades de
agua. Poseen un parénquima medular blanco que contiene mucilagos
responsables de la retencion del agua y un parénquima cortical
fotosintéticamente activo que esta cubierto por espinas y pelos multicelulares o
tricomas ubicados en las aréolas. Estas aréolas son estructuras caracteristicas de
la familia Cactaceae y, debido a su actividad meristematica, constituyen el lugar
de origen de los nuevos cladodios, flores y raices aéreas (Sudzuki y col., 1993;
Anderson, 2001). Es frecuente que en la literatura, a los segmentos de tallos
aplanados se los denomine erroneamente "hojas de cactus”. Los términos
correctos son: “tallos”, “cladodios”, "artejos”, “pencas”, “almohadillas”, “parte
vegetativa”, “filoclados” o "nopalitos”.

Las espinas son hojas modificadas que generalmente representan el 8,4 %
del peso total del cladodio y cuyas funciones incluyen la proteccion mecanica
de los herbivoros, el sombreado de los tallos, la reduccion de la pérdida de

agua y la condensacion del rocio (Anderson, 2001). Ademas poseen gloquidios,

espinas cortas, curvas y deciduas (Pritchard y Hall, 1976).
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Generalmente, las plantas presentan una floracion anual y las flores son
sésiles, hermafroditas, solitarias, de color blanco, amarillo, rojo, naranja o
purpura.

Los frutos son falsas bayas carnosas de forma ovoide y con distintas
dimensiones y coloraciones segun la especie (Chessa y Nieddu, 1997; Ochoa,
2003). Son agradables y dulces y la epidermis es similar a la del cladodio, con
aréolas y abundantes gloquidios y espinas.

Desde el punto de vista de la biologia reproductiva, el género Opuntia esta
asociado con la polinizacion de las abejas y con la dispersion de las semillas y la
propagacion vegetativa por otros animales. Esta propagacion es mas eficiente
que la reproduccion sexual y ambos procesos, junto con las mencionadas
adaptaciones anatdmicas, morfoldgicas y fisioldgicas, favorecen el gran éxito
ecologico y evolutivo de este género (Sudzuki y col., 1993; Reyes-Agtiero y col.,
2006).

En la especie Opuntia megapotamica, las plantas son arbustos suculentos
perennes de 1 a 3 m de altura (Kiesling, 2005; Font, 2014). Los cladodios son de
color verde oscuro, ovalados y miden de 10 a 20 cm de largo y de 8 a 13 cm de
ancho. Las espinas blanco grisaceas, a veces ausentes en los cladodios jovenes,
aparecen solitarias o en grupos de dos o tres y miden alrededor de 5 cm de
largo. Las flores son anaranjadas. Los frutos son carnosos, ovoides, de 5 a 7 cm
de largo, de color violaceo purpureo. Las semillas son lenticulares y tienen un

didmetro de 5 a 6 mm y un espesor de 1,5 a 2 mm.
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Habitat

Las Opuntia son plantas xerofitas que generalmente crecen en climas
aridos y semiaridos con precipitaciones anuales menores a 250 mm y entre 250
y 450 mm, respectivamente. Existen en forma silvestre o cultivada y poseen una
amplia distribucién geografica ya que se encuentran en los cinco continentes
(Nobel, 1995; Mohamed-Yasseen y col., 1996). Su gran capacidad de adaptacion
climatica les permite crecer también en llanuras, zonas costeras, mesetas,
territorios de gran altura y zonas con temperaturas de hasta -40 °C (Nobel,
1999).

La especie Opuntia megapotamica crece en las Regiones Fitogeograficas
de la Llanura Pampeana, el Bosque Chaquefio y el Espinal (Cabrera, 1976)
encontrandose en las provincias de Buenos Aires, Cérdoba, Entre Rios, La
Pampa, Santa Fe y San Luis (Kiesling, 2005; Font, 2014). Se distribuye también en

los paises limitrofes de Brasil y Uruguay.

Agro-tecnologia del cultivo

En el contexto de la desertificacién global, de la declinacién de las fuentes
de agua y de la deforestacion realizada por el hombre, las Opuntia constituyen
plantas de gran importancia agronomica por sus propiedades adaptativas y
nutricionales.

En la actualidad, cerca del 40 % de la superficie terrestre corresponde a

zonas aridas o semiaridas que estan habitadas por mil millones de personas que
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soportan, en forma permanente, la escasez de agua y de alimentos (Granados-
Sanchez y col, 2013). En Etiopia y en Eritrea, las Opuntia son denominadas
“puente de la vida” pues brindan agua y alimento a los campesinos y al ganado
(Séenz, 2006). También han contribuido ecolégicamente a frenar la degradacion
de los suelos deforestados (Pimienta-Barrios, 1994; Nobel y Bobich, 2002) y a
contrarrestar el efecto invernadero ya que su biomasa aumenta cuando la
concentracion de CO; atmosférico asciende hasta alcanzar valores deletéreos
(Nobel e Israel, 1994; Nobel y col., 2002).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO) establecio, en 1993, la Red Internacional de Cooperacion
Técnica en Cactus (CACTUSNET) con la finalidad de facilitar el intercambio de
informacion, la cooperacion técnica y la capacitacion de las personas en su
manejo, de manera de fomentar la utilizacion de estas plantas y de sus
derivados. En este marco, publico un libro en el que se aborda principalmente la
agro-ecologia, el cultivo y los usos del nopal (Barbera y col., 1999). Por otro
lado, también editd “El nopal (Opuntia spp.) como forraje” que compendia la
informacion cientifica y practica sobre su uso forrajero en distintos paises
(Mondragon-Jacobo y Pérez-Gonzalez, 2003) y "Utilizaciéon Agroindustrial del
Nopal" que analiza en profundidad su industrializacion tanto para el consumo
humano como para otros fines y que lo considera “un tesoro bajo las espinas”
de alto provecho para la humanidad (Saenz, 2013).

Son varios los paises que se dedican al cultivo comercial de Opuntia:
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México (avanzado en la industrializacién), Brasil (donde el cultivo se usa en su
mayoria como forraje), Perl (destinado principalmente a la produccion de
cochinilla), Italia y Chile (Inglese y col., 2002). En otros estados como Espafa
(Islas Canarias), Estados Unidos, Jordania, India y TUnez se registran menores
superficies de cultivo. La villa de Valtierrilla (Guanajuato, México) es considerada
la Capital Mundial del Nopal debido a su produccion diaria de 100 toneladas.

En Argentina existen alrededor de 200.000 hectareas de tuna silvestre y
10.000 hectareas destinadas al cultivo, principalmente de O. ficus-indica, que se
distribuyen entre Santiago del Estero, Mendoza, Tucuman, Cordoba, Jujuy, La
Rioja, Salta, San Juan y Catamarca (Saenz, 2013). Estas plantaciones forman
parte de la economia de subsistencia de las familias de la regién y estan
destinadas principalmente a la produccién de forraje y de frutos que se
comercializan en los mercados locales y en el Mercado Central de Buenos Aires
(Guevara y col., 2000; Galizzi y col., 2004; Lozano, 2013). Existe cierto grado de
industrializacion de los frutos y en el comercio se encuentran algunos productos
procesados como jarabes (arrope), mermeladas y jaleas (Ochoa, 1997). Ademas,
se pueden encontrar capsulas que contienen extractos de cladodios
deshidratados de O. ficus-indica que se utilizan para aumentar la ingesta
general de fibras. Son varios los laboratorios que las fabrican e inclusive los
productos se encuentran disponibles en internet. A pesar de ello, el uso
horticola de la tuna no esta difundido en todo el pais (Lozano, 2011).

El Proyecto “Frutales de zonas aridas”, apoyado por la FAOy llevado a
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cabo en la Universidad Nacional de Santiago del Estero, ha divulgado cartillas
relacionadas con el manejo agronémico, la cosecha y control de las plagas que
afectan a la planta. Se trata de reimpulsar la utilizacién de la cochinilla como
colorante y en el medio rural se usan los cladodios cortados para clarificar el
agua de represas o de lluvia recolectada para beber. El mucilago mezclado con
cal se emplea como adherente para el blanqueo de las habitaciones de las casas
de adobe (Ochoa, 1997). El Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) realiza investigaciones sobre el mejoramiento y el desarrollo de la
produccion de la tuna y organiza jornadas de capacitacion a campo para

promocionar el manejo del cultivo.

Composicion fitoquimica

Las Opuntia poseen un valor nutritivo alto ya que contienen cantidades
importantes de carbohidratos y fibras sequidos de proteinas, lipidos, vitaminas y
minerales. Sus propiedades farmacologicas se sustentan en la composicidén
quimica que varia, entre otros factores, segun la especie y la edad de la planta,
el estado fisiologico del tejido, los factores edaficos del lugar y la estacion del
ano (Retamal y col,, 1987; Rodriguez-Felix y Cantwell, 1988; Enigbokan y col.,
1996; Alarcon-Aguilar y col., 2003; Batista y col., 2003; Ginestra y col., 2009).

A partir de los datos obtenidos por distintos autores, se presenta una
figura integradora que muestra la composicion quimica de los cladodios, de la

pulpa de los frutos y de las semillas de Opuntia spp..
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Cladodios Pulpa Semillas
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Los valores estan expresados en porcentaje de peso seco. Fuente: Stintzing y Carle,
2005; MoBhammer y col., 2006; Prieto-Garcia y col., 2006.

Como puede observarse, estas plantas constituyen una abundante fuente
de carbohidratos. En los cladodios, la cantidad de almidon varia segun la
estacion del afo entre 85y 171 mg/g de peso seco (PS) (Retamal y col., 1987).
Dentro de los polisacaridos no digeribles, las fibras solubles estan integradas
por pectinas y mucilagos mientras que las fibras insolubles estan representadas
principalmente por celulosa y hemicelulosa (Pefa-Valdivia y col., 2012). La pulpa
de los frutos es también rica en fibras solubles (7,8-18,6 %) e insolubles (11,6-
16,5 %) y el tipo de polisacaridos que las conforman varia segun la madurez
(Alvarez Armenta y Pefia-Valdivia, 2009). En las semillas, el almidén representa el
93 % del contenido total de carbohidratos mientras que los azucares reductores
y la sacarosa se encuentran en cantidades menores (Prieto-Garcia y col., 2006).

En lo referente a los minerales, en los cladodios el potasio es el mayoritario
seguido por calcio, sodio, manganeso, hierro, zinc y cobre (Batista y col., 2003;
McConn y Nakata, 2004). La pulpa de los frutos es rica en magnesio (hasta 98,4
mg/100 g PS) y en calcio (hasta 59,0 mg/100 g PS) y contiene también sodio,
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potasio, hierro y fésforo pero en cantidades menores (MoBhammer y col., 2006).
En las semillas predominan magnesio y calcio seguidos por potasio y sodio
(Prieto-Garcia y col., 2006).

La harina de los cladodios es considerada un buen complemento dietario
ya que de los 17 aminoacidos que posee, 9 son esenciales. En general, la
fenilalanina es el aminoacido mayoritario sequido por treonina e isoleucina. Los
niveles pueden variar segun la edad de los cladodios ya que los jovenes tienen
mayores niveles de treonina y de isoleucina y en funcion de la edad aumentan
las cantidades de histidina, leucina y lisina (Hernandez-Urbiola y col.,, 2010). La
pulpa de los frutos posee un contenido elevado de aminoacidos esenciales
libres (Kugler y col., 2006; MoBhammer y col., 2006). En lo referente a la harina
de semillas, los principales aminoacidos esenciales son leucina, lisina y arginina
(Nassar, 2008). Con respecto a los lipidos, en los cladodios se determinaron
contenidos elevados de acidos grasos-n-3 (Mufoz de Chavez y col., 1995) y se
identificaron los acidos oleico (n-9) y linoleico (n-6) (Stintzing y Carle, 2005).
También se encontré un nivel importante de B-sitosterol (Salt y col., 1987). En
los frutos, tanto en las semillas como en el aceite de pulpa, el acido graso
mayoritario es el linoleico seguido por los acidos palmitico y oleico, y en el
aceite de pulpa se hallan cantidades importantes de acidos grasos
poliinsaturados como el linolénico. En las semillas y en el aceite de pulpa, los
esteroles mas abundantes son el B-sitosterol y el campesterol (Ramadan y

Morsel, 2003). Estos mismos autores determinaron que las semillas contienen
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distintos isomeros de tocoferoles y que en el aceite de pulpa del fruto
predomina el §-tocoferol, homdlogo de la vitamina E. El perfil lipidico del aceite
de las semillas de Opuntia spp. es similar a los registrados en las semillas de
soja y de maiz (Tan y Che Man, 2000; El Finti y col., 2013).

En los cladodios frescos, los constituyentes fendlicos estan representados
mayoritariamente por derivados flavonoles (Jaramillo-Flores y col, 2003)
mientras que en los cladodios deshidratados y molidos se destaca la presencia
de agliconas flavonoides tipicas (Stintzing y Carle, 2005). En los cladodios
frescos de O. dillenii Haw se encontraron derivados de a pironas, denominados
opuntiosido II y opuntiosido III (Saleem y col., 2005; Qiu y col., 2007). También
contienen carotenoides como luteina, criptoxantina y carotenos (Jaramillo-
Flores y col., 2003). Estos ultimos se hallan en abundancia en el aceite de pulpa
mientras que en el de semillas se registran cantidades menores (Ramadan vy
Morsel, 2003). En distintas especies de Opuntia se determind que la pulpa de
frutos posee un elevado contenido de compuestos fendlicos que le confieren
propiedades antioxidantes (Coria Cayupan y col.,, 2011).

En lo referente al contenido de vitaminas, las mayoritarias son C, A, B2, B3
y B1 (Stintzing y Carle, 2005).

Generalmente, el contenido de agua representa entre el 85 y el 95 % del
peso fresco de los cladodios aunque durante periodos prolongados de estrés

hidrico puede disminuir hasta 60 % (Nobel, 1994).
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Usos etnobotanicos

En general, el hombre ha utilizado las Opuntia como fuente de alimento,
con fines medicinales, como forrajera, como sustrato en la produccion de
cochinilla para la elaboracién de colores naturales, como cosméticos, como
cerco vivo en la proteccion de huertas, como lefia debido a su alto contenido en
lignina, para la producciéon de bioenergia, en la conservacién de suelos, para
disminuir la contaminacion atmosférica y en la construccion de viviendas
(Stintzing y Carle, 2005).

Tradicionalmente, los pueblos de Latinoamérica han atribuido a las
Opuntia un amplio espectro de propiedades medicinales. Los aztecas las
consideraban “plantas de la vida" y el valor que les dieron quedé reflejado en el
nombre del imperio Tenochtitlan (tetl, piedra y nochtli, nopal). Los frutos se
utilizaban en las disfunciones hepaticas y vesiculares y para disminuir la fiebre,
las pencas en el alivio de las inflamaciones, el mucilago o “baba” para suavizar la
piel y las raices en el tratamiento de las Ulceras estomacales y de la erisipela.

Uno de los productos mas conocidos de la farmacopea nativa del norte de
Peru es la "cimora" cuyo componente principal es la O. cylindrica que ha sido
empleada especialmente en dolencias de origen renal (Cruz Sanchez, 1951). En
los altiplanos de Argentina, Chile, Bolivia y Peru crece la especie O. soehrensii
Britton & Rose, conocida vulgarmente como “airampo’, a la que también se le
asignan propiedades medicinales (Scarpa y Arenas, 1996). Los pueblos

originarios Toba y Wichi, en el norte de Argentina, usan distintas partes de O.
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ficus-indlica para calmar los dolores de cabeza ocasionados por la exposicion al
sol, como antitusivo y antirreumatico y en las afecciones urinarias (Chifa y
Ricciardi, 2002). Los indigenas Pilaga, en el centro de la provincia de Formosa,
utilizan la O. chakensis Speg. para combatir la gripe (Filipov, 1997). Un analisis
de las practicas de curacion alternativas empleadas en los barrios periféricos de
Bahia Blanca mostré que la tuna se usa como jarabe para aliviar la tos
(Benvenuto y Sanchez, 2002).

El uso popular de Opuntia spp. a lo largo del tiempo podria ser un dato
indicativo de su inocuidad. Sin embargo, aunque la planta es bien tolerada
cuando se la administra oralmente, se determinaron algunos efectos adversos
como diarrea leve, nauseas, distension abdominal y dolor de cabeza (de Smet,

2002; Federici y col., 2005).

Diabetes
Se trata de un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizado por una

elevacion cronica de la glucosa en sangre resultante de defectos en la secrecién
de la insulina, en la accién de la hormona o en ambos eventos (Asociacion
Americana de Diabetes, 2016; Organizacion Mundial de la Salud, 2016).
Numerosos estudios han demostrado que la hiperglucemia genera un estrés
oxidativo que promueve la formacion de novo de radicales libres que resultan
nocivos para varios tejidos (Kaneto y col., 2007; Roberts y Sindhu, 2009). Los

procesos patogénicos involucrados en el desarrollo de la diabetes van desde la
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destrucciéon autoinmune de las células 3 del pancreas con la consecuente
disminucion en la secrecion de insulina y deficiencia de la hormona, a anomalias
en los mecanismos moleculares que generan la resistencia de los tejidos blanco
a la accién de la insulina. Como consecuencia, surgen alteraciones en el
metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas que conducen finalmente
a la disfuncién e insuficiencia de diferentes érganos (rifiones, ojos, corazon,
higado) y al deterioro de nervios y vasos sanguineos. Estas complicaciones se
pueden clasificar en agudas, asociadas con mortalidad, y en crénicas, que son
las mas comunes (Forbes y Cooper, 2013). Entre las primeras, se encuentran la
cetoacidosis diabética y el coma diabético. El segundo grupo incluye dafos
microvasculares (retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica y autonémica) y
macrovasculares (alteraciones coronarias, cerebrovasculares y arteriales
periféricas).

Existen distintos tipos de diabetes que actualmente se clasifican en cuatro
categorias segun su etiopatogenia:

1. Diabetes tipo 1, originada por la destruccion de las células B del
pancreas

2. Diabetes tipo 2, generada por la combinacién de la resistencia a la
accion de la insulina y una secrecion compensatoria inadecuada de la hormona

3. Diabetes mellitus gestational, diagnosticada por la intolerancia a la

glucosa que aparece durante el segundo o el tercer trimestre del embarazo.
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4. Tipos especificos de diabetes originados por otras causas, por ejemplo:
sindromes de diabetes monogénicas debidas a defectos genéticos en la funcion
de las células B o en la accion de la insulina (diabetes neonatal y diabetes del
adulto de inicio juvenil, MODY); enfermedades del pancreas exdcrino como la
fibrosis quistica; y diabetes inducida por drogas (corticoides, diuréticos
tiazidicos, antagonistas (3-adrenérgicos).

La diabetes tipo 1 incluye la diabetes inmunomediada y la diabetes
idiopatica y se presenta en el 5 al 10 % de los pacientes (Asociacion Americana
de Diabetes, 2016). La primera, antes denominada diabetes insulinodependiente
o diabetes de comienzo juvenil, resulta de un proceso patologico autoinmune e
inflamatorio selectivo donde la destruccion especifica de las células f
pancreaticas ocasiona la pérdida de la insulina enddégena y conduce a la
hiperglucemia. Hay una multiple predisposicion genética para esta destrucciéon
autoinmune y también se la relaciona con factores ambientales aiun no muy
bien definidos (nitritos y nitratos del agua y de la dieta, proteinas de la leche
bovina, polucion ambiental). En general, aparece en la primera infancia y en la
adolescencia aunque puede manifestarse a cualquier edad y se diagnostica
mediante pruebas serolégicas o con marcadores genéticos. Se caracteriza por
un inicio agudo y requiere tratamiento con insulina y un cuidadoso control del
balance entre la ingesta de glucosa, la actividad fisica y la dosis de la hormona
exogena. Algunos pacientes, especialmente los nifios y los adolescentes, pueden

presentar cetoacidosis como primera manifestacion y tienen propension a
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desarrollar otras enfermedades autoinmunes &rgano-especificas como la
tiroiditis de Hashimoto y la celiaquia (Doyle, 2015).

La diabetes tipo 1 idiopatica es muy poco frecuente y los pacientes
presentan insulinopenia permanente y predisposicion a la cetoacidosis sin
evidencias de autoinmunidad.

La diabetes tipo 2, antes denominada diabetes no dependiente de insulina
o diabetes del adulto, es la de mayor prevalencia pues se presenta en el 90 al 95
% de los pacientes (Asociacion Americana de Diabetes, 2016). Se caracteriza por
la resistencia de los tejidos blanco a la insulina y por una deficiencia variable en
la secrecion de la hormona sin que haya destruccion autoinmune de las células
B pancreaticas. EIl musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo son los
tejidos donde la insensibilidad a la insulina es mas evidente debido al particular
requerimiento de captaciéon y metabolismo de la glucosa. Su etiologia aun no se
ha definido aunque se la asocia frecuentemente con una predisposicion
genética que seria mayor que en el caso de la diabetes tipo 1.

En la diabetes tipo 2 la hiperglucemia se desarrolla gradualmente durante
un periodo prolongado, causando cambios patoldgicos y funcionales en
diferentes tejidos que no son suficientes para generar indicios de la enfermedad
(fase de pre-diabetes). Durante esta etapa asintomatica, se puede determinar la
alteracion en el metabolismo de carbohidratos a través de la medicion de la
glucemia en ayunas o luego de una sobrecarga oral de glucosa. El riesgo de

desarrollar este tipo de diabetes aumenta con la edad, con la obesidad (que en

24



INTRODUCCION

si misma causa un cierto grado de resistencia a la insulina) y con el
sedentarismo.

Los limites entre la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2 no estan bien
definidos y por este motivo surgieron los términos “diabetes doble”, “diabetes
1,5" o "LADA" (Latent autoimmune diabetes of adults) que incluyen a aquellos
pacientes en los que coexisten caracteristicas de ambos tipos de diabetes. Por
ejemplo, personas con diabetes tipo 1 que tienen resistencia a la insulina o
personas con diabetes tipo 2 que poseen anticuerpos contra las células 3

pancreaticas (Kaufman, 2006).

Metabolismo de los carbohidratos y de los lipidos

El pancreas, 6rgano regulador clave de la digestion, absorcion y utilizacion
de los nutrientes, es una glandula de secrecion mixta dividida funcionalmente
en un componente exocrino que abarca el 98 % de su masa total y un
componente endocrino que representa el 2 % restante. La porcidon exocrina esta
compuesta por las células acinares (acinos pancreaticos) que liberan enzimas
digestivas hacia el sistema ductal. Los islotes de Langerhans forman el
componente endocrino y estan constituidos por agregados celulares en los que
se distinguen cinco tipos de células (a, 3, 8, F o PP y €). Las células [3 representan
el 80 % del total y producen la hormona polipeptidica insulina mientras que las
otras células secretan glucagdn, somatostatina, polipéptido pancreatico y

grelina (Prado y col, 2004; Tassone y col, 2007). Estas hormonas estan
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implicadas en la regulacién del metabolismo de nutrientes y en la homeostasis
de la glucosa (Wu y col., 2015).

Los cambios en la concentracion de glucosa extracelular afectan en forma
directa a las células a y 8 de los islotes de Langerhans (Figura 1). Tras la ingesta
de alimentos, los carbohidratos de la dieta generan un aumento en la glucemia
que estimula la secrecién de insulina por las células 8 e inhibe la secrecion de
glucagdén por las células a (regulacion reciproca). La insulina estimula la
absorcion y utilizacion de la glucosa por los tejidos blanco; promueve el
almacenamiento del excedente en el higado y en el musculo en forma de
glucogeno, a través de la estimulacion de la glucogenogénesis, y en el tejido
adiposo como triacilglicéridos (TAG), a través de la lipogénesis; y reprime la
hidrolisis de estas macromoléculas de almacenamiento energético mediante la
inhibicion de la glucogenolisis y de la lipdlisis (Saltiel y Kahn, 2001; Frayn y col.,
2006; Samuel y Shulman, 2016). En el musculo, la insulina también contribuye al
mantenimiento de la masa muscular promoviendo la captacion de aminoacidos
y su incorporacion a las proteinas e inhibiendo la degradacion de las mismas
(Liu y col., 2006). Todos estos cambios generan una disminucién de la glucemia
que conduce a la secrecion de glucagon por las células o y a la inhibicion de la
secrecion de insulina. Ambos eventos estimulan la liberacién de glucosa a partir
del glucogeno y de la gluconeogénesis generando asi el retorno de la glucemia

a niveles normales (Bouillon y col., 2015).
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Figura 1. Roles de la insulina y del glucagén en el metabolismo de carbohidratos (FID,
2013).

La masa total de las células B sufre cambios compensatorios a lo largo de
la vida para satisfacer la demanda de insulina del organismo y contrarrestar la
lenta renovacion de las células maduras (Bonner-Weir y col., 2012). Los posibles
mecanismos de regeneracion incluyen la autorreplicacion de las células {3, la
neogénesis a partir de otro tipo de células precursoras y la trans-diferenciacion
de las células a (Levetan, 2010; Wu y col,, 2015). En condiciones fisiologicas, la
neogénesis seria el principal proceso durante el periodo perinatal y postnatal
temprano mientras que la autorreplicacion contribuiria en etapas mas
avanzadas del desarrollo (Bouwens y Rooman, 2005).

El sistema gastrointestinal también tiene un rol clave en el control de la
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homeostasis de la glucosa, no sélo por su papel en la absorcidon de los hidratos
de carbono sino también por la liberacion de las hormonas intestinales que
contribuyen a la regulacién del metabolismo (Drucker, 2016). Estas hormonas
digestivas actian por via sistémica estableciendo circuitos que comunican el
higado, el musculo, el tejido adiposo y los islotes del pancreas para coordinar la
captacion y asimilacion de la glucosa. Ademas, se ha sugerido que estimularian
la supervivencia de las células B pancreaticas y la neogénesis de los islotes
determinando un aumento en la masa celular total y una mejora en la
homeostasis de la glucosa (Drucker, 2003; Bulotta y col., 2004).

Los lipidos de la dieta y la sintesis de los mismos en el higado estan muy
relacionados con el metabolismo de la glucosa (Parhofer, 2015). Los primeros
son absorbidos por los enterocitos y empaquetados junto con proteinas
especificas (apoproteinas) formando agregados lipoproteicos (lipoproteinas)
cuya funcién es transportar los lipidos a través del entorno hidrofilico del
plasma desde el sitio de absorcion o sintesis hacia los tejidos periféricos y
regular la actividad de diferentes enzimas del metabolismo lipidico (Packard y
col., 2005; Sacks, 2015). Las lipoproteinas son particulas esféricas complejas que
tienen un centro hidrofébico con cantidades variables de TAG y de colesterol
esterificado cubierto por una capa externa polar formada por apoproteinas,
fosfolipidos (PL) y colesterol libre. Pueden ser transportadas desde el intestino al
higado a través de la via exdgena y entre tejidos por la via endogena. La

clasificacion de las lipoproteinas, segun la densidad que les confiere la
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proporcion relativa de proteinas y de lipidos, se muestra en la siguiente tabla

(Barret y col., 2013):

Lipoproteina Tamafio Proteina Colesterol Esteres de Triacilglicéridos Fosfolipidos Origen
libre colesterol
nm % % % % %

Quilomicrones 75 a 2 2 3 90 3 Intestino
1000

Quilomicrones 30 a 80 Capilares
remanentes

Lipoproteinas 30 a 80 8 4 16 55 17 Higado e
de muy baja intestino
densidad
(VLDL)

Lipoproteinas 25 a 40 10 5 25 40 20 VLDL
de densidad
intermedia
(IDL)

Lipoproteinas 20 20 7 46 6 21 IDL
de baja
densidad
(LDL)

Lipoproteinas 7,5a 10 50 4 16 5 25 Higado e
de alta intestino
densidad
(HDL)

Los TAG de la dieta dan origen a los quilomicrones (QM) que estan
compuestos principalmente por TAG seguidos por colesterol libre y esterificado,
PL y apoproteinas. Estos QM entran a la circulacion por la via de los conductos
linfaticos y son retirados de la misma por la acciéon de la lipoproteina lipasa
(LPL), localizada sobre la superficie del endotelio de los capilares. Esta enzima
cataliza la degradacion de los TAG a acidos grasos libres (AGL) y glicerol que
entran a las células musculares y adiposas para su utilizacién y almacenamiento.
Alternativamente, los AGL pueden permanecer en la circulacién unidos a la
albdmina. Los QM depletados de los TAG constituyen los QM remanentes que

son transportados al higado, internalizados y degradados.
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Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se forman principalmente
en el higado y transportan los TAG sintetizados por acidos grasos y
carbohidratos hacia los tejidos extrahepaticos. Después que sus TAG son
removidos por la accién de la LPL, se transforman en las lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL) que cuando pierden mas lipidos y proteinas dan
origen a las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) se sintetizan en el higado y en el intestino delgado y durante su
circulacion por la sangre se enriquecen con el colesterol y los fosfolipidos de los
tejidos periféricos y de las VLDL y de los QM. Cuando retornan al higado
descargan su contenido lipidico (ruta del transporte inverso del colesterol) para
volver luego a la circulacién sanguinea.

El colesterol, componente esencial de las membranas celulares, es clave
para el mantenimiento de su fluidez y actia como precursor en la sintesis de los
acidos biliares y de las hormonas esteroidales. Puede obtenerse de la dieta (via
exdgena) o biosintetizarse a partir de acetil-CoA (via enddgena). La enzima
microsomal  3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A  reductasa (HMG-CoA
reductasa) cataliza en el higado y en el intestino la reaccion limitante de su
biosintesis que consiste en la reduccion, en dos pasos, de la HMG-CoA a

mevalonato (Figura 2).
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Acetil-CoA

|

Acetoacetil-CoA > 3-hidroxi-3- HMG-CoA Red Mevalonato
l/ metilglutaril- CoA AN i
Acetoacetato Acetoacetato Escualeno
:L _________ Colesterol

Figura 2. Biosintesis de colesterol. Seis moléculas de mevalonato se condensan
dando lugar al escualeno que al hidroxilarse forma el colesterol. La flecha punteada
indica la inhibicion por feedback de la HMG-CoA reductasa por el colesterol.

La biosintesis de acidos grasos ocurre principalmente en el higado y la
fuente de carbono es acetil-CoA, producto de la oxidacion del piruvato, de la
oxidacion de algunos aminoacidos o de la B oxidacién de los acidos grasos. En
una etapa preparatoria de la sintesis, se produce malonil-CoA a partir de acetil-
CoA por accion de la acetil-CoA carboxilasa. Posteriormente, malonil-CoA vy
otras moléculas de acetil-CoA se unen a proteinas transportadoras de acilos
(ACP). Estas uniones son necesarias para que las reacciones de sintesis puedan
llevarse a cabo por medio del complejo enzimatico de la acido graso sintasa
(FAS) que esta localizado en el citosol y que agrega secuencialmente unidades

de 2 carbonos a la cadena del acido graso en formacién (Figura 3).
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Figura 3. (Leyenda en la pagina siguiente)
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La insulina participa a través de distintas acciones en la regulacién del
metabolismo lipidico: disminuye la actividad de la lipasa sensible a hormona
(LSH) con la consecuente disminucion de la lipdlisis y de los AGL y el aumento
del depdsito de los TAG en el tejido adiposo; disminuye la produccion de las
VLDL; aumenta la sintesis y actividad de la LPL del endotelio de los tejidos
adiposo y muscular; activa la lecitina colesterol acil transferasa (LCAT) y la lipasa
hepatica (LH), modificando asi el transporte reverso del colesterol y el
metabolismo de las lipoproteinas ricas en TAG como los QM y las VLDL; y
promueve la sintesis hepatica de colesterol y de acidos grasos a través de la
regulacion positiva de las enzimas limitantes como la HMG-CoA reductasa y la

FAS, respectivamente (Kalofoutis y col., 2007).

Sistemas experimentales en diabetes
Los modelos animales y celulares son muy Utiles para el abordaje
experimental del estudio de las enfermedades y para el disefio de nuevas

terapias (McGonigle y Ruggeri, 2014 ). En los codigos de ética internacionales

Figura 3. Biosintesis de acidos grasos. El complejo de la acido graso sintasa se
muestra en forma esquematica. Cada segmento del disco representa una de las seis
actividades enzimaticas del complejo. En el centro se encuentra la proteinas
transportadoras de acilos (ACP) con su brazo de fosfopanteina que acaba en un grupo
-SH. La enzima mostrada en azul es la activa en cada paso. El grupo acetilo inicial esta
sombreado en amarillo; el C-1 y el C-2 del malonato estan sombreados en rosa y el
carbono liberado como CO, en verde. Se inicia con la condensacién de un Acil-ACP con
un malonil-ACP para formar un acetoacetil-ACP que, por una serie de reacciones de
condensacion, reduccion y deshidratacion, conduce a butiril-ACP. Las reacciones
anteriores se repiten pero ahora con el butiril-ACP y el malonil-ACP como iniciadores,
obteniéndose un producto de 6 carbonos. El proceso se repite hasta obtener un acido
graso de 16 carbonos.
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para la investigacion biomédica, los ensayos con animales constituyen un
requisito ineludible y previo a la realizacién de ensayos clinicos en humanos y
las Agencias Reguladoras los exigen para la aprobacion de nuevos farmacos
(Rodriguez, 2012).

En relacion con la diabetes, se han desarrollado distintos modelos
experimentales animales que permiten estudiar la etiopatogenia de la
enfermedad a nivel celular y molecular y también desarrollar nuevos
compuestos terapéuticos y determinar sus mecanismos de accion (Dhuria y col.,
2015). Los roedores representan el modelo animal mas utilizado pues
reproducen fielmente las condiciones fisiopatologicas de la enfermedad en
humanos (Masiello, 2006; Frode y Medeiros, 2008; Arends y col., 2016).

En el caso de la diabetes tipo 1, la deficiencia en la produccion de la
insulina en los animales se puede lograr por mutaciones genéticas, ablacion
quimica o induccion viral (Dhuria y col, 2015). Para la diabetes tipo 2
generalmente se emplean modelos animales con obesidad dada la estrecha
relacion entre esta condicion y la enfermedad. Los animales normales o sanos
(normoglucémicos) representan un modelo complementario valido para el
estudio de potenciales agentes hipoglucemiantes orales ya que permiten
evaluar su efecto terapéutico en una situacion en la que el pancreas esta intacto
y su actividad es normal (Williamson y col., 1996). También se emplea el modelo
animal de sobrecarga oral de glucosa en el que se incrementa transitoriamente

la glucemia sin dafar el pancreas (Etuk, 2010).
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Actualmente, la induccion quimica con estreptozotocina (STZ) es el
método diabetogénico mas utilizado (Masiello, 2006; Frode y Medeiros, 2008;
Dhuria y col,, 2015) pues esta droga produce la muerte de las células 3 del
pancreas dentro de las 24 hs de su administracion, con la consecuente
disminucion en la produccion de insulina (Junod y col,, 1969). Constituye un
modelo apropiado para estudiar los mecanismos subyacentes en la diabetes
porque mimetiza las complicaciones agudas y crénicas de la enfermedad y
reproduce algunas de sus alteraciones estructurales, funcionales y bioquimicas
(Eleazu y col.,, 2013).

La STZ (2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa) es un
antibiotico antineoplasico de amplio espectro citotoxico aislado a partir de la
fermentacién de la bacteria gram-positiva Streptomyces achromogenes. La
unidad de metil-nitrosourea en su estructura le confiere actividad alquilante
(Elsner y col., 2000; Eleazu y col., 2013) mientras que la molécula de glucosa le
permite el ingreso selectivo a las células por medio del transportador GLUT-2,
una isoforma de baja afinidad que esta presente en la membrana plasmatica de
las células B pancreaticas, de los hepatocitos, de las células tubulares renales y
de los enterocitos (Bell y col., 1990; Burant y col., 1991). Por esta razon, se ha
observado que el tratamiento con STZ no solo induce el estado diabético sino
que puede causar dafos a nivel hepatico, renal y digestivo y producir algunas
modificaciones en la sensibilidad sensorial (Rerup, 1970; Kazumi y col., 1978;

Bennett y Pegg, 1981; Piyachaturawat y col., 1991; Eleazu y col., 2013; Andersson
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y col, 2015). Sin embargo, se acepta generalmente que estas acciones
deletéreas extrapancreaticas no tienen lugar cuando se emplean dosis bajas de
STZ (Zafar y col., 2009; Qinna y Badwan, 2015).

Una vez dentro de la célula B, la STZ ejerce su accidén diabetogénica
citotoxica a través distintas vias: i) metilacién del ADN por la formacion de ion
carbonio (CHs") que produce la sobreactivacion de la enzima nuclear poli
adenosina difosfato ribosa polimerasa (ADPc-ribosa polimerasa), como parte
del mecanismo de reparacién celular, y que conduce al agotamiento del
cofactor NAD", a la inhibicion de la oxidacion de la glucosa y a la disminucién
del ATP, generando finalmente la muerte celular necrotica y, por lo tanto, la
inhibicion de la biosintesis y secrecion de la insulina (Yamamoto y col.,, 1981;
Uchigata y col., 1982; Sandler y Swenne, 1985); ii) produccién de oxido nitrico
(Kwon y col., 1994; Szkudelski, 2001) que determina la muerte de las células 3
por necrosis (Kroncke y col., 1995; Konrad y col., 2001) y por apoptosis (Kaneto
y col,, 1995; Oyadomari y col.,, 2001; Friederich y col., 2009; Friederich-Persson y
col., 2012); iii) accion en las mitocondrias y generacién de radicales libres, como
peréxido de hidrogeno, que provocan estrés oxidativo y aceleran el proceso de
destruccion celular (Uchigata y col., 1982; Tesch y Allen, 2007); y iv) alteracion
de la via de sefalizacion del factor nuclear kappa (NF-kB) con la consecuente
apoptosis (Eleazu y col., 2013).

La induccion de la diabetes por la STZ es dosis dependiente de modo que

se pueden lograr diferentes grados de deficiencia de insulina y distintos efectos
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metabdlicos. En ratas, generalmente se emplean dosis de 35 a 65 mg/kg de PC
y se administra por via intraperitoneal (Gajdosik y col., 1999; Eleazu y col., 2013;
Dhuria y col.,, 2015). Dosis bajas y multiples de STZ durante 5 dias inducen
insulitis (Sotnikova y col., 2006). El suministro de una Unica dosis de 30 6 40
mg/kg PC genera una diabetes transitoria retornando la glucemia a los valores
normales a los 10 dias mientras que la secrecién de la insulina y la morfologia
de los islotes pancreaticos se restablecen a los tres meses. Dosis superiores a 40
mg/kg PC determinan una diabetes persistente (Szkudelski, 2001; Dhuria y col.,
2015). Se genera una hiperglucemia estable y prolongada con una marcada
alteracion de la morfologia de los islotes (pocas células secretoras de insulina y
acumulacion de las células secretoras de glucagdén) que puede revertirse por

exposicion a un agente hipoglucemiante (Ar'Rajab y Ahren, 1993).

Impacto de la diabetes

La diabetes es una de las cuatro enfermedades no transmisibles que tienen
una importante incidencia a nivel mundial (OMS, 2016). El envejecimiento de la
poblacion, sumado a la presencia de factores de riesgo como obesidad,
sedentarismo, tabaquismo y dieta inapropiada, aumenta la prevalencia de la
diabetes y la probabilidad de que se transforme en pandémica.

Segun la Federacién Internacional de Diabetes (FID), esta enfermedad en
todas sus formas tiene costos humanos, sociales y econémicos muy elevados. A

pesar de que se cuenta con tratamientos farmacologicos eficaces, tecnologias
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avanzadas y valiosas estrategias educativas y preventivas, no se ha podido
lograr el objetivo de brindar a todas las personas una buena proteccion contra
la enfermedad y las complicaciones asociadas. Los calculos mas recientes de la
FID, provenientes de estudios estadisticos realizados desde el afio 2011 en 110
paises, indican que 415 millones de adultos tienen diabetes y predicen que esta
cifra se incrementara a mas de 642 millones para el afio 2040 (FID, 2015). Se
estima que actualmente hay un 46,5 % de casos no diagnosticados lo que
implicaria que una gran cantidad de personas van a desarrollar progresivamente
complicaciones de las que no son concientes.

En Argentina, la Tercera Encuesta Nacional de Factores de Riesgo del
Ministerio de Salud de la Nacion (ENFR, 2014) indica que el nimero de personas
afectadas en el afo 2013 representaba el 9,8 % de la poblacion total sin
cambios significativos con respecto a la Encuesta de 2009 (9,6 %). Se informd
ademas que la diabetes constituia la principal causa de dialisis siendo
responsable del 34,7 % de los casos incidentes y de un 22,8 % de los casos

prevalentes.

Plantas medicinales en el tratamiento de la diabetes

A pesar de los grandes avances en la investigacion y en el desarrollo de
farmacos especificos para el tratamiento de la diabetes, el acceso a los mismos
resulta dificultoso para muchas personas en distintas partes del mundo por los

elevados costos y por su efectiva disponibilidad (FID, 2015). Es necesario tener
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en cuenta que el 80 % del total de los individuos afectados viven en paises de
ingresos medios y bajos. Este hecho constituye un elemento importante a la
hora de analizar estrategias terapéuticas alternativas contra la enfermedad que
puedan incluir el uso de diversas plantas. Asi, se ha demostrado que numerosas
hierbas y suplementos dietarios de origen vegetal poseen propiedades
hipoglucemiantes e hipolipemiantes y mejoran el estado general del paciente
diabético (Yeh y col., 2003; Shane-McWhorter, 2005; Al-Mustafa y Al-Thunibat,
2008; Najm vy Lie, 2010). Estudios realizados en México sobre personas con
diabetes tipo 2 evidenciaron que un porcentaje elevado de ellas recurre a
terapias no convencionales siendo Opuntia spp. el remedio vegetal mas
utilizado (Shapiro y Gong, 2002; Stintzing y Carle, 2005). La ingesta de cladodios
reduce la absorcion de glucosa en el intestino y disminuye la glucemia post-
prandial en los pacientes diabéticos tipo 2 (Meckes-Lozyoa y Roman-Ramos,
1986; Mufioz de Chavez y col., 1995; Lépez-Romero y col., 2014a). Si bien las
interacciones farmacodinamicas aun no se han dilucidado, se ha sugerido que
podria existir una accion sinérgica de Opuntia spp. con las drogas
hipoglucemiantes utilizadas en la medicina convencional (Rodriguez-Fragoso y
col., 2008).

Entrevistas a pacientes diabéticos y a expendedores de plantas medicinales
mostraron que los cladodios jovenes y frescos, en forma de licuado, son
consumidos tradicionalmente antes del desayuno para el tratamiento de la

diabetes mientras que los cladodios a la parrilla se ingieren normalmente como
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alimento (Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2011).

Las acciones benéficas observadas en humanos que tradicionalmente
consumen frutos y cladodios de Opuntia spp. han estimulado la realizacion de
estudios pre-clinicos en animales de experimentacion como ratones, ratas y
cobayos. Se demostré que diversas especies de Opuntia poseen acciones
hipoglucemiantes e hipolipemiantes (Fernandez y col., 1994; Trejo-Gonzalez y
col., 1996; Ennouri y col., 2006b; Heinrich y col., 2014), antioxidantes (Lee y col.,
2002; Ammar y col, 2015), analgésicas (Park y col.,, 2001), anti-inflamatorias
(Park y col., 2001), antivirales (Ahmad y col., 1996), hepatoprotectoras (Kaur y
col,, 2012), antiulcerogénicas (Lee y col.,, 2002), antiaterogénicas (Budinsky y col.,
2001) y antitumorales (Hahm y col.,, 2015; Hahm y col., 2016), entre otras.

Los datos mencionados sugieren que las Opuntia podrian constituir un
recurso natural valioso para el tratamiento de distintas patologias, en general, y
de la diabetes, en particular. Sin embargo, los pocos estudios toxicologicos
realizados en distintas especies de Opuntia no son completos y en Opunta
megapotamica no se llevado a cabo ninguno. Por lo tanto, hasta el presente, no
se cuenta todavia con la informacidon necesaria para evaluar realmente su

inocuidad, determinar sus efectos y establecer asi su potencial terapéutico.
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OBJETITVOS

El objetivo general de este trabajo de Tesis es evaluar la toxicidad y los
efectos de las harinas de Opuntia megapotamica sobre la glucemia y los lipidos
de ratas normales y diabéticas a través de la realizaciéon de estudios pre-clinicos
que puedan servir como base para estudios clinicos que sustenten el empleo de
este vegetal como recurso terapéutico.

Como obyjetivos especificos se propone analizar:

@ La toxicidad aguda y sub-aguda de las harinas de la planta cuando se las
administra oralmente a ratas normales machos y hembras

@ La caracterizacion lipidica de las distintas harinas

@ Los efectos del suministro oral de las harinas sobre la glucemia en ratas
normales con hiperglucemia transitoria

@ Los efectos del suministro oral de las harinas en ratas con diabetes
inducida con estreptozotocina sobre:

» Condicion general y parametros hematoldgicos

> Glucemia, insulina plasmatica e histologia del pancreas

> Lipidos y lipoproteinas plasmaticos y enzimas claves del metabolismo

lipidico como la HMG-CoA reductasa y la acido graso sintasa

> Parametros vinculados con el funcionamiento del higado y del rifidn e

histologia de ambos 6rganos

>» Contenido y composicion de los lipidos hepaticos y renales.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material vegetal

Se trabajé con una poblacion de cactus del género Opuntia (Mill.) que
crece espontaneamente en el salitral de Villa Arias (partido de Coronel Rosales,
provincia de Buenos Aires). Este material, que en un primer momento se
denomind Opuntia aff. salagria (Speg.), ha sido objeto de recientes estudios
sistematicos y pertenece a una variedad aun no descripta del complejo Opuntia
megapotamica (Villamil, com. pers.). Un espécimen de referencia (Villamil 8829)
esta depositado en el Herbario del Departamento de Biologia, Bioquimica y

Farmacia de la Universidad Nacional del Sur (BBB).

Opuntia megapotamica en los alrededores de Bahia Blanca.

En la recoleccién del material, en el procesamiento post-cosecha y en el
almacenamiento se tuvieron en cuenta las pautas generales aplicables a las

plantas suculentas (Mizrahi y col., 1997) y a las materias primas vegetales en la
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industria de productos fitoterapéuticos (Sharapin y col., 2000).

Los tallos (cladodios) y los frutos se recolectaron en Villa Arias, en dos dias
de principios de invierno de 7.30 a 9.30 hs. Las condiciones climaticas promedio
fueron 3,6 °C de temperatura, 58 % de humedad, viento noroeste a 9 Km/h,
1010,9 Hpa de presion y cielo despejado. Se tomaron al azar 14 plantas adultas
y se seleccionaron los cladodios terminales (jovenes) de alrededor de 15 cm de
largo y 10 cm de ancho y los frutos turgentes (maduros) de 7 cm de largo y 4
cm de ancho que aun se encontraban en las plantas.

En la primera etapa del procesamiento post-cosecha se descartaron las
partes deterioradas, manchadas y/o con sefales de ataque por hongos o
insectos. Luego se extrajeron manualmente las espinas y el material vegetal se
lavé con agua fria y se seco con papel absorbente. Los cladodios se cortaron en
rebanadas, previa eliminacion de las aréolas con bisturi. Los frutos se pelaron, se
seccionaron por la mitad y la pulpa se separd de las semillas. Tanto los
cladodios como la pulpa de los frutos se colocaron en bandejas enlozadas y se
secaron en estufa con circulacion de aire a 40 °C durante una semana. Las
semillas se lavaron con agua destilada y se secaron a temperatura ambiente. El
proceso de secado, al reducir la humedad del material, determind una pérdida
de peso de alrededor del 85 %. Se eligié trabajar con el material vegetal
deshidratado porque el proceso de secado interrumpe la degradacién causada
por enzimas e impide el desarrollo de microorganismos y reacciones de

oxidacion y de hidrolisis. Una vez seco, el material se molié y las harinas
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resultantes se almacenaron, al vacio y protegidas de la luz, a 4 °C hasta el

momento de su utilizacion.

2.  Administracion de la planta

En todos los experimentos, la administracion de las harinas de la planta
se llevd a cabo por via oral teniendo en cuenta que es el modo en el que la
planta es ingerida habitualmente por las poblaciones que la consumen.

En los estudios de toxicidad y en los ensayos de diabetes, la planta se
administrd como suplemento de la dieta estandar. Se armaron pellets con el
alimento estandar y las harinas de cladodios, de semillas o de pulpa (pellet
completo). Para ello, el alimento estandar se molio y se le agrego la cantidad
deseada de harina, se mezcld, se embebid en agua destilada y se colocé en una
jeringa de 5 ml con la punta cortada. Se presiono con el émbolo para comprimir
la mezcla, se expulso el pellet y se dejo secar a temperatura ambiente. Primero
se suministro a los animales el pellet completo, se los observd hasta que
finalizaran su consumo y luego se les proveyo la dieta estandar.

En las pruebas de tolerancia a la glucosa, las harinas de la planta se
disolvieron en agua destilada y se administraron por via oral con una jeringa
con boquilla. Es importante mencionar que las suspensiones acuosas de
cladodios y de pulpa de frutos son similares a los licuados de consumo
tradicional. Si bien en otras especies de Opuntia la consistencia de las semillas

es blanda, en el caso de Opuntia megapotamica su dureza requiere una
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pulverizacién previa a la ingesta.

3.  Animales de experimentacion

Se emplearon ratas machos y hembras de la cepa Wistar de entre 2 y 3
meses de edad [200 - 250 g de peso corporal (PC)] procedentes del Bioterio del
Instituto Superior de Investigaciones Bioldgicas (INSIBIO, Universidad Nacional
de Tucuman - CONICET) y del Bioterio del Instituto de Investigaciones
Bioquimicas de Bahia Blanca (INIBIBB, Universidad Nacional del Sur - CONICET).

Todos los animales se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio
[temperatura (23 + 1 °C), humedad (aproximadamente 70 %) y ciclo luz-
oscuridad (12 hs)] hasta que se realizaron los experimentos. Se les administré
aguay alimento estandar ad /ibitum.

La dieta estandar consistié en alimento balanceado para ratas y ratones de
laboratorio de investigacion bioldgica procedente de una fuente comercial
(Alimentos Pilar SA — SENASA N° 02-014/A) con la siguiente composicion
centesimal: 25 % proteina bruta, 4 % extracto etéreo, 10 % fibra cruda, 12 %
humedad, 9 % minerales totales, 0,8-1,4 % calcio, 0,6-1,2 % fbsforo.
Ingredientes: maiz, gluten, afrechillo de trigo, harina de soja, harinas de
pescado, carne y pollo, soja integral, trigo, cebada, avena, alfalfa deshidratada,
harina de girasol, aceites y grasas animales, metionina, antioxidantes, sal,
vitaminas (A, B1l, B2, B6, B12, D3, E, acido pantoténico, acido félico, niacina,

cloruro de colina, biotina) y minerales (6xido cuprico, 6xido de magnesio, iodato
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de potasio, cloruro de potasio).

Una semana antes de comenzar cada experimento, los animales se
dividieron en los grupos de trabajo y se realizaron practicas de manipulacion
para favorecer su adaptacion y disminuir el estrés.

Al finalizar los diferentes periodos experimentales, se practico la eutanasia
a los animales en forma humanitaria por inyeccidon intraperitoneal de
acepromazina (5 mg/kg PC) y ketamina (50 mg/kg PC) o por gaseado con COy,
seguidos por una puncion cardiaca. En todos los casos se realizd una necropsia
detallada y se extrajeron los 6rganos de interés que se pesaron, se midieron y se
procesaron para los estudios histopatologicos.

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con la "Guia para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio” [Institute for Laboratory
Animal Research (ILAR), National Academy of Sciences, Bethesda, MD, 1996] y
con lo establecido en "Utilizacion de animales para la investigacion y docencia:

una reflexion ética necesaria” (Feijo, 2005).

4. Diseno experimental

4.1. Ensayos de toxicidad

La toxicidad aguda y la toxicidad sub-aguda de las harinas de cladodios,
de semillas y de pulpa se evaluaron siguiendo las guias de la OECD
(Organisation for Economic Cooperation and Development) avaladas

internacionalmente. El uso frecuente de Opuntia spp. en la medicina folklorica
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permite suponer que la planta no tiene efectos toxicos serios. Por este motivo
se realizd el Test Limite en el cual se administré a los animales sanos una sola
dosis maxima de las distintas harinas por separado. Este disefio permitid
emplear el menor nimero posible de animales.

Las ratas se distribuyeron en grupos de acuerdo con un disefio en bloques
aleatorizados lo que significa que en cada jaula se colocd un animal de cada
tratamiento (uno control, uno tratado con cladodios, otro con semillas y otro
con pulpa) marcados en la base de la cola con fibra indeleble de distintos
colores. Durante el periodo de tratamiento se realizaron observaciones diarias
del estado clinico de los animales y de su patron de comportamiento. Se dedico
especial atencion a la posible aparicion de tremores, convulsiones, salivacion,
diarrea y letargia. El peso corporal de los animales se registr6 semanalmente
antes de la administracién del alimento suplementado con las harinas a testear.
Al finalizar el periodo experimental, se realizd la eutanasia de la manera ya
descripta, se colectd la sangre para la medicion de los parametros
hematoldgicos y de bioquimica clinica y se extrajeron los organos (higado,
rifidn, pancreas, bazo, estdbmago, duodeno, ileon y colon) para los estudios

histopatologicos.

4.1.1. Toxicidad aguda
El estudio se llevd a cabo de acuerdo con la Guia de la OECD N° 423

(Guideline for the Testing of Chemicals. Acute Oral Toxicity Class Method. 2001)
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cuyo método resultd el mas apropiado para los propdsitos de esta investigacion
y se seleccion6 siguiendo el Documento de Orientacion sobre las Pruebas de
Toxicidad Oral Aguda de la OECD (Guidance Document on Acute Oral Toxicity.
Environmental Health and Safety Monograph Series on Testing and Assessment
N° 24. 2000). Siguiendo las indicaciones de esta Guia se usaron solo ratas
hembras pues en general tienen mas sensibilidad a las drogas que los machos y
esto permitié trabajar con una cantidad minima de animales.

Se emplearon hembras Wistar normales de 13 semanas de edad (232 + 21
g) a las que se les administré oralmente, como suplemento de la dieta estandar,
una Unica dosis de 2.000 mg/kg PC de las harinas de cladodios, de pulpa o de
semillas. Al grupo control se le administré Unicamente el alimento estandar. En
total se trabajo con 4 grupos (uno control y tres tratados con las distintas
harinas por separado) de 6 animales cada uno (N=24). Los animales se
observaron durante 14 dias, con especial atencion en las primeras 24 horas.
Durante todo el periodo se les administré agua ad /ibitum y alimento estandar
en una cantidad fijada sobre la base del consumo habitual de las ratas en el

bioterio.

4.1.2. Toxicidad sub-aguda
En este caso se siguio la guia N° 407 de la OECD (Guideline for the Testing
of Chemicals. Repeated Dose 28-Day Oral Toxicity Study in Rodents. 2008). Se

utilizaron ratas Wistar normales machos (211 + 26 g) y hembras (175 + 15 g) de
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8 semanas de edad a las que les administré oralmente, como suplemento de la
dieta estandar, 1.000 mg/kg PC de harina de cladodios, de pulpa o de semillas,
en forma diaria y por un periodo de 28 dias. En total se trabajo con 4 grupos de
ratas machos y 4 grupos de ratas hembras (en cada caso, uno control y tres
tratados con las distintas harinas por separado) de 5 animales cada grupo (N =
40). Cada dia a las 9.00 hs se ubicé cada animal en una jaula individual, se le
suministro el pellet de alimento estdndar mas la harina correspondiente y se lo
colocé nuevamente en la jaula grupal. A los animales controles se los manipuld
de la misma manera pero solo se les administro el pellet de dieta estandar. Del
mismo modo que en el estudio de toxicidad aguda, durante el periodo
experimental se administré a los animales agua ad /ibitum y alimento estandar
en una cantidad pre-establecida, se realizaron observaciones clinicas diarias y se

determind periédicamente el peso corporal.

4.2. Ensayos en ratas con hiperglucemia transitoria

A ratas normales, en condiciones de ayuno, se les administré oralmente
diferentes dosis de suspensiones acuosas de las harinas de cladodios, de pulpa
o de semillas y 30 minutos después se les suministrd, también por via oral, una
sobrecarga de glucosa en solucion al 50 % (2 g/kg PC) (Pruebas orales de
tolerancia a la glucosa). La glucemia se determind cada 15 minutos durante un
periodo de 2 horas.

Los animales machos se dividieron al azar en grupos de 4 animales cada
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uno segun los distintos tratamientos (N=44): Grupo 1: agua destilada (8 ml/kg
PC; Control); Grupo 2: glimepirida (droga hipoglucemiante, 5 mg/kg PC; Control
Estandar); Grupos 3, 4 y 5: suspensién acuosa de harina de cladodios (100; 200
y 400 mg/kg PC, respectivamente); Grupos 6, 7 y 8: suspensién acuosa de
harina de pulpa (37; 73 y 146 mg/kg PC, respectivamente); Grupos 9, 10 y 11:
suspensién acuosa de harina de semillas (80; 160 y 320 mg/kg PC,
respectivamente). También se realizaron pruebas preliminares en ratas hembras
siguiendo el mismo procedimiento pero Unicamente con la dosis que resultd
mas efectiva para los machos.

En cada grupo, la dosis intermedia de harina se establecidé suponiendo
que un ser humano adulto de 70 kg de peso corporal promedio ingeriria, por
dia, 1 cladodio y 1/2, 2 frutos 6 500 semillas. A partir de estos valores se dividio
y se multiplico por dos para establecer las dosis minima y maxima,

respectivamente.

4.3. Ensayos en ratas diabéticas

4.3.1. Induccion de la diabetes experimental

Para inducir la diabetes se inyect6 a las ratas, por via intraperitoneal, una
Unica dosis de 45 mg/kg PC de STZ (Sigma, St Louis, USA) disuelta en 0,2 ml de
buffer citrato de sodio 10 mM, pH 4,5 (Sanchez y col., 2000). A las ratas
controles se les suministré solamente el buffer. Esta Unica dosis de STZ

determina un estado de hiperglucemia y de deficiencia de insulina y, como se
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trata de una dosis baja, no son esperables cambios patologicos en los tejidos
extrapancreaticos (Zafar y col., 2009; Qinna y Badwan, 2015).

El estado diabético se confirmo a las 48 hs de administrada la droga, a
través de la medicién de la glucemia en ayunas (Accuchek, Roche Molecular
Biochemicals, Switzerland) y de la glucosuria (Glukotest-Boeringher Mannhein,
Alemania). Valores de glucosa sanguinea de 350 mg/dl o superiores se
consideraron representativos de un estado hiperglucémico y los animales en los
que se hallaron estos niveles constituyeron el grupo diabético y se mantuvieron

bajo estricto control durante el periodo experimental.

4.3.2. Tratamiento de los animales diabéticos con las distintas harinas
de la planta

Quince dias después de la inyeccién de la STZ o del buffer citrato, cada
animal fue examinado para comprobar su condicion general. Se utilizaron
aquellos que mostraron un estado fisico aceptable y un aumento significativo,
con respecto a las ratas controles normales, en los niveles de glucosa, colesterol
total y triacilglicéridos plasmaticos.

Los animales (N=30) se organizaron en 5 grupos de 6 animales cada uno
de acuerdo con un disefio completamente aleatorizado (control normal, control
diabético y ratas diabéticas tratadas con harina de cladodios, de pulpa y de
semillas, por separado). Para determinar el efecto de la planta, se administraron

a los distintos grupos, diariamente en forma oral durante 30 dias: 200 mg/kg
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PC de harina de cladodios, 73 mg/kg PC de harina de pulpa y 160 mg/kg PC de
harina de semillas. Los controles normal y diabético recibieron solamente la
dieta estandar. Las dosis de harinas empleadas se seleccionaron siguiendo el
criterio explicitado en los ensayos de tolerancia a la glucosa.

La condicién clinica general se observé periddicamente y se controlo el
peso corporal de los animales. Una vez por semana, cada animal fue sacado de
su jaula para una evaluacion que incluyé observaciones de la condicion general,
comportamiento y caracteristicas de pelo, piel y mucosas. Se analizé el aspecto
del abdomen y de la genitalia externa, la presencia de secreciones, la actividad
autonomica (piloereccion, lacrimacion, tamafo pupilar, perfil respiratorio) y del
sistema nervioso central (postura, movimientos exploratorios, presencia de
movimientos clonicos o tonicos). También en este caso, durante el periodo
experimental, se administré a los animales una cantidad conocida de alimento
estandar establecida sobre la base del requerimiento habitual diario de las ratas
en el bioterio.

La glucemia se determin6 en el tiempo inicial, en la mitad del periodo
experimental y una vez finalizado el mismo. Se recolectaron muestras de orina
tres dias antes de concluir el periodo de tratamiento. Se practico la eutanasia,
se obtuvo la sangre para la medicion de los parametros hematoldgicos y de
bioquimica clinica e inmediatamente se realizé una necropsia detallada y se
pesaron los organos de interés (higado, rindn y pancreas) que se preservaron

para los analisis histopatoldgicos, enzimaticos y lipidicos.
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5.  Obtencion de sangre y orina y medicion de parametros hematologicos

y de bioquimica clinica

Al finalizar los estudios de toxicidad y los ensayos en ratas diabéticas, las
muestras de sangre se colectaron por puncion cardiaca con jeringas de 5 ml y
agujas 21 G. En las pruebas de tolerancia a la glucosa y durante los tratamientos
de las ratas diabéticas con las harinas de la planta, la sangre se extrajo mediante
una pequefa incisién en la punta de la cola del animal, previa dilatacion con
alcohol y agua templada.

Para la obtencion del plasma, la sangre se colecté en capilares
heparinizados, se centrifugd en tubos conicos durante 30 min a baja velocidad y
se conservo el sobrenadante plasmatico.

La glucemia se determin6 inmediatamente después de la obtencién de la
sangre con el sistema ACCU-CHEK® (Roche Diagnostics GnbHD-68298
Mannhein, Germany) que se fundamenta en una medicion fotométrica
mediante tincion con oxidorreductasas.

En el caso de la evaluacion de los parametros hematolégicos, la sangre se
colectd en tubos conicos que contenian acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
mientras que las muestras destinadas a la determinacion del tiempo de
coagulacion se recogieron en tubos con citrato sédico.

Los distintos parametros hematologicos y de bioquimica clinica en sangre,
plasma y orina se determinaron en los “Laboratorios de Analisis Clinicos

Integrados” (LACI, Bahia Blanca) y en el “Laboratorio Tucuman” (LT, San Miguel
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de Tucuman). La insulina plasmatica se midid a través de un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (Rat/mouse Insulin ELISA kit, Linco
Research, Inc.). La cuantificacion de los TAG y del colesterol total (CT) se realizo
mediante test enzimaticos /n vitro con un autoanalizador Hitachi 902 (Roche). El
colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) se determino,
luego de la precipitacion de las VLDL y de baja densidad (LDL), con polianiones
(sulfato de dextrano y cloruro de magnesio) y el colesterol asociado a las LDL
(LDL-c) por un método enzimatico homogéneo en dos pasos. En ambos casos,
se utilizo el mencionado autoanalizador. Las lipoproteinas VLDL se calcularon
mediante la formula TAG/5 y el riesgo aterogénico a través de la relacion entre
el colesterol total y el asociado a las HDL (CT/HDL-c). Los acidos grasos libres
del plasma se extrajeron segun la técnica de Bligh y Dyer (1959) y se
cuantificaron por cromatografia en fase gaseosa como se detalla en la secciéon
9.

Para evaluar la funcion hepatica se midieron los niveles de las siguientes
enzimas marcadoras: aspartato aminotransferasa (método de Reitman vy
Frenkel), alanina aminotransferasa (método de Reitman y Frenkel), fosfatasa
alcalina (método cinético) y gamma-glutamil transpeptidasa (método cinético).
Con respecto a la funcidn renal se dosaron los niveles de creatinina y de urea
plasmaticas con un método cinético y con el método de Chaney y Marbach,
respectivamente.

Para la obtencion de las muestras de orina, cuatro dias antes de finalizar el
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periodo experimental los animales se colocaron individualmente en jaulas
metabdlicas durante 48 hs. Las primeras 24 hs constituyeron un periodo de
aclimatacion luego del cual se recolectaron las muestras de orina de 24 hs que
se mantuvieron a 4 °C. La creatinina y la glucosa se determinaron por el método
de Jaffé utilizando un analizador de quimica diferenciada Alcyon 300 (Abbott).
La concentracién de albumina se dos6 con tiras reactivas de Micral-Test II
(Boheringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany) y el ionograma se realizo
por el método de i6n selectivo ISE. El aclaramiento de creatinina (Ccr), una

medida de la tasa de filtracion glomerular, se calculé con la formula:

creatinina en orina (mg/l) x volumen de orina (ml en 24hs) x 1000 g
Cer (ml/min) =

creatinina en plasma (mg/l) x peso corporal (g) x 1440 min

6. Estudios histopatologicos

Las muestras de los distintos érganos extraidos se fijaron durante toda la
noche por inmersién en formaldehido al 10 % en un buffer fosfato salino. Luego
del proceso de lavado y deshidratacion, los tejidos se embebieron en parafina 'y
se cortaron en secciones de 5 pm en un micrétomo Leica RM 2145. Los cortes
seriados se tifieron con hematoxilina y eosina y se analizaron en un microscopio
Olympus BX 51 equipado con una camara digital Olympus C-7070 y acoplado a
una placa capturadora de video GForce 6400. El area glomerular se calculo

mediante el empleo del software NIS-Elements Basic Research 2.1 (NIKON).
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7. Determinacion de la actividad de enzimas del metabolismo lipidico

7.1. Obtencion de fracciones subcelulares de higado de rata

Las fracciones microsomal y citosdlica se obtuvieron siguiendo la técnica
descripta por Kleinsek y col. (1981). Los higados se homogeneizaron 30
segundos (10 golpes) en un tubo Potter-Elvehjem con émbolo de vidrio
empleando buffer fosfato potasio 50 mM, pH 7 que contiene 0,2 M sacarosa y 2
mM ditiotreitol (DTT) (2 ml de buffer/g de tejido). Se centrifugd a 15.000 x g
durante 10 min y el sobrenadante post-mitocondrial obtenido se centrifugo a
100.000 x g durante 75 min. Se obtuvieron asi el pellet microsomal y el
sobrenadante post-microsomal. Los microsomas se lavaron por resuspension en
el buffer de homogeneizacion complementado con 50 mM EDTA (1 ml/g tejido)
y centrifugacién a 100.000 x g durante 60 min. El pellet microsomal y la fraccion
citosdlica se guardaron a -20 °C hasta su utilizacion. Todos los pasos

experimentales descriptos se realizaron a 4 °C.

7.2. Actividad de la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A

reductasa

Como ya se menciond, esta enzima que interviene en la biosintesis del
colesterol, cataliza la reduccion de HMG-CoA a mevalonato y su actividad se
determin6 en la preparacion microsomal de higado siguiendo el método de
Kleinsek y col. (1981). La mezcla de reaccion contenia 50 pmoles de buffer

fosfato potasio (pH 7), 2 umoles de DTT, 0,3 pmoles NADPH (Sigma), 0,15
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pumoles DL- HMG-CoA (Sigma) y la fuente enzimatica (400 ug de proteinas) en
un volumen total de 0,5 ml. Esta mezcla, sin el sustrato, se preincub6 durante 5
min a 37 °C. El ensayo para la actividad enzimatica comenzé con el agregado de
HMG-CoA y la disminucion de la absorbancia producida por la oxidacion del
NADPH se midié a 340 nm a distintos intervalos durante un periodo total de 5
min.

La unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima
que oxida 1 nmol de NADPH por min a 37 °C en las condiciones experimentales
detalladas. La actividad especifica se expresa en unidades de actividad por mg

de proteina (U/mg proteina).

7.3. Actividad de la enzima acido graso sintasa

La acido graso sintasa constituye un complejo multienzimatico que
cataliza la sintesis de acidos grasos. Su actividad se midid en la fraccién
citosdlica, obtenida como se detallé6 en el punto 7.1, segun el método
espectrofotométrico de Nepokroeff y col. (1975). La mezcla de reaccidén
(volumen total 1 ml, pH final 7) consistio en 500 pmoles de buffer fosfato
potasio, 33 nmoles de acetil-CoA (Sigma), 100 nmoles de malonil-CoA (Sigma),
100 nmoles NADPH (Sigma), 1 umol EDTA, 1 umol B-mercaptoetanol y la fuente
enzimatica (100 ug de proteinas). Para maximizar la actividad enzimatica, la
fuente de enzima se preincub6 en buffer fosfato potasio 500 mM, pH 7 y DTT 5

mM, a 37 °C durante 15 min. La mezcla de sustratos, sin la enzima, se preincubd
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a 30 °C durante 5 min. La reaccién se inicid6 por la adicién de la fuente
enzimatica a la mezcla de sustratos. La disminucion de la absorbancia producida
por la oxidacion del NADPH se registré a 340 nm durante un periodo total de 5
min.

Una unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima
necesaria para sintetizar 1 nmol de acido palmitico (equivalente a la oxidacion
de 14 nmoles de NADPH) bajo las condiciones mencionadas. La actividad
especifica se expresa en unidades de actividad por mg de proteina (U/mg

proteina).

8.  Cuantificacion de las proteinas

Se llevo a cabo por el método colorimétrico de Lowry y col. (1951), previa
eliminacion de los restos de los solventes organicos en el caso de los estudios
lipidicos. Las proteinas se solubilizaron en NaOH 0,1 N que brinda el medio
alcalino necesario para que ocurra la reaccion de color. La técnica combina la
reaccion del método de determinacion de proteinas de Biuret con la reduccién
del reactivo de Folin-Ciocalteu (acidos fosfomolibdico y fosfotungstico, de color
amarillo) por la oxidacién de tirosina, triptofano, cisteina y cistina de las cadenas
polipeptidicas. Los quelatos de cobre en la estructura del péptido facilitan la
transferencia de electrones de los grupos funcionales amino al croméforo acido.
El proceso de oxido-reduccidn se visualiza por la aparicion de un color azul

caracteristico.
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A los 30 min de iniciada la reaccion, se leyé la absorbancia en un
espectrofotometro a 750 nm. En paralelo se realizé6 una curva de calibrado
utilizando albumina sérica bovina (BSA) (1 mg/ml en NaOH 0,1 N; Sigma) como

estandar.

9.  Analisis lipidico

9.1. Extraccion de los lipidos

Para analizar los lipidos de higado y de rifidn y también de las harinas de
la planta se siguio el método de Folch y col. (1957) que posibilita una buena
extraccion de estos compuestos y al mismo tiempo detiene todos los procesos
enzimaticos por desnaturalizacion de las proteinas. Las muestras se
homogenizaron con cloroformo - metanol (C:M) (2:1, v/v) (20 ml/g de tejido). El
extracto se centrifugd 10 minutos a baja velocidad y el precipitado se lavd dos
veces con igual proporciéon de solventes con el fin de obtener una mejor
extraccion. Luego se particiond con una solucion de KCI 0,88 %. La fase inferior
se lavd tres veces con fase superior tedrica (C:M:KCl 0,74 %; 3:48:47, v/v/v). La
fase cloroférmica, que contiene los lipidos, se evapor6 a sequedad bajo
nitrogeno a una temperatura no mayor de 50 °C y se resuspendid en un
volumen adecuado de C:M (2:1,v/v). Las muestras se mantuvieron a 4 °C en
atmosfera de N3 hasta su utilizacion.

Con respecto a los acidos grasos libres del plasma, la extraccion se realizd

segun la técnica de Bligh y Dyer (1959) que se emplea en el caso de muestras
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acuosas. Se utilizé C:M (1:2, v/v) en un volumen adecuado para llegar a la
proporcion H,O:C:M (1,8:2:2, v/v/v). Los tubos se agitaron y se centrifugaron a
baja velocidad durante 5 min. Se obtuvieron dos fases, una superior acuosa y
una inferior organica, quedando las proteinas desnaturalizadas en la interfase.
La fase superior y las proteinas se descartaron y la fase organica se lavé con un
volumen igual al descartado de fase superior tedrica compuesta por C:M: KClI
0,1 M (3:47:48, v/v/v). Finalmente, la fase organica se llevé a sequedad bajo

atmosfera de N, y se resuspendié en un volumen adecuado de C:M (2:1, v/v).

Las muestras se mantuvieron a 4 °C en atmosfera de N> hasta su utilizacion.

9.2. Aislamiento cromatogréfico de los lipidos

Los lipidos polares se aislaron por cromatografia en capa fina (TLC)
bidimensional utilizando placas preparadas con silica gel H (Kieselgel 60 H,
Merck) y acetato de magnesio al 3 % (p/v) previamente activadas a 100 °C
durante una hora. Se empleo el sistema de solventes de Rouser y col. (1970) que
en la primera dimensidn consiste en cloroformo - metanol - amoniaco (65:25:5,
v/v/v) y en la segunda dimensioén utiliza cloroformo - acetona - metanol - acido
acético - agua (30:40:10:10:4, v/v/v/v/v). Entre ambas corridas cromatograficas
las placas se secaron con una corriente de aire frio.

Los lipidos neutros se separaron por TLC monodimensional en placas de
silica gel G (Kieselgel 60 G, Merck) activadas a 100 °C durante 50 minutos. Se

utilizé6 como sistema de solventes hexano - éter etilico - acido acético (80:20:1,
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v/v/v) que retiene los fosfolipidos en la linea de siembra. Se rasp6 la zona
correspondiente a cada lipido neutro. Los diacilglicéridos y el colesterol no se
resolvieron bien con este sistema de solventes y por este motivo la zona de la
placa se raspo, se eluyd con la mezcla de solventes de Arvidson (1968) y el
extracto lipidico resultante se corrié nuevamente por TLC monodimensional
utilizando diclorometano - éter (95:5, v/v) que permitié una buena separacion
de ambas fracciones lipidicas.

La ubicacién de los lipidos en las placas se visualizO por exposicion a
vapores de iodo salvo en los casos de un posterior analisis por cromatografia en
fase gaseosa en los que el revelado se realizé con 2'-7'diclorofluoresceina al 0,2
% en metanol destilado y las manchas se observaron bajo luz ultravioleta. En
ambas situaciones, las manchas lipidicas se identificaron por comparacién con

estandares.

9.3. Metanodlisis de los lipidos

La metandlisis es un proceso que permite hidrolizar y subsecuentemente
derivatizar los acidos grasos a metil ésteres que son volatiles a la temperatura
de las columnas cromatograficas en las cuales se los separa. Para llevarla a cabo
se siguio la técnica descripta por Morrison y Smith (1964). Los lipidos neutros se
separaron cromatograficamente y las manchas correspondientes, reveladas con
diclorofluoresceina, se rasparon a tubos especiales con tapa a rosca recubierta

de Teflon®. A cada tubo se le agregé 1 ml de BFs (Sigma) y 100 pul de
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cloroformo, se gased con Ny, se cerré herméticamente y se colocd en una estufa
a 45 °C durante 24 h. Se agregaron dos volumenes de hexano y un volumen de
agua, se agitd con vortex y se centrifugé 10 min a 900 x g. Este procedimiento
se repitio dos veces y los metil ésteres se recuperaron en la fase superior. Luego
se purificaron cromatograficamente usando como sistema de desarrollo hexano
- éter etilico (95:5, v/v) en placas de silica gel G (Kieselgel 60 G, Merck) pre-
lavadas con metanol - éter etilico (75:25, v/v), secadas con aire tibio y activadas
15 min en estufa a 100 °C. Los metil ésteres se localizaron bajo luz ultravioleta
luego del rociado con diclorofluoresceina y se eluyeron de la silica con una

mezcla de agua — metanol - hexano (1:1:1, v/v/v).

9.4. Anadlisis de los metil ésteres de dcidos grasos por cromatografia

en fase gaseosa

Para la separacion e identificacion de los metil ésteres de acidos grasos se
empled un cromatdgrafo de reparto gas-liquido con temperatura programada
(Varian 3700) equipado con 2 columnas de vidrio (2 m de longitud x 2 mm de
diametro) empaquetadas con una fase estacionaria polar, 10 % SP2330 sobre
Chromosorb WAW 100/120 (Supelco, Bellefonte, PA), y conectadas a dos
detectores de ionizacion de llama de hidrégeno operados en el modo dual-
diferencial desde el electrémetro. El N, usado como gas transportador (fase
moévil, 30 ml/min) y el aire fueron provistos por cilindros comerciales. Las

temperaturas del inyector y del detector fueron 220 °C y 230 °C,
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respectivamente. Las separaciones se realizaron con un programa de
temperatura lineal (5 °C/min) partiendo de una temperatura inicial de 150 °C
hasta llegar a una temperatura final de 230 °C que se mantuvo constante
durante el tiempo necesario para lograr la elucion completa de las muestras.

Los metil ésteres se identificaron por sus tiempos de retencién de acuerdo
con el nimero de atomos de carbono y de dobles ligaduras y por comparacién
con corridas cromatograficas de mezclas de estandares. Se utilizd como
estandar interno el acido eneicosanoico (21:0) que no esta presente en las
muestras a analizar y que se agrego en una etapa previa a la metandlisis con el
fin de someterlo al mismo protocolo experimental. El contenido de los distintos
metil ésteres se calculd por comparacion de las areas de sus picos con la
correspondiente al estandar interno. La cuantificacion se realizo por integracion
electronica (Varian Star Chromatography Workstation, version 4,51).

Durante todos los procedimientos detallados, los lipidos se mantuvieron
en una atmosfera de N, y se emplearon solventes organicos de calidad HPLC

(high pressure liquid chromatography) (JT Baker, Phillipsburg, NJ o UVE).

9.5. Determinacion de colesterol total

La determinacion del colesterol total (libre mas esterificado) en los
extractos lipidicos de higado y de rifidn se llevd a cabo utilizando el kit Colestat
enzimatico (Wiener). Las alicuotas del extracto lipidico se llevaron a sequedad

bajo N, se resuspendieron en un volumen adecuado de alcohol isopropilico
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(0,1-1,0 ml/mg de proteinas) y se agitaron vigorosamente con vortex (Heider y
Boyett, 1978). Se combinaron 2 ml del Reactivo de Trabajo [lipasa fungal 6000
U/l, colesterol oxidasa (CHOD) 60 U/l, peroxidasa (POD) 400 U/, 4-
aminofenazona (4-AF) 1,25 mmol/l, fenol 2,75 mmol/l, pH 7,4] con 20 pl del
extracto de alcohol isopropilico y se incubaron a temperatura ambiente (25 °C)
por 30 min. La absorbancia se midi6 en un espectrofotdmetro a 505 nm y se
compard con un estandar.
Este método se fundamenta en la siguiente secuencia de reacciones:

2 + lipasa + Aaci
ésteres de colesterol + H,O lIp colesterol + acidos grasos

colesterol + O, CHODI colesten-3-ona + H;0;
B, POD i
H,O, + 4-AF + fenol , quinona coloreada + HO.

9.6. Determinacion de fosforo fosfolipidico

Se realizé6 por el método de Rouser y col. (1970). Los fosfolipidos
individuales aislados cromatograficamente se rasparon de las placas y la materia
organica se digiri6 a 180 °C utilizando acido perclérico al 70 %. El método
colorimétrico se fundamenta en la cuantificacion del fosfato inorganico liberado
por la digestion acida y consiste en emplear acido ascorbico como reductor y
medir la absorbancia dada por los 6xidos de molibdeno (azules) formados a
partir del fosfomolibdato de amonio. Las muestras con los reactivos se
calentaron durante 5 min en un bafio de agua a 100 °C y se leyeron contra el

blanco de reaccién en un espectrofotometro a 800 nm. En el caso de la
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determinacién de fésforo total se tomaron alicuotas de los extractos lipidicos vy,
una vez evaporados los solventes, se sigui¢ el mismo procedimiento a partir de
la digestion con el acido perclérico.

El fésforo inorganico se calculé por comparacion con una curva estandar
realizada con una solucién de KH,PO4 de 80 pug/ml 6 de 8 ug/ml en el caso de
utilizar el micrométodo. Este Ultimo se adapt6 del original (Rouser y col., 1970)
introduciendo solamente modificaciones en las concentraciones de los reactivos

y se empled solo para la cuantificacion de acido fosfatidico.

10. Analisis estadistico

Se utilizd el software InfoStat (Versiéon 2008). El Analisis de la Varianza
(ANOVA) se empled para determinar diferencias entre los valores medios de
varias poblaciones estadisticas. En los estudios de toxicidad aguda y sub-aguda
se llevdo a cabo un ANOVA en bloques mientras que en los ensayos de
tolerancia a la glucosa y de diabetes se realizd un ANOVA completamente
aleatorizado. Los valores medios se compararon mediante la prueba post hoc
de comparaciones multiples de Bonferroni. También se empled la prueba post
hoc de la Diferencia Minima Significativa (DMS) de Fisher. En ambos casos, las
letras (a-b-c) indican diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos. Para
comparar dos valores medios se utilizo la prueba t de Studenty los asteriscos
indican diferencias significativas (* p < 0,05) o muy significativas (** p < 0,01)

entre los grupos. Los valores representados corresponden a la media + desvio
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estandar (SD). El nimero total de muestras se indica en la leyenda de cada

figura o tabla.
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Ensayos preliminares realizados en nuestro laboratorio indicaron que el
consumo de las harinas de cladodios, de pulpa de frutos y de semillas de
Opuntia megapotamica no altera el estado general de los animales lo que
sugiere una buena tolerancia a la planta.

Sin embargo, para evaluar realmente la inocuidad de las distintas partes de
la planta se considerd necesario llevar a cabo estudios toxicoldgicos completos
cuyos resultados se describen en este capitulo. Es conveniente tener en cuenta
que las dosis que se administraron en estos estudios son muy superiores a las
que se emplean en otras especies de Opuntia con fines nutricionales y/o

terapéuticos.

1.1. Estudio de la toxicidad aguda

Se les administré a los animales una Unica dosis maxima (2000 mg/kg PC)
de las distintas harinas de Opuntia megapotamica por separado y se los
control6 durante 14 dias.

No se observaron signos de agonia ni mortalidad y el comportamiento
grupal e individual de los animales fue normal. Tampoco se observaron otros
efectos toxicos como pérdida de pelo, petequias en la piel y/o alteraciones
gastrointestinales. Las mucosas, el abdomen y la genitalia externa presentaron
un aspecto normal. No se registraron variaciones en el peso corporal de los

animales (Figura 4).
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Figura 4. Efectos de la exposicion aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre el peso corporal durante los
tratamientos (A) y al finalizar el periodo experimental (B). Los valores representan
la media + SD de seis muestras y se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni.
Las letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

En los parametros hematoldgicos y de bioquimica clinica, medidos al final
del periodo experimental, no se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre todos los grupos analizados (7abla 1 ). Asi, los valores de
glucemia, los indicadores de funcionalidad renal (creatinina y urea) y las enzimas
marcadoras hepaticas no mostraron variaciones.

En cuanto a los niveles de los lipidos y de las lipoproteinas del plasma, no
se encontraron variaciones estadisticamente significativas entre los animales
expuestos a la planta y los controles (Figura 5). Cuando se compararon los
distintos tratamientos entre si, las disminuciones en colesterol total (p < 0,05;

prueba post hoc de Bonferroni), LDL-c (p < 0,05; prueba post hoc de DMS
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Fisher) y riesgo aterogénico (p< 0,05; prueba post hoc de DMS Fisher) fueron

estadisticamente significativas en los animales tratados con la harina de semillas

en comparacion con aquellos a los que se les suministré la harina de pulpa.

Tabla 1. Efectos de la exposicion aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre los parametros hematoloégicos y de

bioquimica clinica

Parametros Control Cladodios Pulpa Semillas
HEMATOLOGIA

Eritrocitos (M/mm3) 6,49+0,24 a 641+053 a 6,24+0,27 a 663+037 a
Hemoglobina (g/dl) 1345+052 a 1333+096 a 13,15+064 a 13911066 a
Hematocrito (%) 4700+236 a 4633+314 a 4583+183 a 485+1,38 a
VCM (fl) 5483+1,47 a 5466+103 a 5483+0,75 a 5516+160 a
HCM (pg) 20,72+029 a 20,80+044 a 2106+031 a 21,00+0,37 a
CHCM (g/dl) 3780+084 a 3808+092 a 3841+057 a 3806+059 a
Plaquetas (K/mm3) 904,50 + 66,48 a 905,16 + 83,65 a 919,33 +66,58 a 966,50 + 23,09 a
Leucocitos (K/mm3) 11,60+£2,15 a 840+3,18 a 1022+4,04 a 948+284 a
BIOQUIMICA CLINICA

Glucosa (mg/dl) 105,20+5,38 a 100,80+8,44 a 103,60+4,58 a 107,80%10,70 a
Creatinina (mg/l) 563+057 a 601+044 a 595+059 a b596+106 a
Urea (g/l) 043+0,05 a 045+007 a 045+006 a 0452005 a
ALT (U/1) 46,66 +6,15 a 42,16+466 a 4650+731 a 4950+826 a
AST (U/1) 105,80 + 10,06 a 103,33 +24,47 a 126,80+44,48 a 126,80+42,15 a
ALP (U/1) 338,50+61,66 a 315,66+68,24 a 299,33+87,51 a 283,16+84,98 a
GGT (U/1) 160+055 a 160+055 a 133+052 a 150+055 a
Proteinas Totales (g/dl) 765037 a 760+050 a 761+033 a 750+049 a
Albdmina (g %) 282+016 a 283+015 a 283+0,18 a 2841012 a
TIEMPO DE COAGULACION

Tiempo de Protrombina (s) 8,82+0,18 a 9,15+058 a 855+086 a 846+051 a
KPTT (s) 20,72+3,88 a 19+2,09 a 2050+161 a 21,60+3,58

Los valores representan la media + SD de seis muestras y se compararon con la prueba
post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).
VCM: Volumen Corpuscular Medio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Media; CHCM:
Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina; ALP: fosfatasa alcalina; ALT: alanina
aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; GGT: gamma-glutamil transferasa;
KPTT: Tiempo de tromboplastina parcial.
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Figura 5. Efectos de la exposiciéon aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre los niveles de lipidos y de lipoproteinas
plasmaticos. Los valores representan la media + SD de seis muestras y se compararon
con la prueba post hoc de Bonferroni. En los casos de LDL-c y RA se encontraron
diferencias estadisticamente significativas Unicamente con la prueba post hoc de DMS
Fisher cuyas letras se muestran en la figura. Las letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05). TAG: triacilglicéridos; CT: colesterol total; RA: riesgo
aterogénico.
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Como se indic6 en Materiales y Métodos, al finalizar el periodo
experimental se realizd6 una necropsia detallada de todos los animales y se
extrajeron quirirgicamente higado, rindn, pancreas, bazo, estbmago, intestino
delgado (duodeno e ileon) e intestino grueso (colon) para los estudios
histopatologicos.

Desde el punto de vista macroscopico, no se encontraron lesiones,
hemorragias ni alteraciones en el color en ninguno de los érganos examinados
y no se observé la presencia de gases intestinales. Es decir que la exposicidon a
las distintas harinas de Opuntia megapotamica no se tradujo en alteraciones
organicas morfologicas.

La determinacién de los pesos absolutos y relativos y de los tamafos de
los distintos 6érganos se muestra en la 7abla 2. Como se puede observar, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los animales

control y los tratados con la planta.
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Tabla 2. Efectos de la exposicién aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre el peso y el tamaiio de los 6rganos

Control Cladodios Pulpa Semillas
PESO (g)
Higado 1042+164 a 982+135 a 1006+0,78 a 10,16+1,03 a
Rifibnes 2,16+0,37 a 200+£0,27 a 204+009 a 208+022 a
Bazo 049+0,07 a 045+003 a 048+005 a 039%£0,19 a
Pancreas 0,64 + 0,15 a 0,63+£0,06 a 0,62+0,10 a 0,70£0,20 a
PESO RELATIVO (g/100 g PC)
Higado 419+050 a 417+035 a 417+039 a 420+049 a
Rifidnes 087+0,11 a 085+007 a 085+008 a 086+009 a
Bazo 0,20£0,02 a 0,19+0,02 a 020+x0,02 a 0,19+0,02 a
Pancreas 0,26 + 0,06 a 0,27+003 a 026+004 a 0,28%+0,06 a
TAMANO (cm)
Bazo (largo) 3,05+0,30 a 281+0,13 a 295+0,24 a 288+0,11 a
Bazo (ancho) 069+0,08 a 068+004 a 072+005 a 067004 a
Rifdn(largo) 1,68+0,11 a 161+014 a 168+0,11 a 162+006 a
Rifidn (ancho) 0,87+0,12 a 088+0,13 a 092+0,08 a 096+0,12 a
Estémago (largo) 2,11 +£0,36 a 228+0,27 a 202+0,31 a 224+0,26 a
Estdbmago (ancho) 1,12 + 0,30 a 095+0,20 a 099+0,13 a 1,20+ 0,28 a
Intestino delgado (largo) 112,67 + 9,46 a 112,67+6,19 a 112,33+6,15 a 120,33+952 a
Intestino delgado (ancho) 0,38 £ 0,10 a 0,41+007 a 038+0,11 a 036+009 a
Ciego (largo) 277019 a 259+022 a 265%033 a 314+031 a
Ciego (ancho) 137029 a 143+032 a 143+£0,12 a 147+021 a
Intestino grueso (largo) 14,17 + 1,33 a 1517+194 a 1567+207 a 1467+163 a
Intestino grueso (ancho) 0,38 £0,15 a 0,33+£0,08 a 0,32+£0,08 a 0,36 £0,06 a

Los valores representan la media + SD de seis muestras y se compararon con la prueba
post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Los efectos de la exposicidn aguda a las harinas de Opuntia megapotamica

sobre la estructura microscopica de higado se muestran en la Figura 6. No se

encontraron depdsitos de grasa, infiltrados inflamatorios ni zonas necroticas en

ninguno de los animales sometidos a las distintas situaciones experimentales. En

los cortes de higado de algunas ratas expuestas a la harina de semillas se

evidencié una leve dilatacion sinusoidal, la presencia de microvacuolas y una

balonizacion (degeneracion vesicular hidropica) incipiente de los hepatocitos.
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Figura 6. Fotomicrografias (400X) de secciones de higado de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los 6rganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina. B: balonizacién; DS: dilatacion sinusoidal;
H: hepatocito; MV: microvacuola; VC: vena central

En lo referente a rifidn, la administracion de las distintas partes de la planta
no produjo alteraciones a nivel glomerular (Figura 7). En el caso de la harina de
cladodios se observé una degeneracion hidropica generalizada de los tubulos
que se presentaron deflecados, vacuolizados y dafiados en los intersticios. En

cambio, con la harina de semillas este proceso de vacuolizacidon se observo

77



RESULTADOS — CAPITULO I

solamente en algunos sectores del tejido y los tubulos renales mostraron menor

grado de deflecaciéon. La exposicion a la harina de pulpa no generd alteraciones

histoldgicas.

CONTROL CLADODIOS

[ &

Figura 7. Fotomicrografias (400X) de secciones de riiion de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 uym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina. DH: degeneracion hidrépica.

En las Figuras 8 9, 10, 11, 12y 13 se presentan las fotomicrografias de
bazo, pancreas, estdmago, duodeno, ileon y colon, respectivamente. En lo

referente a estbmago, se muestra solo la mucosa fundica como representativa
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de las tres mucosas gastricas. En ninguno de los tejidos analizados se
encontraron alteraciones luego de la exposicidon aguda a las tres harinas de la

planta.

CONTROL

Figura 8. Fotomicrografias (400X) de secciones de bazo de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL CLADODIOS

Figura 9. Fotomicrografias (400X) de secciones de pancreas de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 um de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CLADODIOS

Figura 10. Fotomicrografias (400X) de secciones de estomago de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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Figura 11. Fotomicrografias (400X) de secciones de duodeno de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 um de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL __CLADODIOS

Figura 12. Fotomicrografias (400X) de secciones de ileon de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 uym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL CLADODIOS

Figura 13. Fotomicrografias (400X) de secciones de colon de ratas control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 um de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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1.2. Estudio de la toxicidad sub-aguda

A las ratas hembras y machos, se les administré6 oralmente, como
suplemento de la dieta estandar, 1000 mg/kg de PC de harina de cladodios, de
pulpa y de semillas de Opuntia megapotamica, por separado, en forma diaria y
por un periodo de 28 dias. Durante los tratamientos se realizaron observaciones
clinicas diarias de los animales. Al finalizar el periodo experimental, se llevd a
cabo la eutanasia y se tomaron muestras de sangre, se efectué una necropsia
detallada y un estudio histopatologico de higado, rifidn, pancreas, bazo,
estdmago, intestino delgado (duodeno e ileon) e intestino grueso (colon).

La exposicidon sub-aguda a los tres tipos de harinas no gener¢ sefiales de
agonia ni mortalidad en los animales y el comportamiento grupal e individual
fue normal durante el periodo experimental analizado. No se evidenciaron
efectos téxicos vinculados con la ingestion de la planta como caida de pelo,
petequias en la piel y/o alteraciones gastrointestinales. El aspecto de las
mucosas, del abdomen y de la genitalia externa fue normal.

En la Figura 14 se muestra el efecto de la administracién de la planta sobre
el peso corporal de machos y hembras. En los animales controles, el peso
corporal de los machos fue significativamente mayor que el de las hembras. No
se observaron variaciones estadisticamente significativas en ambos sexos en
funcion del tiempo de tratamiento y de los distintos tipos de harinas

empleados.
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Figura 14. Efectos de la exposiciéon sub-aguda a las harinas de cladodios, de pulpa
y de semillas de Opuntia megapotamica sobre el peso corporal de ratas machos
(panel izquierdo) y de ratas hembras (panel derecho) durante los tratamientos (A
y B) y al finalizar el periodo experimental (C y D). Los valores representan la media
+ SD de cinco muestras y se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

Los efectos de las harinas de Opuntia megapotamica sobre los parametros
hematologicos y de bioquimica clinica de las ratas machos y de las ratas
hembras, al finalizar el periodo experimental, se presentan en las 7ablas 3y 4,

respectivamente. Los valores de glucemia, los indicadores de funcionalidad
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renal y las enzimas marcadoras hepaticas no mostraron variaciones. En ningun
caso se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
de animales analizados. Si bien este estudio no se realiz6 con el propésito de
evaluar el efecto hipoglucemiante de la planta, muestra que la administracién
oral, durante un periodo de 28 dias, de una dosis maxima de las tres harinas de
Opuntia megapotamica no modifica la glucemia basal en ratas normales.

Tabla 3. Efectos de la exposicion sub-aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y
de semillas de Opuntia megapotamica sobre los parametros hematolégicos y de
bioquimica clinica de ratas machos

Machos
Parametros Control Cladodios Pulpa Semillas
HEMATOLOGIA
Eritrocitos (M/mm3) 6,65+ 0,43 a 6,96 + 0,25 a 6,78+0,18 a 7,15+0,23 a
Hemoglobina (g/dl) 14,22 + 0,59 a 14,26+0,48 a 1408+037 a 1462+045 a
Hematocrito (%) 4920+1,46 a 50,00+158 a 4940+1,03 a 50,20%+227 a
VCM (fl) 5340+098 a 5300+032 a 5420+080 a 5300+1,18 a
HCM (pg) 2156+092 a 2050+010 a 20,76+0,22 a 2044+030 a
CHCM (g/dl) 4058+251 a 3864+016 a 3832+035 a 3860+0,31 a
Plaquetas (K/mm3) 801,60+82,38 a 915,00+42,85 a 881,40+34,37 a 940,80+ 16,26 a
Leucocitos (K/mm3) 13,18+1,10 a 10,90+108 a 1084+09 a 1344+093 a
BIOQUIMICA CLINICA
Glucosa (mg/dl) 102,80+381 a 9960+356 a 10840+556 a 97,00+3,71 a
Creatinina (mg/I) 7,44 +0,78 a 7,56 +0,77 a 7,82+0,79 a 8,54 + 0,68 a
Urea (g/l) 040+003 a 039+0,02 a 0,33+0,03 a 037+0,03 a
ALT (U/1) 51,80+586 a 50,00+345 a 4900+333 a 4340+232 a
AST (U/l) 218,20+ 52,78 a 218,20+58,48 a 187,40+28,38 a 151,40+10,14 a
ALP (U/1) 302,60+4552 a 271,40+21,28 a 329,00+66,79 a 264,25+27,95 a
GGT (U/1) 1,20£0,20 a 1,40+0,40 a 1,20£0,20 a 1,60+0,60 a
Amilasa (U/I) 747,40 £100,85 a 757,60+97,17 a 662,80+3503 a 709,20+84,28 a
Proteinas Totales (g/dl) 7,28+0,32 a 7,20 +£0,25 a 718+0,34 a 7,26 +£0,30 a
Albumina (g %) 280+004 a 270+0,03 a 281+0,12 a 285+0,14 a
TIEMPO DE COAGULACION
Tiempo de Protrombina (s) 9,46 + 0,77 a 9,30+0,73 a 10,28+1,00 a 9,06 + 0,60 a
KPTT (s) 21,46+266 a 20,76+105 a 2890+531 a 30,8+6,72 a

Los valores representan la media + SD de cinco muestras y se compararon con la
prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p <
0,05). VCM: Volumen Corpuscular Medio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Media;
CHCM: Concentracién Corpuscular Media de Hemoglobina; ALP: fosfatasa alcalina; ALT:
alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; GGT: gamma-glutamil
transferasa; KPTT: Tiempo de tromboplastina parcial.
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Tabla 4. Efectos de la exposicién sub-aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y
de semillas de Opuntia megapotamica sobre los parametros hematolégicos y de
bioquimica clinica de ratas hembras

Hembras
Pardmetros Control Cladodios Pulpa Semillas
HEMATOLOGIA
Eritrocitos (M/mm3) 6,41+026 a 633+018 a 648+0,09 a 6,61+0,27 a
Hemoglobina (g/dl) 13,08 + 0,50 a 1324+029 a 13,38+0,14 a 13,74+0,47 a
Hematocrito (%) 4440+160 a 4960+169 a 47401024 a 4780+1,16 a
VCM (fl) 52,40+1,03 a 5500+0,32 a 5400+063 a 5420+049 a
HCM (pg) 20,42+022 a 2094+016 a 2066+014 a 2082+0,22 a
CHCM (g/dl) 3898+046 a 38,10+x031 a 3824+025 a 3840+0,08 a
Plaquetas (K/mm3) 932,60+27,65 a 943,00+38,19 a 84540+133,88 a 945,00+40,46 a
Leucocitos (K/mm3) 9,12+1,38 a 9,76 £ 0,81 a 10,04 +1,38 a 986+233 a
BIOQUIMICA CLINICA
Glucosa (mg/dl) 102,60+3,30 a 106,20+3,22 a 104,00+3,65 a 104,40+484 a
Creatinina (mg/I) 7,54 £ 0,95 a 7,74 £ 0,93 a 7,40+0,94 a 7,74 £ 1,09 a
Urea (g/l) 0,42 + 0,03 a 036+003 a 040+0,03 a 041004 a
ALT (U/1) 4280+4,05 a 4040+232 a 4240%+415 a 4440+453 a
AST (U/1) 161,40+ 17,40 a 197,80+63,15 a 123,20+26,35 a 206,40+61,41 a
ALP (U/1) 232,40+44,37 a 242,40+29,80 a 219,20+19,45 a 222,80+26,74 a
GGT (U/1) 1,60 +0,40 a 1,60+£041 a 160042 a 1,40+0,24 a
Amilasa (U/I) 559,80+ 107,83 a 551,40+49,56 a 638,20+ 144,14 a 600,80+92,24 a
Proteinas Totales (g/dl) 7,32+0,25 a 738+031 a 7,30+0,26 a 754+031 a
Albumina (g %) 2,66 + 0,13 a 29+005 a 316+0,36 a 289006 a
TIEMPO DE COAGULACION
Tiempo de Protrombina (s) 9,10+ 0,58 a 9,32 +0,52 a 930+0,52 a 9,80 £ 0,65 a
KPTT (s) 21,12+263 a 2694+6,79 a 20,98+0,35 a 2338%234 a

Los valores representan la media + SD de cinco muestras y se compararon con la
prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p <
0,05). VCM: Volumen Corpuscular Medio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Media;
CHCM: Concentracion Corpuscular Media de Hemoglobina; ALP: fosfatasa alcalina; ALT:
alanina aminotransferasa; AST: aspartato aminotransferasa; GGT: gamma-glutamil
transferasa; KPTT: Tiempo de tromboplastina parcial.

En lo referente a los niveles de lipidos y de lipoproteinas plasmaticos, en las
Figuras 15y 16 se muestran los efectos de la administracion de las distintas

harinas de la planta en las ratas machos y en las ratas hembras,

respectivamente. En el caso de los machos, los valores de TAG, colesterol total,

HDL-c, VLDL y riesgo aterogénico permanecieron constantes mientras que los
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niveles de LDL-c aumentaron en las ratas expuestas a la harina de semillas (p <
0,05; prueba post hoc de DMS Fisher). En cambio, en las ratas hembras la
administracion de las harinas de cladodios y de pulpa determiné una
disminucion significativa en los niveles de colesterol total (p < 0,05; prueba post
hoc de DMS Fisher), HDL-c (p < 0,05; prueba post hoc de Bonferroni), y LDL-c (p

< 0,05; prueba post hoc de DMS Fisher).
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Figura 15. Efectos de la exposicion sub-aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre los niveles de lipidos y lipoproteinas plasmaticos
de ratas machos. Los valores representan la media + SD de cinco muestras y se compararon
con la prueba post hoc de Bonferroni. En el caso de LDL-c se encontraron diferencias
estadisticamente significativas Unicamente con la prueba post hoc de DMS Fisher cuyas letras se
muestran en la figura. Las letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). CT:
colesterol total; RA: riesgo aterogénico; TAG: triacilglicéridos.
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Figura 16. Efectos de la exposicion sub-aguda a las harinas de cladodios, de pulpa y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre los niveles de lipidos y lipoproteinas plasmaticos
de ratas hembras. Los valores representan la media + SD de cinco muestras y se compararon
con la prueba post hoc de Bonferroni. En los casos de CT y LDL-c se encontraron diferencias
estadisticamente significativas Unicamente con la prueba post hoc de DMS Fisher cuyas letras se
muestran en la figura. Las letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). CT:
colesterol total; RA: riesgo aterogénico; TAG: triacilglicéridos.
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En la necropsia realizada al finalizar el periodo experimental, no se
observaron alteraciones macroscopicas en ninguno de los 6rganos analizados.

En las 7ablas 5 y 6 se muestran los pesos absolutos y relativos y los
tamafos de los distintos 6rganos en las ratas machos y en las ratas hembras,
respectivamente. En ambos sexos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los animales control y los tratados con las
distintas partes de Opuntia megapotamica. A su vez, los valores registrados con

las distintas harinas fueron similares.
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Tabla 5. Efectos de la exposicion sub-aguda a las harinas de Opuntia
megapotamica sobre el peso y el tamafio de los 6rganos de ratas machos

Machos

Control Cladodios Pulpa Semillas
PESO (g)
Higado 11,17+1,75 a1091+1,19 a 1153+143 a 1040+141 a
Rifiones 238+0,25 a 225+025 a 246+0,26 a 2,39+0,28 a
Bazo 049+003 a 049+0,06 a 052+004 a 0,33+0,20 a
Pancreas 057+0,17 a 061+022 a 060+0,16 a 061+011 a
Testiculos 531+043 a 4,78+033 a 507+x024 a 460+x0,26 a
Grasa epididimal 282+113 a 288+085 a 297+086 a 286+0,67 a
PESO RELATIVO (g/100 g PC)
Higado 390+0,31 a 386+045 a 385+041 a 380+028 a
Rifiones 0,84+0,08 a 0,79+0,07 a 082+007 a 088+010 a
Bazo 0,17+0,02 a 0,17+0,03 a 0,17+0,01 a 0,12+0,07 a
Pancreas 0,20+0,06 a 0,21+007 a 020006 a 023+0,05 a
Testiculos 1,82+0,11 a 1,71+0,14 a 1,70+0,12 a 165%+0,17 a
Grasa epididimal 1,00+0,39 a 101+0,26 a 099+0,29 a 1,05%+0,27 a
TAMANO (cm)
Bazo (largo) 238+124 a 284+0,14 a 3,02+010 a 286+0,30 a
Bazo (ancho) 068+0,07 a 069+003 a 067007 a 065+0,05 a
Rindén(largo) 1,74+0,19 a 164+0,15 a 176%£009 a 1,72+0,15 a
Rifidn (ancho) 1,06+0,12 a 089+0,11 a 090+012 a 096+0,06 a
Estdbmago (largo) 246+023 a 233+£0,17 a 230x031 a 236+039 a
Estémago (ancho) 1,03+0,20 a 1,11+0,15 a 1,04+023 a 1,09+022 a
Intestino delgado (largo) 127,75+10,69 a 129,1+588 a 137,2+502 a 127,7+951 a
Intestino delgado (ancho) 0,30+0,07 a 0,33+0,04 a 0,28+0,08 a 037+0,08 a
Ciego (largo) 329+065 a 284073 a 29+055 a 253+051 a
Ciego (ancho) 160+042 a 153+0,35 a 162+0,29 a 142+0,25 a
Intestino grueso (largo) 16,1+321 a 154+198 a 155+3,04 a 151+241 a
Intestino grueso (ancho) 0,28+0,03 a 0,28+005 a 030+0,10 a 0,26+0,08 a

Los valores representan la media + S.D. de cinco muestras y se compararon con la
prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<
0,05).
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Tabla 6. Efectos de la exposicion sub-aguda a

megapotamica sobre el peso y el tamaiio de los 6rganos de ratas hembras

las harinas de Opuntia

Hembras

Control Cladodios Pulpa Semillas
PESO (g)
Higado 785+152 a 931%+038 a 823+044 a 851%134 a
Rifiones 1,67+024 a 198+0,26 a 1,79+0,11 a 185+0,26 a
Bazo 050+0,16 a 049007 a 045+008 a 049%0,11 a
Pancreas 049+005 a 048+0,13 a 047+007 a 045+£0,07 a
PESO RELATIVO (g/100 g PC)
Higado 383+051 a 4,02%+025 a 388+043 a 385%053 a
Riflones 082+008 a 085%+009 a 084+008 a 084+0,08 a
Bazo 025+0,08 a 021+004 a 021+004 a 0,22%+0,04 a
Pancreas 024+0,02 a 021%+006 a 022+003 a 0,21%+0,03 a
TAMANO (cm)
Bazo (largo) 297+036 a 293%+024 a 292+023 a 287+0,36 a
Bazo (ancho) 066+0,13 a 0,70+x0,07 a 068+009 a 0,66x006 a
Rifdn(largo) 154+007 a 164+004 a 154+007 a 157+005 a
Rifidn (ancho) 086+008 a 087+008 a 081+014 a 085%0,15 a
Estdmago (largo) 233+0,15 a 205+021 a 242+018 a 222+0,28 a
Estémago (ancho) 1,03+0,09 a 096+004 a 101+0,10 a 105+0,12 a
Intestino delgado (largo) 123,0+£5,35 a 127,67+5,22 a 119,2+5,17 a 1194+4,14 a
Intestino delgado (ancho) 0,34+0,08 a 034+003 a 025+0,07 a 0,29+0,06 a
Ciego (largo) 226+035 a 281+035 a 217029 a 281+048 a
Ciego (ancho) 1,39+0,28 a 1,22+0,18 a 1,26+0,26 a 1,31+0,25 a
Intestino grueso (largo) 1480+3,85 a 16,30+1,92 a 1580+2,25 a 16,00+3,37 a
Intestino grueso (ancho) 0,26+0,05 a 034+007 a 0,27+0,07 a 0,30x0,06 a

Los valores representan la media + S.D. de cinco muestras y se compararon con la
prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<

0,05).

94



RESULTADOS — CAPITULO I

En las Figuras 17 y 18 se pueden observar las fotomicrografias de
secciones de higado de ratas machos y ratas hembras, respectivamente. En
general, no se encontraron alteraciones histolégicas en los érganos examinados.
Solamente en una rata macho, después del tratamiento con la harina de semillas
se observaron dafios focales reflejados en una vacuolizacién a nivel centro-
lobulillar y la balonizacidon de unos pocos hepatocitos (Figura 19 ). A nivel de
rifidn, bazo, pancreas, estomago, duodeno, ileon y colon, no se observaron
efectos adversos de las distintas harinas (Figuras 20 a 33, respectivamente). En
las fotomicrografias de estbmago se muestra solo la mucosa fundica como

representativa de las tres mucosas gastricas.
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Figura 17. Fotomicrografias (400X) de secciones de higado de ratas machos
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTRO

Figura 18. Fotomicrografias (400X) de secciones de higado de ratas hembras control y
expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia megapotamica. Las
muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se lavaron, se deshidrataron y se
embebieron en parafina. Las secciones de 5 um de espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.

Figura 19. Fotomicrografias (400X, izquierda; 600 X, derecha) de secciones de higado de
una rata macho expuesta a la harina de semillas de Opuntia megapotamica. La muestra se
fij6 en formaldehido al 10 %, se lavd, se deshidrato y se embebié en parafina. Las secciones de 5
pm de espesor se tifieron con hematoxilina-eosina. B: balonizacion; V: vacuola; VC: vena central.

97



RESULTADOS — CAPITULO I
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Figura 20. Fotomicrografias (400X) de secciones de riiidn de ratas machos control
y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL v CLADODIOS

Figura 21. Fotomicrografias (400X) de secciones de riién de ratas hembras
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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Figura 22. Fotomicrografias (400X) de secciones de bazo de ratas machos control
y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL

Figura 23. Fotomicrografias (400X) de secciones de bazo de ratas hembras control
y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL

Figura 24. Fotomicrografias (400X) de secciones de pancreas de ratas machos
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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Figura 25. Fotomicrografias (400X) de secciones de pancreas de ratas hembras
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los 6rganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTRO

Figura 26. Fotomicrografias (400X) de secciones de estémago de ratas machos
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL CLADODIOS

Figura 27. Fotomicrografias (400X) de secciones de estomago de ratas hembras
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 pm de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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Figura 28. Fotomicrografias (400X) de secciones de duodeno de ratas machos
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL CLADODIOS

Figura 29. Fotomicrografias (400X) de secciones de duodeno de ratas hembras
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 pm de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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CONTROL CLADODIOS

Figura 30. Fotomicrografias (400X) de secciones de ileon de ratas machos control
y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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Figura 31. Fotomicrografias (400X) de secciones de ileon de ratas hembras control
y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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Figura 32. Fotomicrografias (400X) de secciones de colon de ratas machos control
y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.
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Figura 33. Fotomicrografias (400X) de secciones de colon de ratas hembras
control y expuestas a las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia
megapotamica. Las muestras de los érganos se fijaron en formaldehido al 10 %, se
lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Las secciones de 5 ym de
espesor se tifieron con hematoxilina-eosina.

111



RESULTADOS — CAPITULO I

En conjunto, los estudios de toxicidad aguda y sub-aguda indican que la
administracion oral de las harinas de cladodios, de pulpa y de semillas de
Opuntia megapotamica, en las dosis maximas ensayadas, no tiene efectos
toxicos sobre los parametros hematologicos y de bioquimica clinica de las ratas
machos y hembras. En lo referente a la histologia de los érganos, la
administracion de la harina de pulpa no tuvo efectos negativos en ninguno de
los dos estudios de toxicidad realizados. En el caso de la exposicion aguda a la
harina de cladodios, solamente se observaron algunas alteraciones a nivel renal.
Con respecto a la harina de semillas, en el estudio de toxicidad aguda, se
registraron alteraciones en rifldn y en higado mientras que la exposicion sub-
aguda solo genero alteraciones a nivel hepatico.

El nivel de dafio observado en los estudios histopatolégicos y la ausencia

de signos clinicos asociados, indican que se trata de efectos toxicos leves.
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En este capitulo se analizaron los efectos de la administracion oral de las
harinas de cladodios, de pulpa de frutos y de semillas de la especie nativa
Opuntia megapotamica sobre la glucemia de ratas normales con hiperglucemia
transitoria. Por otro lado, en ratas diabéticas se estudiaron los efectos de la
planta sobre la glucosa, insulina, lipidos y lipoproteinas plasmaticos, lipidos
hepaticos y renales, enzimas claves del metabolismo lipidico, parametros
vinculados con el funcionamiento hepatico y renal y la histologia de pancreas,
higado y rifidon. En forma previa, se determind el nivel y la composicion de los
lipidos de las harinas de la planta para evaluar su posible influencia sobre los
resultados y al mismo tiempo concretar la caracterizacion lipidica de esta

especie de Opuntia que aun no ha sido abordada.

II. 1. Contenido y composicion de los lipidos de las harinas de cladodios y
de semillas de Opuntia megapotamica

Cuando se determiné el contenido de fosforo fosfolipidico de los extractos
lipidicos totales se observdé que la harina de cladodios posee el doble de
fosfolipidos que la harina de semillas (Figura 34).

La separacion de las distintas clases de lipidos neutros se abordd a través
de cromatografias monodimensionales empleando diferentes sistemas de
solventes. La presencia de vitaminas liposolubles y de pigmentos no permitio,
en ningun caso, una buena resolucién aunque con estandares adecuados se

pudieron visualizar las bandas mayoritarias correspondientes a triacilglicéridos y
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AGL seguidas por diacilglicéridos (DAG) y monoacilglicéridos, en los extractos
lipidicos de ambos tipos de harina. Por este motivo, los resultados que se

presentan derivan del analisis de los extractos lipidicos totales.
307

204

pmol PL/g PS

Figura 34. Contenido de los fosfolipidos de las harinas de cladodios y de semillas
de Opuntia megapotamica. Los resultados representan valores medios + SD de
cuatro muestras independientes y se compararon con la prueba t de Student Los
asteriscos indican diferencias muy significativas (**p< 0,01) entre los dos grupos. PL:
fosfolipidos totales; PS: peso seco.

El contenido y la composicion de los acidos grasos de los lipidos totales se
determiné mediante cromatografia en fase gaseosa. En la Figura 35 se muestra
un perfil cromatografico representativo de cada harina y en la Figura 36 se
puede observar que el nivel de acidos grasos totales de la harina de semillas fue
casi cinco veces mayor que el registrado en la harina de cladodios.
Especialmente en el caso de la harina de semillas, la contribucion de los lipidos
neutros al contenido lipidico total seria mucho mas significativa que el aporte

de los fosfolipidos.

En lo referente a la composicién de acidos grasos, los acilos mayoritarios
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en cladodios fueron linoleico (18:2), palmitico (16:0) y oleico (18:1), que
representaron alrededor del 70 % del total, seqguidos por los acidos linolénico
(18:3n3) y estearico (18:0) (7abla 7). En el caso de las semillas, el acido linoleico
constituy6 el 53 % del contenido total de acidos grasos y se registraron niveles
importantes de los acidos oleico, palmitico y estedrico. De manera
complementaria, en la Figura 37 se puede observar que en ambas harinas los
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) fueron los mas abundantes. Se hallaron
diferencias estadisticamente significativas entre las harinas en los niveles de
acidos grasos saturados (SFA) y acidos grasos monoinsaturados (MUFA). El
indice de insaturacion (UI), calculado como la sumatoria de los porcentajes de
los de acidos grasos multiplicados por el nimero de doble ligaduras de cada

uno, fue significativamente mas alto en la harina de semillas.
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Figura 35. Perfil cromatografico de los metil ésteres de acidos grasos del extracto
lipidico total de harina de cladodios (A) y de semillas (B) de Opuntia
megapotamica. Los metil ésteres se identificaron por sus tiempos de retencion de
acuerdo con el nUmero de atomos de carbono y de dobles ligaduras, por comparacion
con corridas cromatograficas de mezclas de estandares. Se utilizd como estandar
interno el acido eneicosanoico (21:0) que no esta presente en las muestras a analizar.
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Figura 36. Contenido de los acidos grasos totales de las harinas de cladodios y de
semillas de Opuntia megapotamica. Los resultados representan valores medios + SD
de cuatro muestras independientes y se compararon con la prueba t de Student. Los
asteriscos indican diferencias muy significativas (** p< 0,01) entre los dos grupos. FAME:
metil ésteres de acidos grasos; PS: peso seco.

Tabla 7. Composicion de los acidos grasos de los lipidos totales de las harinas de
cladodios y de semillas de Opuntia megapotamica

acidos Cladodios Semillas Cladodios Semillas
grasos nmol/g PS MOL %

14:.0 27,65 £ 4,25 201,28 + 45,16  * 0,24 £ 0,01 0,38+0,08 *
16:0 2725,99 + 277,03 8956,05 + 176,35 ** 24,26 + 1,65 17,02 £ 0,15 ok
16:1 49,64 + 5,26 752,41 £ 80,14 ** 0,44 + 0,03 1,43 £0,13 *x
17:0 89,96 + 14,34 138,50 + 22,37 0,81 +£0,19 0,26 + 0,04 *x
17:1 81,15 + 7,88 184,53 £ 26,73  ** 0,73+£0,12 0,35+ 0,04 *
18:0 557,77 + 85,81 2494,68 + 146,70 ** 4,93 £ 0,22 4,74 £ 0,20

18:1 1481,28 + 211,17 10994,85 + 356,56 ** 13,11 £ 0,42 20,90 + 0,26 *x
18:2 4496,26 + 761,37 28085,72 + 359,58 ** 39,72 + 2,86 53,40 + 0,82 ok
18:3n6 151,55 + 8,61 113,31 +£27,71 * 1,35+0,12 0,22 + 0,06 ok
18:3n3 676,37 + 58,93 100,83 + 1,55 ok 6,02 + 0,20 0,19+ 0,01 o
22:0 315,20 + 31,17 263,16 + 41,05 2,84 + 0,55 0,50 + 0,07 ok
24:0 458,05 + 70,51 322,23+51,75 * 4,12 + 0,95 0,61 + 0,09 *x
26:0 156,37 + 12,66 nd 1,41 + 0,25 nd

Los lipidos se extrajeron por el método de Folch y col. y los metil ésteres se
cuantificaron por cromatografia en fase gaseosa. Los resultados se expresan en
nmoles/g de peso seco (PS) y en mol%, representan valores medios + SD de cuatro
muestras independientes y se compararon con la prueba t de Student. Los asteriscos
indican diferencias significativas (*p< 0,05 o **p< 0,01) entre los dos grupos. nd: no
detectado.
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Figura 37. Distribucion porcentual de los SFA, MUFA y PUFA y valores de UI en los
lipidos totales de las harinas de cladodios y de semillas de Opuntia
megapotamica. Los resultados representan valores medios + SD de cuatro muestras
independientes y se compararon con la prueba t de Student. Los asteriscos indican
diferencias significativas (*p< 0,05 o **p< 0,01) entre los dos grupos. SFA: acidos grasos
saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos poliinsaturados;
UL indice de insaturacion.

I1.2. Efectos de Opuntia megapotamica sobre la glucemia de ratas normales
con hiperglucemia transitoria

Para evaluar el posible efecto anti-hiperglucemiante de las harinas de la
planta se realizaron pruebas orales de tolerancia a la glucosa en ratas machos
normales. Como control estandar se utilizd la droga hipoglucemiante de
referencia, glimepirida.

La glucemia de las ratas control alcanz6 un valor maximo a los 15 minutos
de la administracion oral de la glucosa y luego disminuy6 en forma gradual
(Figura 38 ). La glimepirida produjo una caida del 33 % en este pico
hiperglucémico y un retorno mas rapido de la glucemia a los valores de ayuno.
Las tres harinas de la planta tuvieron un importante efecto anti-

hiperglucemiante ya que generaron disminuciones estadisticamente
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significativas (alrededor del 30 %) en el pico hiperglucémico y determinaron
ademas un retorno mas rapido de la glucemia a los valores de ayuno en
comparacion con el grupo control (Figura 38 A-C ). Las dosis mas efectivas
fueron 200 mg/kg PC de harina de cladodios, 73 mg/kg PC de harina de pulpa 'y
160 mg/kg PC de harina de semillas y cuando se compararon se pudo observar
claramente que las tres partes de la planta tuvieron un efecto similar al de la
droga hipoglucemiante de referencia (Figura 38 D).

Ademas, se realizaron pruebas preliminares en ratas hembras para
determinar, con el menor nimero posible de animales, si habia diferencias entre
los sexos. Se observd un efecto anti-hiperglucemiante similar al registrado en
los machos (datos no mostrados). Las pruebas de tolerancia a la glucosa se
llevaron a cabo Unicamente en animales normales debido a que un ensayo
acotado realizado en ratas diabéticas tuvo efectos muy nocivos que condujeron

a la muerte de los animales.
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Figura 38. Pruebas orales de tolerancia a la glucosa en ratas machos normales con
hiperglucemia transitoria. El tiempo inicial (0 min) corresponde al momento en que
se administré la sobrecarga oral de glucosa. (A) Harina de cladodios, (B) harina de
pulpa y (C) harina de semillas. (D) Comparacion entre las dosis mas efectivas de los
tres tratamientos. Los valores representan la media + SD de cuatro muestras
independientes y se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las letras
distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos en cada tiempo
experimental.
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II.3. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica en ratas
diabéticas

Como ya se menciond, el estado diabético se generd por la administracion
de STZ por via intraperitoneal. Los animales se organizaron en cinco grupos:
control normal, control diabético y ratas diabéticas tratadas durante 30 dias con
las harinas de cladodios (200 mg/kg PC), de pulpa (73 mg/kg PC) y de semillas
(160 mg/kg PC), por separado. Es necesario aclarar que no se muestran los
datos correspondientes a los animales a los que se les administro la harina de
pulpa porque complicaciones surgidas en el bioterio permitieron realizar

registros solamente hasta el dia 21 del periodo experimental.

II. 3. 1. Efectos sobre la condicion general y parametros hematologicos

En comparacién con los animales normales, las ratas diabéticas
presentaron polidipsia y poliuria, pelo hirsuto, ojos irritados, testiculos y penes
atrofiados y un estado de letargo. Toleraron bien la administracién de los tres
tipos de harinas ya que no se observaron efectos negativos sino que, por el
contrario, se notd una leve mejora en la condicion general de los animales que
se tradujo especialmente en una mayor actividad fisica.

Como se puede ver en la Figura 39 A, el peso corporal de los animales
diabéticos control, luego de 15 dias de inducida la diabetes y al comienzo del
periodo experimental, fue significativamente menor al de los animales normales

y no varié luego de los tratamientos con la planta. La administracién de las

122



RESULTADOS — CAPITULO II

harinas gener6 una tendencia a la disminucidén en la ganancia de peso corporal
que fue mas evidente en el caso de la harina de cladodios (Figura 39 B). En el
caso de la harina de pulpa, el perfil determinado hasta el dia 21 fue similar al de
la harina de cladodios (datos no mostrados). Es necesario tener en cuenta que
todos los animales consumieron la misma cantidad diaria de alimento.

Cuando los animales se sometieron a la eutanasia, se observé adiposidad
abdominal y epididimal en los animales normales. Los animales diabéticos
mostraron una drastica reduccion en el tejido adiposo que no se revirtio luego

del suministro de las harinas de Opuntia.
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Figura 39. Efecto de la administraciéon oral de Opuntia megapotamica sobre el
peso corporal (A) y sobre la ganancia de peso (B) de ratas diabéticas tratadas con
las harinas de cladodios y de semillas. Los valores representan la media + SD de seis
muestras independientes y se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni (A) y
con la de DMS Fisher (B). Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).
PC: peso corporal.

En la 7abla 8 se muestran los parametros hematologicos de los animales
diabéticos control y tratados con las harinas de cladodios y de semillas al
finalizar el periodo experimental de 30 dias. Los valores registrados fueron

similares en todos los casos analizados.
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Tabla 8. Efectos de Opuntia megapotamica sobre los parametros hematolégicos
de ratas diabéticas tratadas con las harinas de cladodios y de semillas al finalizar
el periodo experimental

Parametros Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas

Eritrocitos (*106/u|) 7,16 £ 0,46 a 8,0 £ 0,50 a 7,718+ 0,39 a 6,37 £0,52 a
Hematocrito (%) 67,25 + 4,37 a 78,16 £ 7,19 a 7528+361 a 6210+£560 a
Hemoglobina (g/dl) 13,65 + 0,45 a 15,00+ 1,31 a 1495+094 a 1257172 a
VCM (fl) 93,93 £ 0,96 a 97,69 £ 1,30 a 96,74+085 a 9785+214 a
HCM (pg) 19,07 £ 0,10 a 18,75+ 0,18 a 1929+0,18 a 19,78+0,35 a
CHCM (g/dl) 20,30 £ 0,35 a 19,20 + 0,62 a 20,10+0,27 a 20,22+0,21 a
RDW (%) 19,00 + 0,49 a 18,85 + 2,05 a 1925+065 a 1860+0,85 a

Los valores representan la media + SD de seis muestras independientes y se compararon
con la prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas
(p< 0,05); VCM: Volumen Corpuscular Medio; HCM: Hemoglobina Corpuscular Media;
CHCM: Concentracién Corpuscular Media de Hemoglobina; RDW: Indice de Distribucién de
Glébulos Rojos.

II. 3. 2. Efectos sobre la glucosa e insulina plasmaticas y sobre la histologia
del pancreas

El efecto de la administracion oral de las harinas de cladodios y de semillas
de Opuntia megapotamica sobre la glucemia de ratas diabéticas se muestra en
la Figura 40. En el periodo experimental analizado, la administracién de los
distintos tipos de harina no tuvo efecto hipoglucemiante. Los resultados
registrados hasta el dia 21 con la harina de pulpa fueron similares a los
obtenidos con las otras dos harinas (datos no mostrados).

Con respecto a los niveles de insulina plasmatica, los valores en las ratas
diabéticas control fueron menores que en los animales normales. Luego de la
administracion de las harinas de la planta, no se registraron cambios cuando se
compararon todos los grupos entre si (Figura 41 A ') aunque se determind un
aumento significativo cuando se compararon los grupos diabéticos tratados con
el grupo diabético control solamente (Figura 41 B).

124



RESULTADOS — CAPITULO II

A B
6001
5001
~ 5004 b % ] a
3 b D 400-
> 400 b E
é o 3001
5 300- o
8 -
4 8 2004
g 200 £
[C] _ ()]
100¥ — . .a Y 100-
0] )
0 T T T T T 1 0-
0 5 10 15 20 25 30 o
, NG
dias z&
. @
—— Control Normal - Cladodios 0\0‘ S
&
- Control Diabético - Semillas (P&

Figura 40. Efecto de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre la
glucemia de ratas diabéticas tratadas con las harinas de cladodios y de semillas.
Los valores representan la media + SD de seis muestras independientes y se
compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0,05).
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Figura 41. Efecto de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
niveles de insulina plasmatica en ratas diabéticas tratadas con las harinas de
cladodios y de semillas al finalizar el periodo experimental. Los valores representan
la media + SD de seis muestras independientes y se compararon con la prueba post
hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05).

Complementariamente, se realizaron estudios histopatoldgicos del
pancreas. Se hicieron cortes seriados del érgano completo debido a la

disposicion heterogénea de los islotes de Langerhans y a que la caracteristica
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reticular del pancreas murino no permite, luego de la extraccién quirdrgica,
distinguir facilmente entre cabeza, istmo o cuello, cuerpo y cola.

En el caso de las ratas control normal, se visualizaron abundantes acinos
formados por células de tipo seroso de contornos circulares e irregulares y
numerosos islotes de Langerhans (Figura 42). En el centro de la fotomicrografia
se distingue un islote oval rodeado por una fina membrana, con limites poco
precisos entre sus células y con nucleos baséfilos redondos u ovales. En los
animales diabéticos control se observd una desorganizacion estructural del
tejido pancreatico, inflamacion y balonizacion de las células acinares y
destruccion por necrosis confluente de la mayoria de los islotes 3. Luego de los
tratamientos con las harinas de cladodios y de semillas se observo una leve

mejora en la estructura pancreatica.
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Figura 42. Fotomicrografias (400X) de secciones de pancreas de ratas normales y
de ratas diabéticas controles y tratadas con las harinas de cladodios y de semillas
de Opuntia megapotamica al finalizar el periodo experimental. Los 6rganos se
fijaron en formaldehido al 10 %, se lavaron, se deshidrataron y se embebieron en
parafina. Se realizaron cortes seriados de 5 pm de espesor y se tifieron con
hematoxilina-eosina. B: Balonizacion; IL: Islote de Langerhans.
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II. 3. 3. Efectos sobre los lipidos y las lipoproteinas plasmaticos

En las ratas con diabetes inducida con STZ, las concentraciones
plasmaticas de TAG y de CT aumentaron gradualmente en funcion del tiempo y
ya a los 15 dias de la inyeccion de la droga, cuando se comenzaron a
administrar las harinas de la planta, se habia registrado un incremento
significativo con respecto a las ratas normales (datos no mostrados).

Los efectos de las harinas de cladodios y de semillas de Opuntia
megapotamica sobre los lipidos y lipoproteinas plasmaticos, luego de 30 dias
de tratamiento, se presentan en la Figura 43. En las ratas diabéticas control, con
respecto a las ratas normales, se determinaron aumentos marcados en TAG (81
%), CT (61 %), AGL (98 %), LDL-c (100 %) y VLDL (81 %). Luego de los
tratamientos con las harinas de la planta, los TAG experimentaron una drastica
disminucion (alrededor del 60 %) con el consiguiente impacto en los niveles de
las VLDL. Los AGL registraron una disminuciéon del 30 % con la harina de
cladodios y del 60 % con la harina de semillas. En lo referente al CT y a las LDL-
¢, se observo un efecto significativo de la harina de semillas (27 % y 44 %,
respectivamente) que determind un retorno a los valores de las ratas normales
mientras que en el caso de la harina de cladodios, las disminuciones observadas
fueron menores (20 % y 26 %, respectivamente). No se registraron variaciones
estadisticamente significativas a nivel de las HDL-c entre los distintos grupos
analizados. Con respecto al riesgo aterogénico calculado por el cociente

CT/HDL-c, si bien las variaciones no fueron estadisticamente significativas entre
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todos los grupos analizados, el nivel incrementado que se registrd en las ratas
diabéticas control retornd a los valores de las ratas normales luego de los
tratamientos con ambas harinas.

Se establecio una relacion entre los lipidos plasmaticos de los animales
diabéticos tratados y los lipidos de las harinas de la planta con la finalidad de
descartar la potencial incidencia de estos Ultimos sobre los resultados. Asi, se
determin6 que en las dosis diarias suministradas, los lipidos de las harinas de
cladodios y de semillas representan solamente el 041 % y el 1,52 %,

respectivamente, de los lipidos plasmaticos de una rata.
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Figura 43. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
niveles de los lipidos y de las lipoproteinas plasmaticos. Los valores representan la
media = SD de seis muestras independientes y se compararon con la prueba post hoc
de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). TAG:
triacilglicéridos; AGL: acidos grasos libres; CT: colesterol total.
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II. 3. 4. Efectos sobre la actividad de las enzimas hepaticas 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A reductasa y acido graso sintasa

Se analizé la actividad de dos enzimas claves de la lipogénesis: la 3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa) que cataliza
la reaccién limitante de la biosintesis de colesterol y la acido graso sintasa (FAS),
fundamental en la sintesis de acidos grasos. En la Figura 44 se muestra la
actividad de ambas enzimas en los animales normales, en los diabéticos control
y en los diabéticos tratados con las harinas de la planta. Con respecto a la
enzima HMG-CoA reductasa, en todos los casos la actividad aumentd en
funcion del tiempo de incubacion (Figura 43 A). En comparacion a los animales
normales, los diabéticos control registraron valores mas bajos de actividad
enzimatica que aumentaron luego del suministro de la harina de cladodios tal
como se puede inferir de la Figura 44 B en la que se muestran los valores de
actividad enzimatica por minuto. En relacién a la FAS, también se registraron
aumentos en todos los grupos en funcion del tiempo de incubacion (Figura 44 C
) y cuando se comparo la actividad enzimatica por minuto se pudo observar que
la induccion de la diabetes generd una leve disminucién que se acentud luego

del tratamiento con la harina de cladodios (Figura 44 D).
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Figura 44. Efectos de la administracion oral de las harinas de cladodios y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre la actividad de las enzimas hepaticas 3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa) (A y B) y
acido graso sintasa (FAS) (C y D). Los valores representan la media + SD de seis
muestras independientes y se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. En el
grafico D se muestran las diferencias estadisticas segun la prueba post hoc de DMS
Fisher. Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos.
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II. 3. 5. Efectos sobre parametros de la funcion del higado y sobre /a
histologia y el contenido y la composicion lipidica del organo

En las distintas situaciones experimentales, no se observaron alteraciones
macroscopicas y el peso relativo y el contenido proteico del 6rgano se

mantuvieron constantes (Figura 45).
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Figura 45. Efectos de la administracion oral de las harinas de cladodios y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre el peso (A) y el contenido proteico (B)
del higado de ratas diabéticas al finalizar el periodo experimental. Los valores
representan la media + SD de seis muestras independientes y se compararon con la
prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<
0,05).

En la 7abla 9 se muestran los efectos de la administracién oral de las
harinas de la planta sobre la actividad de distintas enzimas marcadoras que
permiten conocer el estado general del higado y del sistema biliar. En todos los
casos, se observaron aumentos en los niveles enzimaticos de las ratas diabéticas
control en comparacion con los animales normales, especialmente en la
gamma-glutamil transferasa (GGT) y en la alanina aminotransferasa (ALT). La
harina de cladodios determin6 una disminucion significativa en los valores de

todas las enzimas retornando ALT y la aspartato aminotransferasa (AST) a los

valores registrados en las ratas control normal. Con respecto a la harina de
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semillas, los descensos mas significativos se observaron en la fosfatasa alcalina

(ALP) y en GGT.

Tabla 9. Efectos de la administracion oral de las harinas de Opuntia
megapotamica sobre los niveles plasmaticos de enzimas marcadoras de la funcién
hepatica de ratas diabéticas

Parametros Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas

ALT (UI/I) 50,00 + 2,83 a 192,33+102,15 b 78,75+2253 a 119,00+33,08 ab
AST (UI/I) 18450+1429 a 333,00+£109,41 b 141,75+32,45 a 273,75+68,08 ab
ALP (U/1) 250,18 £12,99 a 674,89 + 31,97 b 393,82+33,14 a 31354+112,87 a
GGT (UI/l) 1,00+0,001 a 6,33+ 2,08 b 400+183 ab 2,00 +0,82 a

Los valores representan la media + SD de seis muestras independientes y se
compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0,05). ALT: alanina aminotransferasa; AST: aspartato
aminotransferasa; ALP: fosfatasa alcalina; GGT: gamma-glutamil transferasa.

La histologia del higado de las ratas control normal y de las ratas
diabéticas controles y tratadas con las harinas de la planta se presentan en la
Figura 46. En las ratas normales se pueden observar abundantes hepatocitos
distribuidos de manera uniforme en todo el campo y también sinusoides que
aparecen como zonas claras entre los cordones celulares. En el centro del
preparado se distingue la triada portal constituida por la arteria hepatica, la
vena porta y el conducto biliar. En los preparados correspondientes a las ratas
diabéticas control no se observd la disposicion concéntrica tipica de los
hepatocitos y aparecieron areas con vacuolizacién citoplasmatica indicativas del
inicio de la degeneracion grasa y células hepaticas en estado de tumefaccion
con el citoplasma granular. Algunos hepatocitos mostraron nucleos excéntricos
con vacuolas bien definidas caracteristicos de un estado diabético avanzado. El
efecto toxico de la STZ se podria descartar si se tiene en cuenta que no se

registraron alteraciones a nivel de la integridad nuclear. La administracion de las
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harinas de cladodios y de semillas tuvo un efecto positivo tal que los higados de
las ratas tratadas recuperaron la estructura observada en las ratas control

normal. Los resultados en conjunto muestran una correlacién entre el andlisis de

las enzimas marcadoras y los estudios histopatoldgicos.

Figura 46. Fotomicrografias (400X) de secciones de higados de ratas normales y de ratas diabéticas
control y tratadas con las harinas de Opuntia megapotamica. Las muestras se fijaron en formaldehido
al 10 %, se lavaron, se deshidrataron y se embebieron en parafina. Se cortaron en secciones de 5 um de
espesor y se tifieron con hematoxilina-eosina. CG: citoplasma granular; NE: nucleo excéntrico; TP: triada
portal; V: vacuola; VC: vena central.
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Los lipidos hepaticos se extrajeron como se describi6 en Materiales y
Métodos y las distintas clases lipidicas se aislaron cromatograficamente. Las
Figuras 47y 48 ejemplifican la resolucién de los fosfolipidos y de los lipidos

neutros, respectivamente.
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Figura 47. Separacion cromatografica en capa fina bidimensional de los fosfolipidos
de higado de rata. PA: acido fosfatidico; PS: fosfatidilserina; PIL fosfatidilinositol; SM:
esfingomielina; PC: fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; DPG: difosfatidilglicerol; LN:
lipidos neutros.
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Figura 48. Separacion cromatografica en capa fina monodimensional de los lipidos
neutros de higado de rata. PL: fosfolipidos totales; DAG: diacilglicéridos; COL: colesterol;
AGL: 4cidos grasos libres; TAG: triacilglicéridos; COL est: ésteres de colesterol.
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En la Figura 49 se muestra el contenido de los fosfolipidos totales e
individuales en las ratas normales, en las diabéticas control y en las tratadas con
la planta. En todos los casos, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina fueron los
componentes principales seguidos por difosfatidilglicerol o cardiolipina,
fosfatidilinositol y esfingomielina. Fosfatidilserina y acido fosfatidico fueron
componentes minoritarios. Los niveles de fosfolipidos totales no variaron entre
las diferentes situaciones experimentales analizadas. En los animales diabéticos
control no se registraron cambios en los fosfolipidos individuales con respecto a
los animales normales. Los tratamientos con las harinas de cladodios y de

semillas no tuvieron efecto sobre los niveles de los distintos fosfolipidos.
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Figura 49. (Continla en la pagina siguiente)
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Figura 49. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre el
nivel de los fosfolipidos hepaticos de ratas diabéticas. Los valores representan la
media = SD de seis muestras independientes y se compararon con la prueba post hoc
de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). PL:
fosfolipidos  totales; PC: fosfatidilcolina;  PE:  fosfatidiletanolamina;  DPG:
difosfatidilglicerol o cardiolipina; PL fosfatidilinositol; SM: esfingomielina; PS:
fosfatidilserina; PA: acido fosfatidico
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En lo referente a los lipidos neutros, en los animales diabéticos control se
observaron aumentos estadisticamente significativos en los niveles de TAG y de
AGL con respecto a los animales normales (Figura 50 ). Luego de los
tratamientos con las harinas de cladodios y de semillas, los contenidos de TAG
se redujeron significativamente hasta alcanzar valores inferiores a los
registrados en los animales normales. En el caso de los DAG se observd un perfil
similar aunque mas atenuado. La administracion de la planta no tuvo efecto

sobre los niveles de AGL ni de colesterol total (dosado con un kit enzimatico).
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Figura 50. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
niveles de los lipidos neutros hepaticos de ratas diabéticas. Los valores representan
la media + SD de seis muestras independientes y se compararon con la prueba post
hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). TAG:
triacilglicéridos; DAG: diacilglicéridos; AGL: acidos grasos libres; CT: colesterol total.

El analisis composicional de los TAG mostré que en los animales normales
y en los diabéticos control los acidos palmitico, oleico y linoleico fueron los
mayoritarios seguidos por los acidos estearico, araquidonico (20:4n6) y
palmitoleico (16:1) (7abla 10). En las ratas diabéticas control los porcentajes de

18:2 y de 20:4n6 fueron menores que los determinados en los animales
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normales. Ambas harinas produjeron disminuciones significativas en los niveles
de 181 y de 18:2 y un aumento en el nivel de 18:0. La harina de semillas
determin6 un aumento en 16:0 que llego a representar casi el 50 % del total de
acilos. El indice de insaturacién fue menor en los animales diabéticos control
que en los animales normales y disminuy6 luego de la administracion de la
harina de semillas.

En la fraccion de DAG, en los animales normales y en los diabéticos control
los acidos grasos mayoritarios fueron 16:0, 18:0, 18:1 y 20:4n6 que reunieron el
60 % del total de acilos (7abla 11 ). Tanto la harina de cladodios como la de
semillas aumentaron significativamente los niveles de 160 y de 180 vy
disminuyeron la cantidad de 20:4n6. Cuando se compararon los animales
normales y los diabéticos control se observd que los niveles de SFA, MUFA y
PUFA fueron semejantes lo que se reflejé en valores similares de UL Los DAG de
los animales tratados con ambas harinas mostraron menores indices de
insaturacion como consecuencia especialmente del descenso en los valores de
MUFA y de PUFA.

En lo referente a los AGL, tanto en los animales normales como en los
diabéticos control, los acidos grasos mayoritarios fueron 16:0, 18:0 y 18:1 que
representaron el 85 % del total de acilos (7abla 12). Luego de los tratamientos
con las harinas de cladodios y de semillas se registraron marcados aumentos en
los porcentajes de 16:0 y de 18:0, una disminucién significativa en 18:1 y un

descenso en el UL
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Tabla 10. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
acidos grasos de los triacilglicéridos hepaticos de ratas diabéticas.

Triacilglicéridos

Ac. Grasos Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas
14:0 0,37 £ 0,01 a 0,06 £ 0,01 a 2,72+0,23 c 1,32 + 0,08 b
14:1 0,10 £ 0,01 a 0,25+ 0,01 b 0,64 + 0,05 c 0,07 £ 0,02 a
15:0 0,46 + 0,01 ab 0,72+0,23 ab 0,17 +0,01 a 1,04 £ 0,29 b
15:1 0,10 + 0,01 a 0,09+ 0,01 a 0,41+ 0,01 b 0,09 + 0,03 a
16:0 26,56 + 0,23 a 32,02+0,55 a 30,43 + 0,06 a 48,84 + 1,39 b
16:1 2,65 + 0,02 b 4,09 £0,74 c 0,76 + 0,06 a 2,62+0,24 b
17:0 0,40 + 0,01 a 1,16 +£ 0,27 ab 2,96 + 0,03 c 1,82+ 0,56 bc
17:1 0,37 +0,01 a 0,78+ 0,14 b 0,71+ 0,01 b 0,32+ 0,03 a
18:0 4,22 + 0,04 a 3,23+0,29 a 11,91+ 1,64 b 13,35+ 5,26 b
18:1 27,68 £ 0,24 bc 30,33+2,72 c 23,50 £ 0,23 b 16,28 + 1,74 a
18:2 25,56 + 0,22 d 20,23 +£0,72 c 11,31 £ 0,11 b 6,50 + 0,63 a
18:3n6 0,54 + 0,07 b 0,62 £ 0,01 b 0,21 £ 0,01 a 0,29 £ 0,09 a
18:3n3 1,59 + 0,01 b 1,09 + 0,26 ab 0,55+ 0,12 a 0,95+0,24 ab
20:3n6 0,25+ 0,01 b 0,27 + 0,03 b 2,37+ 0,02 c 0,05+ 0,01 a
20:4n6 3,69+ 0,03 c 2,51+ 0,04 b 3,561+ 0,03 c 1,92 + 0,06
20:4n3 0,54 + 0,05 a 0,37 +0,01 a 0,45+ 0,01 a 1,91+0,17 b
20:5n3 1,39+ 0,01 b 0,56 + 0,01 a 2,92+ 0,03 c nd
22:4n6 0,31+0,01 a 0,17 + 0,01 a 1,11 +0,01 a 1,01 +£0,48 a
22:5n3 1,15+ 0,07 a 1,69 £ 0,10 a 1,99 + 0,69 a 1,18 + 0,46 a
22:6n3 2,07 +£0,93 b 0,76 + 0,04 ab 1,38 £ 0,01 ab 0,46 + 0,04 a
SFA (nmol/mg prot.) 10,11 + 1,90 be 14,66 + 1,50 c 3,36 + 0,03 a 7,71+ 1,29 ab
MUFA (nmol/mg prot.) 9,76 £ 1,83 b 13,96 + 0,38 c 5,74 £ 0,07 a 2,27 £ 0,52 a
PUFA (nmol/mg prot.) 11,68 £ 1,92 b 10,75+ 1,23 b 1,80 £ 0,10 a 1,66 + 0,30
u 139,27 + 4,91 C 109,97 + 0,33 b 112,83+3,35 b 70,01 * 3,15

Los resultados se expresan en mol% y como valores medios = SD de seis muestras
independientes. Los mismos se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos. nd: no
detectado; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA:
acidos grasos poliinsaturados; UL indice de insaturacion.
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Tabla 11. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
acidos grasos de los diacilglicéridos de higado de ratas diabéticas.

Diacilglicéridos

Ac. Grasos Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas
14:0 0,36 + 0,06 a 2,50 £ 0,18 b 2,21 +0,31 b 2,42 +£ 0,33
14:1 0,31+ 0,10 a 0,55 + 0,06 a 0,61+0,11 a 1,22+0,29
15:0 2,40 + 0,42 ab 2,84 +0,21 c 1,41 +£ 0,04 a 1,97 £ 0,13 ab
15:1 0,05 £ 0,02 a 0,03 £0,01 a 0,32 £ 0,09 b 0,06 £ 0,01
16:0 22,85+ 3,17 a 23,26 +1,72 a 36,41 +2,13 b 32,19+1,81
16:1 4,63 +1,08 c 2,49 £ 0,18 b 0,22 £ 0,01 a 7,55+ 0,43 d
17:0 0,40 £ 0,02 a 0,49 + 0,07 ab 1,17+ 0,13 c 0,86 + 0,17 bc
17:1 5,09 £ 0,68 c 3,38 +£0,25 b 0,48 £ 0,10 a 0,84 £ 0,56 a
18:0 14,38 + 2,27 a 13,67 + 0,24 a 29,44 + 1,76 c 21,97 +2,71 b
18:1 13,43 + 2,58 a 15,90 + 1,18 a 13,40 = 5,17 a 11,41 +1,94 a
18:2 5,67 £ 0,88 [« 3,92 £ 0,07 b 1,31+ 0,08 a 1,64 + 0,46 a
18:3n6 4,32 £0,92 a 3,69+0,27 a 2,05+ 1,29 a 2,63+ 0,55 a
18:3n3 0,11 £ 0,02 a 0,16 £ 0,02 a 0,67 £ 0,09 c 0,39 £ 0,09 b
20:4n6 11,53 + 2,77 b 9,15+ 2,32 b 2,01 £0,12 a 2,74 £ 0,62 a
20:4n3 4,53 +1,16 ab 6,74 + 2,59 b 2,40 + 0,51 a 3,76 + 0,23 ab
22:4n6 3,61+0,82 b 3,61 0,27 b 1,00 £ 0,11 a 1,65+0,17 a
22:5n3 1,39+ 0,19 a 1,63 + 0,37 a 1,08 £ 0,17 a 1,44+ 0,70 a
22:6n3 4,95+ 1,55 a 5,99 £ 0,44 a 3,83+£0,34 a 5,28 + 0,64 a
SFA (nmol/mg prot.) 1,26 £ 0,19 a 1,75+0,38 a 1,66 £ 0,31 a 1,24 +0,14 a
MUFA (nmol/mg prot.) 0,73 + 0,05 b 0,91+0,17 b 0,34 + 0,08 a 0,44 + 0,05 a
PUFA (nmol/mg prot.) 1,12 £ 0,05 b 1,45 £ 0,53 b 0,34 + 0,08 a 0,41 + 0,03 a
u 176,05 + 11,46 c 177,87 + 11,52 C 84,12 + 1,87 a 11590+4,70 b

Los resultados se expresan en mol% y como valores medios + SD de seis muestras
independientes. Los mismos se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos. SFA: acidos
grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos
poliinsaturados; UL indice de insaturacion.
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Tabla 12. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
acidos grasos libres de higado de ratas diabéticas.

Acidos grasos libres

Ac. Grasos Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas

16:0 55,06 + 0,04 a 55,99 + 0,13 a 64,32 + 1,77 b 63,46 + 2,27 b
16:1 2,75 0,01 b 2,82 + 0,62 b 0,86 £ 0,21 a 1,16 + 0,04 a
17:0 1,29 + 0,05 a 1,87 £ 0,07 ab 2,56 + 0,37 b 2,50 + 0,39 b
18:0 19,25 + 0,29 a 19,17 £ 0,92 a 26,81 + 1,29 b 27,80 +£1,71 b
18:1 9,23+0,72 b 9,66 + 0,57 b 0,82 + 0,02 a 0,23 + 0,01 a
18:2 2,41 + 0,25 b 3,34+0,34 c 0,19 + 0,03 a 0,15 + 0,04 a
18:3n6 0,31 +0,01 a 0,19 + 0,01 a 0,23+ 0,04 a 0,22 + 0,08 a
18:3n3 0,61 + 0,01 a 0,65 + 0,07 a 0,58 + 0,09 a 0,68 + 0,05 a
20:4n6 2,52 +0,18 b 2,22 + 0,36 b 0,53+0,17 a 0,48 + 0,16 a
20:4n3 0,81 + 0,01 c 0,23 + 0,01 a 0,60 + 0,02 b nd

22:4n6 1,50 + 0,01 b 1,11 + 0,01 ab 0,76 £ 0,12 a 0,82 + 0,28 a
Otros 4,25 + 0,02 c 2,76 + 0,16 b 1,73+0,14 a 2,50+ 0,31 b
SFA (nmol/mg prot.) 1,82 + 0,54 a 2,62 + 0,19 ab 3,42 +0,38 b 3,23+0,49 b
MUFA(nmol/mg prot.) 0,29 + 0,07 b 0,43 + 0,08 c 0,06 + 0,01 a 0,05 + 0,01 a
PUFA (nmol/mg prot.) 0,20 + 0,07 b 0,26 + 0,01 b 0,11 + 0,02 a 0,08 + 0,01 a
ul 44,49 + 0,61 b 40,06 + 0,86 b 13,82 + 0,91 a 11,04 + 2,15 a

Los resultados se expresan en mol% y como valores medios + SD de seis muestras
independientes. Los mismos se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos. nd: no
detectado; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA:
acidos grasos poliinsaturados; UL indice de instauracion.

Al igual que en el caso de los lipidos plasmaticos, se establecié una
relacion entre los niveles de los lipidos de las harinas de la planta y los lipidos
hepaticos de las ratas diabéticas tratadas. Se determind que, en las dosis diarias
suministradas, los fosfolipidos de las harinas de cladodios y de semillas
representan solamente el 0,014 % y el 0,005 %, respectivamente, de los
fosfolipidos totales del higado de una rata. Los lipidos neutros totales de las
harinas de cladodios y de semillas representan el 0,52 % y el 1,94 %,
respectivamente, del total de lipidos neutros hepaticos. Ademas, la composicion

de acidos grasos de los lipidos de las harinas de la planta es muy diferente al
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perfil de acilos determinado en los lipidos hepaticos. Este analisis permite

descartar la incidencia de los lipidos de la planta sobre los resultados.

II. 3. 6. Efectos sobre parametros de la funcion del rifion y sobre /a
histologia y el contenido y la composicion lipidica del organo

Teniendo en cuenta que el rifidn es uno de los 6rganos mas afectados por
la diabetes, se evaluaron distintos aspectos del mismo. En ninguno de los
grupos de animales analizados se observaron alteraciones del 6rgano a nivel
macroscopico. El peso relativo fue significativamente mas alto en los animales
diabéticos control y no se registraron cambios con el suministro de las harinas
de la planta (Figura 51 A). El contenido proteico se mantuvo constante en las

diferentes situaciones experimentales (Figura 51 B).
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Figura 51. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre el
peso relativo (A) y el contenido proteico (B) de los rifiones de ratas diabéticas. Los
valores representan la media + SD de seis muestras independientes y se compararon
con la prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias
significativas (p< 0,05).
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Cuando se compararon los niveles plasmaticos de creatinina y de urea, en
ratas normales y en ratas diabéticas control, se observd un leve aumento en los
animales diabéticos que no fue estadisticamente significativo (Figura 52). Los
tratamientos con las harinas de cladodios y de semillas tendieron a llevar los

valores de ambos compuestos a los registrados en los animales normales.
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Figura 52. Efectos de la administracion oral de las harinas de cladodios y de
semillas de Opuntia megapotamica sobre los niveles de creatinina (A) y de urea
(B) plasmaticas de ratas diabéticas al finalizar el periodo experimental. Los valores
representan la media + SD de seis muestras independientes y se compararon con la
prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<
0,05).

En la 7abla 13 se muestran los efectos de Opuntia megapotamica sobre
diferentes parametros analizados en orina. En los animales diabéticos control,
cuando se los comparé con el grupo normal, se determinaron aumentos
significativos en el volumen de orina eliminado en 24 horas, en la glucosuria, en

la albuminuria y en el aclaramiento de creatinina sugiriendo un posible

compromiso glomerular derivado del estado diabético. En general, las harinas
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de la planta no tuvieron efecto sobre los parametros medidos salvo en la
albuminuria y en el aclaramiento de creatinina cuyos valores registraron una
leve disminucién. El ionograma urinario se mantuvo constante en todos los
grupos de animales aunque la potasiuria aumentd con la induccion de la
diabetes volviendo a los valores normales luego del tratamiento con la harina

de semillas.

Tabla 13. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre
parametros urinarios de ratas diabéticas

Parametros Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas
V (ml/24 hs) 1213 +£319 a 2870+530 b 2938+547 b 2688+802 b
Glucosuria (g/1) nd 86,75+559 a 8260+839 a 9167+1232 a
Albuminuria (mg/24 hs) 942 +434 a 11485+4201 b 7529+2784 b 7645+2787 b
Ccr (ml/min/kg PC) 057+021 a 180+051 b 135+022 b 123+026 ab
Natriuria (mEg/I) 54,50 + 1250 a 4750+ 1287 a 4751+332 a 5451+1258 a
Potasiuria (mEg/1) 7850+ 250 a 9273+1345 b 7495+429 a 9202+1131 b
Cloruria (mEg/l) 51,00 £ 803 a 4825+1379 a 4300+913 a 5452+1436 a

Los valores representan la media + SD de seis muestras independientes y se
compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0,05). V: volumen de orina; Ccr: aclaramiento de creatinina.

Complementariamente, se llevaron a cabo estudios histopatologicos cuyos
resultados se muestran en la Figura 53. En los preparados histologicos de las
ratas normales se visualizaron los corpusculos renales que se presentan como
estructuras esferoidales relativamente grandes y que estan rodeados por los
tubulos contorneados en su mayoria ovalados y circulares. En las ratas
diabéticas control se observd un engrosamiento de las paredes capilares de los
glomérulos y un aumento estadisticamente significativo del area glomerular que
podrian relacionarse con el deterioro inicial producido por la enfermedad y que
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estdn en consonancia con el ya mencionado aumento en los valores del
aclaramiento de creatinina. Los tratamientos con las harinas de la planta no
tuvieron efecto a nivel de las paredes de los capilares pero disminuyeron los
valores del area glomerular. Tanto en las ratas diabéticas control como en las
tratadas se observé la presencia de material proteinaceo en la luz de algunos
tubulos que se puede correlacionar con los altos niveles de albuminuria
determinados. El hecho de que los tubulos renales no presenten alteraciones

permitiria descartar un efecto téxico secundario de la STZ.
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Figura 53. Fotomicrografias (400X) de secciones de riiones de ratas normales y
diabéticas control y tratadas con Opuntia megapotamica (A). Area glomerular (B).
Las muestras se fijaron en formaldehido al 10 %, se lavaron, se deshidrataron y se
embebieron en parafina. Se cortaron en secciones de 5 pm de espesor y se tifieron con
hematoxilina-eosina. CE: capilares con paredes engrosadas; G: Glomérulo o corpusculo
renal; MP: material proteinaceo; T: tubulo renal. Los valores se compararon con la
prueba post hoc de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p<
0,05).
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El analisis de los lipidos renales mostré que el contenido total de
fosfolipidos fue similar en los animales normales, diabéticos control y diabéticos
tratados con la planta (Figura 54 ). En todos los casos, fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina fueron los fosfolipidos mayoritarios seguidos por
esfingomielina, difosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y éacido
fosfatidico. La administracion de las harinas de cladodios y de semillas no tuvo

efecto sobre el nivel de los fosfolipidos individuales.
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Figura 54. (Continla en la pagina siguiente)
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Figura 54. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre el nivel
de los fosfolipidos renales de ratas diabéticas. Los valores representan la media + S.D.
de seis muestras independientes y se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni.
Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). PL: fosfolipidos totales; PC:
fosfatidilcolina; PE: fosfatidiletanolamina; SM:esfingomielina; DPG: difosfatidilglicerol o
cardiolipina; PIL fosfatidilinositol; PS: fosfatidilserina; PA: acido fosfatidico.
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Con respecto a los lipidos neutros, en los animales diabéticos control se
observd un aumento en los niveles de TAG, DAG y AGL cuando se compard con
las ratas normales (Figura 55 ). Luego de la administracion de la harina de
cladodios, los valores de TAG y DAG tendieron a acercarse a aquellos
registrados en los animales normales. La harina de semillas produjo efectos
similares mas significativos. En los AGL la disminucion mas marcada se observo
con la harina de cladodios. Los niveles de colesterol (dosado con un kit
enzimatico) fueron similares en todas las condiciones analizadas.

Tanto en los animales normales como en los diabéticos control, los
principales acidos grasos de los TAG fueron 16:0, 18:1, 18:2 y 18:0 que reunieron
alrededor del 90 % del total (7abla 14 ). La administracion de ambas harinas
significativamente disminuyo los niveles de 16:0, aumento los niveles de 18:2 y
de 20:4n6 e incremento los indices de insaturacion. Ademas, la harina de
cladodios determind un aumento en 18:3n3.

Con respecto a los DAG, en las ratas normales los principales acidos grasos
fueron 18:2 y 18:1 seguidos por 16:0, 18:0 y 20:4n6 que representaron en
conjunto alrededor del 70 % del total de acilos (7abla 15 ). En las ratas
diabéticas control los acidos grasos mayoritarios fueron los mismos pero se
registré6 un aumento significativo en 18:2 y un marcado descenso en 18:3n3. Se
observd ademas una leve tendencia al aumento en 180 y 18:1. Lla
administracion de la harina de cladodios determindé una disminucion

significativa en 18:2 que retorn6 a los valores normales y una tendencia al
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aumento en 18:0. El efecto de la harina de semillas se observé solamente en una
tendencia al aumento en los niveles de 18:0 y de 18:1. Los valores de UI fueron
similares en las distintas situaciones experimentales.

En lo referente a la fraccion de AGL, tanto en las ratas normales como en
las ratas diabéticas control los acidos grasos mayoritarios fueron 16:0 y 18:0,
que reunieron cerca del 80 % del total de acilos, sequidos por 18:1y 18:2 (7abla
16). La induccion de la diabetes generd descensos marcados en 16:0, 18:3n3 y
20:4n6 y un aumento significativo en 18:0. Luego de los tratamientos con ambas
harinas se registraron disminuciones significativas en los niveles de 16:0y 18:0 y
aumentos marcados en 181, 18:2, 18:3n3, 20:4n6 que se reflejaron en

incrementos en el indice de insaturacion.
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Figura 55. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
niveles de los lipidos neutros renales de ratas diabéticas. Los valores representan la
media + SD de seis muestras independientes y se compararon con la prueba post hoc
de Bonferroni. Las letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). TAG:
triacilglicéridos; DAG: diacilglicéridos; AGL: acidos grasos libres; CT: colesterol total.
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Tabla 14. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
acidos grasos de los triacilglicéridos renales de ratas diabéticas.

Triacilglicéridos

Ac. Grasos Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas

14:0 1,33+0,15 c 0,40 + 0,13 b 0,01 + 0,001 a 0,48 + 0,06 b
14:1 0,07 + 0,02 a nd 5,72 + 2,23 b nd

15:0 0,68 + 0,28 b 0,54 + 0,10 ab 0,29 + 0,15 ab 0,16 + 0,02 a
15:1 0,14 + 0,01 b nd nd 0,05 + 0,01 a
16:0 36,47 + 8,79 b 35,13+ 1,08 b 9,00 + 1,16 a 15,30 + 1,95 a
16:1 3,42+1,28 ab 4,99 + 1,74 b 0,48 + 0,06 a 0,71+ 0,21 a
17:0 0,92 + 0,21 a 1,16 £ 0,24 a 1,00 £ 0,35 a 0,46 + 0,33 a
17:1 0,06 + 0,01 b 0,47 + 0,01 d 0,003 + 0,001 a 0,10 + 0,01 c
18:0 11,90 + 2,87 a 10,49 + 0,83 a 8,88+ 1,15 a 10,75 + 1,63 a
18:1 26,12 + 5,46 a 23,72+ 0,73 a 21,36 + 0,60 a 25,70 + 2,04 a
18:2 16,42 + 6,41 a 20,12 + 0,62 a 28,50 + 4,82 ab 36,12 + 6,04 b
18:3n6 0,38 + 0,06 a 0,75+ 0,20 ab 0,95+ 0,21 b 0,93 +0,12 b
18:3n3 1,29+0,31 a 0,49 + 0,02 a 8,57 + 3,04 b 0,71 + 0,09 a
20:3n6 0,16 + 0,02 a 0,42 + 0,18 ab 1,73 £ 0,99 b 1,12 + 0,37 ab
20:4n6 0,30 + 0,07 a 0,64 + 0,02 a 5,27 + 1,35 b 3,97 + 0,31 b
20:4n3 0,12 + 0,03 a 0,55 + 0,03 c 0,43 + 0,06 b 0,36 + 0,03 b
20:5n3 0,05 + 0,01 a 0,13 + 0,002 a 2,16 + 0,98 b 1,83+0,41 b
22:4n6 0,09 + 0,01 a nd 0,18 + 0,07 a 0,37 £ 0,10 b
22:5n3 0,03 + 0,01 a nd 1,14 + 0,57 b 0,20 + 0,01 a
22:6n3 0,05 + 0,01 a nd 4,31 + 0,55 b 0,67 + 0,01 a
SFA (nmol/mgr proteina) 13,13 + 3,25 b 18,75 + 0,97 b 6,69 * 2,46 a 5,09 + 0,27 a
MUFA (nmol/mgr proteina) 7,59+1,42 ab 11,45+ 0,44 b 9,40 + 2,41 b 5,01 +0,42 a
PUFA (nmol/mgr proteina) 4,83 + 1,55 a 9,07 + 0,54 ab 18,33 £ 5,82 b 8,90 + 2,53 a
ul 73,38 + 17,30 a 82,55+ 0,34 a 194,42 +17,62 c 144,07 £9,37 b

Los resultados se expresan en mol% y como valores medios + SD de seis muestras
independientes. Los mismos se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos. nd: no
detectado; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA:
acidos grasos poliinsaturados; UL indice de insaturacion.
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Tabla 15. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
acidos grasos de los diacilglicéridos renales de ratas diabéticas.

Diacilglicéridos

Ac. Grasos Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas

14:0 0,16 + 0,02 c 0,01 + 0,001 a 0,06 + 0,01 b 0,01 + 0,001 a
14:1 0,24 + 0,03 a 0,01 + 0,001 a 0,31 + 0,03 a 0,30+ 0,17 a
15:0 0,17 + 0,03 a 0,19 + 0,09 a 0,12 + 0,01 a 0,10 + 0,01 a
15:1 2,65+ 1,34 a 0,08 + 0,01 a 0,80 + 0,06 a 0,29 + 0,03 a
16:0 9,63+ 1,23 a 10,42 +1,74 a 10,32 £ 2,05 a 8,44 + 2,07 a
16:1 4,07+ 1,31 a 2,20 + 0,37 a 1,39+0,13 a 1,32+0,78 a
17:0 0,42 + 0,06 a 0,38+ 0,16 a 0,49 + 0,05 a 0,37+ 0,13 a
17:1 3,08+ 1,51 a 0,13 + 0,02 a 0,81 + 0,08 a 0,39 + 0,04 a
18:0 6,75+ 0,23 a 8,84 +1,39 ab 11,31 +1,33 b 10,42 + 1,16 b
18:1 13,30 + 0,64 a 15,46 + 2,99 ab 13,73 +£1,32 ab 17,87 +2,80 b
18:2 36,73 + 3,26 a 50,78+7,70 b 36,64 + 3,51 a 47,44%6,70 b
18:3n6 3,74+ 0,88 b 0,87 + 0,15 a 1,83+0,18 a 0,38 + 0,15 a
18:3n3 2,82+0,48 b 0,73+0,12 a 0,83 + 0,08 a 0,76 + 0,42 a
20:3n6 1,13+0,21 a 1,32+0,21 a 1,16 £ 0,11 a 1,44 +0,14 a
20:4n6 4,53 + 0,33 a 5,07 + 0,53 a 6,23 + 1,47 a 5,85+ 0,98 a
20:4n3 2,07 £ 0,27 b 0,44 + 0,07 a 5,29 + 1,05 c nd

20:5n3 1,61+0,20 b 0,01 + 0,005 a 0,39 + 0,04 a 0,40 + 0,10 a
22:4n6 1,52 +0,33 a 0,49 + 0,05 a 0,78 + 0,07 a 0,81 + 0,39 a
22:5n3 0,54 + 0,06 a 1,87 +0,23 a 1,52+0,21 a 2,07 + 0,36 a
22:6n3 3,95+ 0,45 b 0,71 + 0,04 a 6,00 + 0,58 c 1,33+0,52 a
SFA (nmol/mgr proteina) 2,10 £ 0,47 ab 4,01 +0,69 b 2,78 £ 0,99 ab 1,24 +£0,23 a
MUFA (nmol/mgr proteina) 2,88+ 0,77 ab 3,61 +£0,70 b 2,07 £ 0,27 ab 1,32 +£0,34 a
PUFA (nmol/mgr proteina) 7,47 + 2,16 ab 12,59+1,33 b 7,41 +1,37 ab 3,94 + 0,96 a
ul 194,99 + 11,23 a 169,37 + 14,90 a 198,38 +13,31 a 173,08+ 11,31 a

Los resultados se expresan como mol% y como valores medios + SD de seis muestras
independientes. Los mismos se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos. nd: no
detectado; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA:
acidos grasos poliinsaturados; UL indice de insaturacion.
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Tabla 16. Efectos de la administracion oral de Opuntia megapotamica sobre los
acidos grasos libres de rifion de ratas diabéticas.

Acidos grasos libres

Ac. Grasos Control Normal Control Diabético Cladodios Semillas
16:0 43,60 * 3,40 c 34,02 £ 1,62 b 13,40 £ 0,32 a 18,30 + 0,27 a
16:1 2,39+0,31 c 1,14 + 0,06 b 0,51 £ 0,09 a 5,64 + 1,08 c
17:0 1,65+ 0,20 c 1,51+0,11 c 1,19+0,11 b 0,77 £0,01 a
18:0 33,67 £ 2,88 b 43,64 + 2,53 c 30,97 £ 3,89 b 15,44 £ 0,23 a
18:1 5,21 + 0,04 a 6,71£0,32 a 15,81 + 0,57 b 17,76 £ 0,26 c
18:2 3,41+0,14 a 4,70 + 0,56 a 12,94 + 0,67 b 12,54 + 0,53 b
18:3n6 0,58 + 0,12 a 1,38 £ 0,07 b 1,15+ 0,24 b 6,23 + 0,09 c
18:3n3 0,48 + 0,01 a nd 0,72 £ 0,02 b 5,00 + 0,07 c
20:3n6 0,83+0,01 a 1,00 + 0,05 a 1,62 + 0,42 a 1,40 + 0,35 a
20:4n6 0,38+ 0,03 a nd 9,97 + 0,51 c 3,99 +0,22 b
20:4n3 1,46 + 0,02 a 1,87 + 0,09 a 2,41 + 0,56 ab 3,24 + 0,05 b
20:5n3 2,37 £ 0,50 ab 1,44 + 0,05 a 4,53+0,12 c 4,28+1,04 bc
22:4n6 nd 0,30 £ 0,01 a 1,34+0,35 b 2,19+0,21 c
Otros 3,97 £ 0,55 a 2,30 £ 0,87 a 3,45+0,91 a 3,22 £ 0,62 a
SFA (nmol/mgr proteina) 3,48 £ 0,68 b 5,93+0,14 a 1,25+ 0,16 a 2,10 +£ 0,40 a
MUFA (nmol/mgr proteina) 0,38 £ 0,07 a 0,68 + 0,02 a 0,48 + 0,05 a 1,39 £ 0,26 b
PUFA (nmol/mgr proteina) 0,46 + 0,07 a 0,85+ 0,03 a 0,97 £ 0,12 a 2,45+0,51 b
9] 49,80 + 2,40 a 48,40 + 1,92 a 145,61+0,71 b 153,26 + 3,36 Cc

Los resultados se expresan como mol% y como valores medios + SD de seis muestras
independientes. Los mismos se compararon con la prueba post hoc de Bonferroni. Las
letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos. nd: no
detectado; SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA:
acidos grasos poliinsaturados; UL indice de insaturacion.

También para los lipidos renales de las ratas diabéticas tratadas se
establecié una relacion con los lipidos de las harinas de la planta. En las dosis
diarias suministradas, se determindé que los fosfolipidos de las harinas de
cladodios y de semillas representan solamente el 0,06 % y el 0,02 %,
respectivamente, de los fosfolipidos totales renales de una rata. Los lipidos
neutros totales de las harinas de cladodios y de semillas representan el 1,73 % y
el 6,42 %, respectivamente, del total de lipidos neutros renales. La composicion
de acidos grasos de los lipidos de las harinas de la planta es muy diferente al
perfil de acilos determinado en los lipidos del rifidn. También en este caso, se

puede descartar la incidencia de los lipidos de la planta sobre los resultados.
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RESULTADOS — CAPITULO II

Los datos presentados en este capitulo indican que las harinas de
cladodios, de pulpa y de semillas de Opuntia megapotamica tienen un marcado
efecto anti-hiperglucemiante en ratas con hiperglucemia transitoria.

En las ratas diabéticas, las harinas de cladodios y de semillas no afectan los
niveles basales de glucosa aunque se determin6 un aumento significativo en los
niveles plasmaticos de insulina cuando se compararon los grupos diabéticos
tratados con el grupo diabético control y un mejoramiento en la estructura del
pancreas. Las harinas de la planta disminuyen los niveles plasmaticos de
triacilglicéridos, acidos grasos libres, colesterol total, LDL-c y VLDL. También
reducen las cantidades de triacilglicéridos y diacilglicéridos hepaticos y renales y
de los acidos grasos libres de rifidn. A través de parametros bioquimicos y de
estudios histopatoldgicos se determind que ambas harinas mejoran
notoriamente el funcionamiento hepatico y en menor grado el funcionamiento

renal.
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La diabetes es una enfermedad metabdlica que afecta a un alto porcentaje
de la poblacion en diversos paises del mundo constituyendo un problema de
salud de gran impacto social y econémico, especialmente en los paises en vias
de desarrollo. A pesar de los importantes avances en las terapias que permiten
un mejor control de la glucemia y reducen la tasa de mortalidad de la
enfermedad, existen complicaciones a largo plazo que incrementan la morbi-
mortalidad de los pacientes diabéticos y empeoran su calidad de vida.

Generalmente, esta patologia es tratada con insulina y con diferentes tipos
de agentes sintéticos hipoglucemiantes y/o hipolipemiantes orales. Por otro
lado, actualmente se emplean en forma complementaria distintas drogas
vegetales y férmulas poliherbales cuya eficacia se basa en la accion sinérgica de
sus compuestos bioactivos (Elosta y col., 2012; El-Abhar y Schaalan, 2014;
Ezuruike y Prieto, 2014; Ghorbani, 2014; Jain y Jangir, 2014; Parasuraman y col.,
2014).

Los cactus del género Opuntia (principalmente la especie Opuntia ficus-
indica) se ubican entre los productos naturales tradicionales mas empleados,
sobre todo en México, para el tratamiento popular no convencional de la
diabetes (Shapiro y Gong, 2002; Cefalu y col., 2011; Xie y Du, 2011; Rubio-Ruiz y
col.,, 2013; Heinrich y col., 2014; Lopez-Romero y col., 2014b). En lo referente a la
especie nativa Opuntia megapotamica, aun no se han realizado estudios pre-
clinicos que permitan evaluar su potencial efecto benéfico en el tratamiento de

la diabetes. Con esta finalidad, en este trabajo de Tesis se evalud la toxicidad de
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las harinas de de cladodios, de pulpa de frutos y de semillas de Opuntia
megapotamica en ratas normales y se analizaron sus efectos sobre la glucemia y
los lipidos en ratas normales con hiperglucemia transitoria y en ratas diabéticas.

En el Capitulo I se muestran los resultados de los estudios de toxicidad
aguda y sub-aguda en los cuales se administraron a los animales dosis maximas
de las diferentes harinas. En ambos estudios, no se registraron signos de agonia
ni casos de mortalidad, el comportamiento de los animales fue normal y no se
observaron alteraciones en el aspecto externo, en las actividades fisiologicas ni
en el peso corporal (Figuras 4y 14). En coincidencia, en un estudio de toxicidad
aguda realizado en ratones a los que se les administré dosis crecientes de aceite
de semillas de O. ficus-indica, por via oral e intraperitoneal, no se encontraron
alteraciones ni en el comportamiento ni en la actividad autondémica y no se
registraron casos de mortalidad (Berraaouan y col., 2014).

En general, los parametros hematologicos y bioquimicos se mantuvieron
constantes sugiriendo una buena tolerancia a las harinas de Opuntia
megapotamica (Tablas 1, 3y 4 ). En forma similar, el tratamiento durante un
periodo de 4 semanas con harinas de cladodios y de frutos de O. ficus-indica'y
con polisacaridos aislados de sus cladodios, tampoco tiene efectos negativos
sobre los parametros hematologicos y bioquimicos (Grube y col., 2013).

En lo referente a los lipidos y lipoproteinas plasmaticos, el estudio de
toxicidad aguda con la harina de semillas evidencié una disminucién en los

niveles de CT, LDL-c y riesgo aterogénico con respecto a la harina de pulpa
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pero, en ninguno de los dos casos, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con el grupo control (Figura 5 ). En los machos sometidos al
estudio de toxicidad sub-aguda solo se registraron variaciones a nivel de LDL-c
en el grupo tratado con la harina de semillas (Figura 15). En las hembras, la
harina de pulpa produjo una disminucion en los valores de CT, HDL-c y LDL-c
mientras que el riesgo aterogénico se mantuvo constante (Figura 16 ). Sin
embargo, la harina de cladodios provocé una disminucion solo a nivel de HDL-c.
De igual manera, Saleem y col. (2005) demostraron que la administracion del
extracto metandlico de cladodios de O. diflenii y de un componente aislado,
opuntidsido-1, a ratas Sprague-Dawley de ambos sexos, no produce variaciones
significativas en los niveles de CT.

Como ya se menciond, no existen en la bibliografia estudios toxicolégicos
integrales del género Opuntia. Sin embargo, en algunas especies se determind
que dosis menores a las que se emplean en los estudios toxicologicos tienen
diversos efectos benéficos. En este trabajo de Tesis, en ambos estudios de
toxicidad no se registraron alteraciones en el peso ni en el tamafio de todos los
organos examinados (7ablas 2, 5y 6). Complementariamente, las observaciones
macroscopicas y los estudios histopatolégicos mostraron una arquitectura
normal de bazo, pancreas, estbmago, duodeno, ileon y colon (Figuras de 8a 13
y de 22 a 33). En el mismo sentido, la administracion oral de dosis elevadas de
un extracto metandlico de cladodios de O. dillenii'y del opuntidsido-1, a ratas y

ratones, no produce cambios en la morfologia del bazo aunque el opuntiésido-
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1 determina aumentos en el tamafo y alteraciones histologicas severas de este
organo (Saleem y col, 2005). Estudios histopatolégicos del bazo de ratas
tratadas con frutos de O. wulgaris indican que la planta reduce las lesiones
producidas por el suministro de metanol y sugieren que este efecto podria
deberse a la modulacion de la actividad de enzimas antioxidantes y a la
inhibicion de la peroxidacién lipidica (Saoudi y col., 2011). Polisacaridos aislados
de O. dillenii en ratones inmunosuprimidos aumentan la proliferacién de
linfocitos en el bazo mejorando la funcion inmune (Zhao y col., 2012).

Con respecto al estbmago, pre-tratamientos con cladodios (liofilizados o
en extracto etandlico, compuestos principalmente por mucilagos y pectinas),
con frutos (jugo o extracto etandlico, ricos en betalainas) o con flores (extracto
metandlico, ricas en polisacaridos y compuestos fendlicos) de O. ficus-indica
tienen un efecto protector sobre la mucosa gastrica en casos de Ulceras
inducidas por estrés o por exposicion al etanol y también revierten las
alteraciones de la gastritis cronica debido, en parte, al elevado contenido de
mucilagos de la planta que evitaria la penetracion del agente necrotizante en la
mucosa gastrica (Park y col., 1998; Galati y col,, 2007; Alimi y col., 2011; Kim y
col,, 2012). Ademas, las interacciones moleculares entre los monosacaridos del
mucilago y los fosfolipidos mayoritarios de la membrana plasmatica,
producirian cambios en la actividad de las proteinas asociadas a membrana
durante el proceso de curacion del dafo crénico de la mucosa gastrica

(Vazquez-Ramirez y col., 2006). Por otro lado, las betalainas y pectinas de la
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planta intervendrian en la regeneracién de la mucosa gastrointestinal por la
estimulacién de la produccion de mucus (Kaur y col, 2012). La actividad
antiulcerogénica del extracto de flores se deberia posiblemente a dos efectos
sinérgicos: antioxidante y antihistaminico (Alimiy col., 2011).

En lo referente al colon, estudios /n vitro demostraron que la harina de
cladodios de distintas especies silvestres y cultivadas de Opuntia (O. ficus-
indica, O. streptacantha, O. hyptiacantha, O. megacanthay O. albicarpa) tiene un
efecto inhibitorio sobre el desarrollo de enfermedades asociadas al estrés
oxidativo debido a las propiedades antioxidantes del acido fendlico y de los
flavonoides (Keller y col., 2015). Las indicaxantinas, betalainas amarillentas
presentes en grandes cantidades en el fruto de O. ficus-indica, modulan el
proceso inflamatorio en la linea celular humana de cancer de colon Caco-2
(Tesoriere y col., 2014) y tienen un efecto espasmolitico benéfico a nivel del
ileon (Baldassano y col., 2011).

Con referencia a los efectos de Opuntia megapotamica sobre higado vy
rindn, en el estudio de toxicidad aguda la exposicion a la harina de pulpa no
produjo efectos toxicos (Figuras 6y 7). La harina de cladodios afectd solo la
arquitectura del rindn mientras que la harina de semillas generd algunas
alteraciones histolégicas leves en ambos 6rganos. Sin embargo, no se
observaron variaciones en los pardmetros bioquimicos relacionados con la
funcion hepatica (fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa, aspartato

aminotransferasa y gamma-glutamil transferasa) ni en los vinculados con la
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funcidn renal (cretinina y urea plasmaticas) (7abl/a 1). En el estudio de toxicidad
sub-aguda ninguna de las tres harinas tuvo efectos adversos sobre los érganos
(Figuras 17, 18 20y 21 ) ni sobre los parametros bioquimicos (7ablas 3y 4)
mencionados. Solo en una rata macho, a la que se le administré harina de
semillas, se observaron dafios focales reflejados en una vacuolizacién a nivel
centro-lobulillar y unos pocos hepatocitos balonizados (Figura 19). Se describid
que dosis elevadas de un extracto metandlico de cladodios de O. dillenii
desorganizan drasticamente la estructura del higado solo cuando se las
administra por via intraperitoneal (Saleem y col.,, 2005). Un estudio de toxicidad
aguda con O. ficus-indica, en el que se determind la dosis letal 50 % (LDsp),
demostré que el aceite de semillas tiene baja toxicidad (Boukeloua y col., 2012).
El mismo tipo de estudio realizado con un extracto metandlico de semillas de O.
_Jjoconostle no evidencio efectos toxicos (Osorio-Esquivel y col., 2012).

Por otro lado, numerosos trabajos llevados a cabo en distintas especies de
Opuntia, empleando dosis menores, describieron efectos hepatoprotectores y
reversion de los dafios inducidos por distintos agentes. Asi, la medicion de
enzimas marcadoras de la funcién hepatica mostré que dosis altas de extractos
acuosos de cladodios de O. ficus-indica no solo no producen efectos
hepatotoxicos en ratas sino que revierten los daflos generados por un
insecticida organofosforado (Ncibi y col, 2008) o por la administracion de
niquel (Hfaiedh y col., 2008). El jugo de frutos de la misma especie de Opuntia

atenua los efectos generados por la administracién de etanol pues disminuye la
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oxidacion lipidica y proteica, inhibe las alteraciones en las enzimas antioxidantes
y la liberacion de las enzimas marcadoras hepaticas y reduce las lesiones
histoldgicas (Alimi y col. 2012; Alimi y col., 2013). También, extractos acuosos de
frutos de O. wulgaris evitan las alteraciones histologicas hepaticas y el dafio
oxidativo que genera la administracion de metanol, posiblemente por su
contenido elevado de polifenoles y carotenoides, (Saoudi y col., 2012).

Con respecto al rifidn, el suministro intraperitoneal del extracto metandlico
de O. dillenii en dosis elevadas no produce dafos (Saleem y col., 2005). En el
caso de O. megacantha, la administracion oral de un extracto etandlico de
cladodios aumenta los niveles plasmaticos de urea y creatinina si bien es
necesario tener en cuenta que en este estudio no se realizaron evaluaciones
histopatologicas (Bwititi y col, 2000). Estudios posteriores de los mismos
autores describen que el extracto etandlico de cladodios de la misma especie de
Opuntia tiene efectos benéficos relacionados con la excrecion renal de sodio y
el aclaramiento de creatinina en ratas diabéticas (Bwititi y col., 2001). Por otro
lado, extractos acuosos de frutos de O. vulgaris previenen los efectos renales
nocivos generados por la ingesta de metanol (Saoudi y col.,, 2012).

En conjunto, los resultados derivados de la evaluacion de la toxicidad
aguda y sub-aguda de Opuntia megapotamica indican que en general la
administracion oral de la harina de pulpa de frutos no produce efectos téxicos
en el modelo experimental utilizado. Sin embargo, la harina de cladodios en

altas dosis, genera alteraciones histolégicas a nivel del rifidn. La harina de
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semillas produce alteraciones similares en los riflones, aunque mas atenuadas, y
en ambos estudios de toxicidad genera modificaciones leves a nivel hepatico.
Ninguna de las alteraciones histoldgicas mencionadas en ambos 6rganos causé
signos clinicos y probablemente representen hechos fortuitos. Es necesario
puntualizar que las dosis empleadas en estos estudios de toxicidad son muy
superiores a las que se utilizan en otras especies de Opuntia con fines
nutricionales y/o terapéuticos. Estos estudios constituyen el primer analisis
toxicolégico completo realizado en el género Opuntia.

En el Capitulo II de este trabajo de Tesis se evalud, en primer término, el
contenido y la composicion de los lipidos de las harinas de cladodios y de
semillas de Opuntia megapotamica que, como ya se menciono, practicamente
no modifican el perfil de los lipidos plasmaticos, hepaticos y renales lo que
permitié descartar su incidencia sobre los resultados. Por otro lado, este estudio
posibilitd concretar, por primera vez, una caracterizacion lipidica de esta especie
de Opuntia.

Se determind que la harina de cladodios posee el doble de fosfolipidos
que la harina de semillas (Figura 34 ) mientras que en esta Ultima el contenido
de acidos grasos de los lipidos totales es muy superior, sugiriendo una mayor
contribucion de los lipidos neutros al contenido lipidico total (Figura 36 ). En
concordancia, las semillas liofilizadas de O. ficus-indica L. contienen grandes
cantidades de lipidos neutros (87 % del total) mientras que la pulpa posee un

mayor contenido de lipidos polares (53 %) (Ramadan y Moérsel, 2003; Feugang y
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col.,, 2006). En ambas harinas de Opuntia megapotamica los PUFA son los mas
abundantes y la harina de semillas posee el mayor Ul (Figura 37). En distintas
variedades de O. ficus-indica el aceite de semillas posee también un grado
elevado de insaturacion debido principalmente al aporte de los PUFA (60 % del
total) (Salvo y col., 2002; El Finti y col,, 2013) y los lipidos neutros son mas
insaturados que los lipidos polares (Ramadan y Moérsel, 2003).

El estudio de la composicion de acilos de los lipidos totales de Opuntia
megapotamica mostro que en la harina de cladodios el acido graso mayoritario
es el linoleico seguido por los acidos palmitico, oleico, linolénico y estearico
(7abla 7). En Opuntia Milpa Alta, los extractos de cladodios estan enriquecidos
también en los acidos linoleico, linolénico y palmitico (Luo y col., 2010). Por otro
lado, los componentes mayoritarios de los aceites esenciales de cladodios de O.
ficus-indica son compuestos derivados principalmente de los acidos grasos
linoleico y palmitico (Wright y Setzer, 2014).

Cuando se evalu6 la composicién de la harina de semillas de Opuntia
megapotamica se observd que también aqui el acido linoleico es el mas
abundante y que representa mas de la mitad del total de acilos seguido por los
acidos oleico, palmitico y estearico (7abla 7). Este perfil de acidos grasos
concuerda con el descripto en las semillas liofilizadas de O. ficus-indica
(Ramadan y Morsel, 2003) y en el aceite de semillas de O. stricta (Ennouri y col.,
2005), de O. dillenii (Ghazi y col., 2013) y de O. ficus-indica (Cogkuner y Tekin,

2003; Ennouriy col., 2006a; EI Mannoubiy col., 2009; Ozcan y Al Juhaimi, 2011;
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Tlili y col.,, 2011; Yeddes y col., 2012; El Finti y col., 2013).

Los acidos linoleico (omega-6) y a-linolénico (omega-3) son acidos grasos
esenciales para el ser humano y por ello su presencia en la dieta es fundamental
(Sinclair, 1990; Horrocks y Yeo, 1999; Calder y col,, 2010). En el caso del acido
linoleico, su importancia radica en su conversion en los acidos grasos
eicosatrienoico, araquiddnico y docosapentaenoico y en sustancias derivadas
tales como eicosanoides, hepoxilinas, lipoxinas, anandamida, leucotrienos y
prostaglandinas. Por su parte, el acido a-linolénico genera los acidos grasos
eicosapentaenoico y docosahexaenoico (Brenner, 2003).

Se ha demostrado que los acidos grasos insaturados poseen efectos
benéficos para la salud que incluyen el mejoramiento de patologias como la
diabetes, enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, hipertension,
aterosclerosis, cancer y enfermedades inflamatorias y del sistema inmune como
artritis reumatoide, psoriasis y dermatitis atopica, entre otras (Letawe y col.,
1998; Das, 2006; Calder y col., 2010; Simopoulos, 2013; Al-Khudairy y col., 2015;
Das, 2015; Kagohashi y Otani, 2015).

Las dietas occidentales, en general, poseen un alto porcentaje de acido
linoleico mientras que el acido linolénico, provisto generalmente por las partes
verdes de los vegetales o por algunos aceites de semillas como el de colza, se
encuentra en pequefas proporciones (Zhou y Nilsson, 2001). Cantidades
excesivas de acidos grasos poliinsaturados omega-6 y relaciones muy altas de

omega-6/omega-3 (15/1-20/1) promueven la génesis de alteraciones
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cardiovasculares, cancer y enfermedades inflamatorias y autoinmunes mientras
gue niveles aumentados de omega-3 (una baja relacién de omega-6/omega-3
de 2/1 a 5/1) ejercen efectos supresores dependiendo de la patologia
(Simopoulos, 2016).

En este trabajo de Tesis, se determind que la harina de cladodios de
Opuntia megapotamica tiene una relacidén 7/1 entre el acido linoleico y el acido
linolénico que resulta interesante para su potencial empleo como fuente natural
con fines alimenticios. En lo referente a la harina de semillas, se registré un
elevado contenido de acido linoleico y su relacion con el acido linolénico se
aparta de la recomendada tal como ocurre en aceites de consumo habitual
como los de maiz y de soja con los que comparte una composicion de acilos
similar (Tan y Che Man, 2000).

En la etapa siguiente del Capitulo I, utilizando como modelos
experimentales ratas normales con hiperglucemia transitoria y ratas con
diabetes inducida con STZ, se analizaron los posibles efectos anti-
hiperglucemiante e hipoglucemiante de las harinas de Opuntia megapotamica.

Los resultados de las pruebas orales de tolerancia a la glucosa (POTG)
mostraron que las tres harinas de Opuntia megapotamica tienen un marcado
efecto anti-hiperglucemiante (alrededor del 30 %) y producen un retorno mas
rapido de la glucemia a los valores registrados en condiciones de ayuno, de
manera similar a la droga hipoglucemiante de referencia, glimepirida (Figura

38. En el mismo sentido, una combinacién de extractos de cladodios y de piel
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de frutos de O. ficus-indica (OpunDia™) disminuye en un 13 % la glucemia de
hombres y mujeres prediabéticos y obesos a los 60 minutos de la sobrecarga de
glucosa (Godard y col., 2010). El aceite de semillas de la misma especie de
Opuntia tiene un efecto anti-hiperglucemiante postprandial del 40 % en ratas
normales (Berraaouan y col.,, 2014). En coincidencia con Opuntia megapotamica,
en POTG, la administracion de jugo de frutos frescos de O. dillenii a conejos
sanos tiene un efecto anti-hiperglucemiante del 50 % mientras que la glucemia
no disminuye cuando la sobrecarga de glucosa se administra por via
intravenosa. Por este motivo, los autores proponen que el efecto anti-
hiperglucemiante podria deberse principalmente a una disminucion de la
absorcion intestinal de glucosa (Perfumi y Tacconi, 1996). Las Opuntia se
caracterizan por un importante contenido de fibras solubles como pectinas y
mucilagos (Stintzing y Carle, 2005; Lépez-Palacios y col., 2016) que, entre otros
efectos, aumentan la viscosidad de los alimentos en el intestino y alteran la
absorcion intestinal de carbohidratos (Marles y Farnsworth, 1995; Rosado y Diaz,
1995; Shapiro y Gong, 2002; Shane-McWhorter, 2005; Berraaouan y col., 2014).
El efecto anti-hiperglucemiante de las harinas de Opuntia megapotamica podria
atribuirse a un mecanismo de este tipo. De todas maneras, no se puede
descartar la participacion de otros compuestos activos ya que el efecto
mencionado se observa también en extractos filtrados de O. streptacantha que
carecen de las fibras de la planta (Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2011). Por otra

parte, en la misma especie de Opuntia se registra una accion anti-
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hiperglucemiante en ratas con hiperglucemia transitoria inducida por via
subcutanea que podria sugerir la existencia de un mecanismo de accidn
adicional (Roman-Ramos y col., 1995).

Cuando a las ratas diabéticas se les administro, como suplemento dietario
y durante un periodo de 30 dias, las harinas de cladodios y de semillas de
Opuntia megapotamica no se registraron cambios en los valores basales de
glucemia (Figura 40 ). De modo semejante, el suministro de cladodios
deshidratados de O. ficus-indica a individuos diabéticos; de aceite de semillas
de la misma especie de Opuntia a ratas con diabetes inducida con STZ y de una
preparacion tradicional de cladodios frescos de O. streptacantha en forma de
licuado a ratas diabéticas, no modifica la glucemia en ayunas mientras que tiene
efecto anti-hiperglucemiante sobre la glucemia postprandial y en POTG (Frati-
Munari y col,, 1989; Frati-Munari y col, 1992; Andrade-Cetto y Wiedenfeld,
2011; Berraaouan y col, 2014). Los autores explican estos efectos
fundamentalmente por la inhibicion de la absorcion intestinal de glucosa debida
al elevado contenido de la planta en fibras solubles. Por el contrario, la
administracion de cladodios molidos de O. humifusa a ratas diabéticas por via
oral ejerce un efecto hipoglucemiante luego de un tratamiento de siete
semanas (Hahm y col,, 2011; Hahm y col., 2016). Se demostré también que el
jugo de frutos y polisacaridos purificados de cladodios de O. dilleni
administrados oralmente a roedores con diabetes inducida con STZ durante

cuatro semanas, actlan como hipoglucemiantes posiblemente porque
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secuestran los radicales libres generados por el estado diabético, permiten la
recuperacion de la funcion antioxidante del higado y mejoran la sensibilidad de
las células blanco a la insulina (Abdallah, 2008; Zhao y col,, 2011; Gao y col,
2015).

Con respecto al pancreas, la administracion de las harinas de Opuntia
megapotamica produjo una leve mejora en su estructura (Figura 42 ) en
coincidencia con lo que ocurre luego de la administracion oral de cladodios
deshidratados de O. humifusa (Hahm y col., 2011) y del jugo de frutos y de los
polisacaridos aislados de O. dillenii a ratas diabéticas (Abdallah, 2008; Gao y col,
2015).

Adicionalmente, se evidencié que las harinas de Opuntia megapotamica
generaron un leve aumento en los niveles basales de insulina plasmatica de las
ratas diabéticas tratadas en comparacion con las ratas diabéticas control (Figura
41 B). En coincidencia, el suministro durante siete semanas de distintas dosis de
cladodios deshidratados de O. humifusa, incrementa ligeramente la insulinemia
en ratas diabéticas (Hahm y col.,, 2011).

En contraste, el extracto etandlico de cladodios de O. megacantha tiene
efecto hipoglucemiante en ratas diabéticas sin afectar los niveles basales de
insulina plasmatica sugiriendo que esta accién seria a través de mecanismos
que no involucran a la hormona y que estarian relacionados con un estimulo de
la entrada de la glucosa en las células a través del co-transportador sodio-

glucosa (Bwititi y col, 2000). Ademas, en humanos sanos y en pacientes
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diabéticos tipo 2, los cladodios hervidos de O. streptacantha disminuyen
significativamente los niveles de glucosa plasmatica sin modificar el péptido-C
indicativo de la produccion de insulina (Frati-Munari y col., 1991).

Se conoce que los oligosacaridos derivados de las fibras de la dieta tienen
efectos positivos sobre la masa de células 3 pancreaticas y sobre la secrecion de
insulina a través de la regulacidon de las incretinas, como por ejemplo GLP-1
(péptido similar al glucagon tipo 1) (Ranganath, 2008). En ratas con diabetes
inducida con STZ, se demostrd que los fructo-oligosacaridos aumentan la masa
de células B y la produccién de insulina pancreatica a través de la regulacion de
esta incretina en el intestino (Cani y col., 2005).

Como ya se mencionod, las Opuntia poseen un contenido importante de
pectinas y de mucilagos y, por ejemplo, en O. ficus-indica se demostré que de
estos compuestos derivan la mayoria de los oligosacaridos de la planta que
presentan importantes propiedades pre-bidticas que se reflejan en los niveles
elevados de producciéon de acidos grasos de cadena corta, en especial de
propionato y butirato (Guevara-Arauza y col., 2012; Benitez-Cortés y col., 2015)
que estimulan la secrecion de insulina (Brockman, 1982). Se describié también
que estos dos acidos grasos se generan como consecuencia de la
suplementacion de diferentes oligosacaridos a sistemas /n vitro (Torres y col,
2010) y de fructo-oligosacaridos a ratas (Uehara y col., 2001; Habib y col., 2011).

Los efectos de las harinas de Opuntia megapotamica sobre el leve

aumento de la insulina plasmatica podrian por lo tanto deberse, en parte, a la
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participacion de los oligosacaridos derivados de los mucilagos y de las pectinas
de la planta.

El metabolismo glucidico y el metabolismo lipidico estan estrechamente
vinculados (Bechmann y col.,, 2012; Parhofer, 2015; Jones, 2016). En la diabetes,
la manifestacién clinica mas evidente de esta interaccion es la dislipidemia que
se asocia estrechamente con la enfermedad cardiovascular ateroesclerotica y
que presenta anomalias cualitativas y cinéticas en todas las lipoproteinas
(Taskinen, 2003; Verges, 2009; Taskinen y Boren, 2015; Verges, 2015) y también
cuantitativas que se reflejan principalmente en aumentos en los AGL, TAG, CT y
LDL-c plasmaticos y en disminuciones en las HDL-c (Mooradian, 2009; Goldberg
y col., 2011; Kielgast y col., 2011; Miller y col., 2011; Janzen y col., 2016; Schofield
y col., 2016).

Actualmente se sabe que la dislipidemia diabética no solo puede ser la
consecuencia sino también la causa de un metabolismo alterado de la glucosa
(Parhofer, 2015) y, desde hace unos afos, ha surgido el concepto de
glucolipotoxicidad que se describe como la toxicidad sinérgica causada por la
glucosa y los lipidos (Chang-Chen y col., 2008; Poitout y col., 2010; Bensellam y
col, 2012; Kuwabara y col,, 2014; Brun y Maechler, 2016). De manera que el
tratamiento ideal de la diabetes deberia considerar no solo el control de la
glucemia sino también una accion favorable sobre el perfil lipidico.

En este contexto, se evalud la eficacia hipolipemiante de las harinas de

cladodios y de semillas de Opuntia megapotamica suministradas como

175



DISCUSION

suplemento dietario a ratas diabéticas. Se estudid el efecto de la planta sobre
los niveles de las lipoproteinas y de los lipidos plasmaticos, sobre la actividad de
dos enzimas hepaticas claves del metabolismo lipidico, sobre el contenido y
composicion de los lipidos de higado y de rifldon y también sobre parametros de
funcionamiento de ambos érganos.

Con respecto a los lipidos y lipoproteinas plasmaticos, en comparacion con
los animales normales, las ratas diabéticas control presentaron valores
significativamente mas altos de TAG (por ende de VLDL) y de AGL (Figura 43). El
aumento observado en los AGL, junto con la marcada disminucion del peso
corporal (Figura 39), del tejido adiposo y de los niveles plasmaticos de insulina
(Figura 41 ), estarian reflejando el incremento en la movilizacion de lipidos
desde este tejido hacia el plasma ocasionado por el aumento en la actividad de
la enzima LSH como consecuencia de la deficiencia de insulina (Schofield y col.,
2016). Especificamente, en tejido adiposo de ratas con diabetes inducida con
STZ se demostré que la deficiencia de insulina genera un aumento en la
expresion de la LSH y que el tratamiento con la hormona normaliza la actividad
de la enzima (Sztalryd y Kraemer, 1995). Por otro lado, la insulina ejerce un
efecto inhibidor sobre la produccién hepatica de apolipoproteina B (apoB) y
sobre la secrecion de los TAG en las VLDL, y por lo tanto su deficiencia
contribuye a la hipertrigliceridemia (Warraich y col., 2015). La deficiencia de la
hormona regula negativamente a la LPL endotelial y como consecuencia

disminuye el catabolismo de las VLDL aumentando aun mas los niveles de los
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TAG plasmaticos (Taskinen, 2003; Lewis y col., 2015). Asi, en roedores con
diabetes inducida con STZ se determin6 una disminucidn en la expresion y
actividad de la enzima LPL en los tejidos periféricos (Willecke y col., 2015).

En lo referente al colesterol total, las ratas diabéticas control registraron un
aumento significativo en los niveles plasmaticos de este lipido (Figura 43) que
podria deberse en parte a una mayor absorcién intestinal, resultante de la
hipertrofia de los enterocitos, y a una disminucion en la excrecién biliar y fecal
tal como se sugirid en un sistema experimental semejante (Young y col., 1988;
Kojima y col., 1992) y en pacientes con diabetes tipo 1 (Briones y col., 1986;
Kojima y col., 1999; Gylling y col., 2004; Miettinen y col., 2004). Con respecto a
las HDL-c, los animales diabéticos control mostraron un ligero aumento que no
fue estadisticamente significativo en comparacion con los animales normales
(Figura 43 ). Resultados similares se observaron en ratas diabéticas a las cuales
se suministro, también por via intraperitoneal, la misma dosis de STZ (Yoon y
Son, 2009; Habib y col., 2011; Hahm y col.,, 2011) o una dosis mas alta (Wang y
col,, 2012). En cuanto a las LDL-c, en las ratas diabéticas control se determind un
aumento marcado que se relacionaria, en parte, con los altos niveles de VLDL
(Figura 43 ). Niesen y col. (2008), también en ratas con diabetes inducida con
STZ, evidenciaron una disminuciéon en la funcionalidad del receptor hepatico de
LDL-c, responsable principal de los niveles plasmaticos de esta lipoproteina. Por
otro lado, tanto en la diabetes tipo 1 como en la diabetes tipo 2, la transferencia

de ésteres de colesterol desde las LDL hacia las VLDL y la transferencia de TAG
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en la direccién opuesta estan aumentadas de tal manera que las LDL depletadas
de ésteres de colesterol se enriquecen en TAG. La subsecuente remocion de los
TAG por la lipasa hepatica genera particulas de LDL mas pequefas y densas
(sdLDL) que poseen mayor actividad aterogénica (Bagdade y col, 1991;
Bhatnagar y col., 1996; Verges, 2009; Schofield y col., 2016).

Los tratamientos con las harinas de Opuntia megapotamica tuvieron en
general un marcado efecto hipolipemiante en las ratas diabéticas (Figura 43 ).
Ambas harinas redujeron drasticamente los niveles de los TAG y de las VLDL y
no tuvieron efecto sobre las HDL-c. La harina de semillas generé una
disminucion mas marcada sobre los niveles de AGL, CT y LDL-c en comparacion
con la harina de cladodios. En concordancia con estos resultados, el suministro
oral de cladodios y de frutos liofilizados de O. ficus-indica a ratas diabéticas
disminuye los niveles séricos de TAG, AGL, CT, VLDL y LDL-c mientras que no
modifica significativamente el contenido de HDL-c, debido probablemente al
incremento en la excrecion biliar de colesterol y en la expresion del receptor
hepatico de LDL-c (Yoon y Son, 2009; Yoon, 2013). En el mismo sentido, el
suministro de cladodios liofilizados de O. humifusa y de polisacaridos aislados
de cladodios de O. dilleniiy de O. monacantha a roedores diabéticos produce
un marcado efecto hipolipemiante (Yang y col., 2008; Hahm y col., 2011; Zhao y
col, 2011).

En modelos de roedores con hiperlipidemia, el efecto hipolipemiante de

distintas partes de Opuntia spp. se atribuye a la composicién fendlica de la
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planta (Galati y col., 2003; Osorio-Esquivel y col., 2012) que inhibiria la accién de
la lipasa pancreatica con la consecuente disminucion en la absorcion intestinal
de lipidos (Padilla-Camberos y col., 2015). Por otro lado, se determindé que el
suministro de pectinas aisladas de Opuntia sp. a cobayos hipercolesterolémicos
disminuye los niveles plasmaticos de LDL-c y de CT a través de la union de estas
pectinas a los acidos biliares con la consecuente diminucién de su absorcién en
el colon, interrumpiendo asi el circuito enterohepatico (Fernandez y col., 1990;
Fernandez y col., 1992 y 1994). Este efecto hipolipemiante estaria relacionado
también con un aumento en la expresion de los receptores hepaticos de LDL-cy
el catabolismo de estas lipoproteinas tendria un rol mas importante que la
modulacion de la colesterogénesis de novo en el higado (Fernandez y col.,
1994). Los contenidos elevados de Opuntia spp. en fibras solubles aumentarian
la viscosidad de los alimentos en el intestino reduciendo la absorcion de los
lipidos y contribuyendo a la mejora de los perfiles lipidicos y a la pérdida del
peso corporal (Shapiro y Gong, 2002). Este hecho representaria un beneficio
extra para la mayoria de las personas con diabetes tipo 2 que comunmente
padecen de sobrepeso.

En lo referente a estudios clinicos, el suministro como suplemento dietario
de cladodios deshidratados de O. ficus-indica a mujeres post-menopausicas con
sindrome metabdlico, no solo disminuye los niveles de TAG y LDL-c plasmaticos
sino que incrementa significativamente las HDL-c (Linares y col., 2007) que en

personas con dislipidemia y sobrepeso no sufren variacion (Mufioz y col., 2014).
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En casos de hipercolesterolemia familiar, el efecto hipolipemiante de Opuntia
spp. se atribuye en parte al elevado contenido de la planta en pectinas y
mucilagos que, por un lado y tal como se menciond en cobayos
hipercolesterolémicos, actuarian a través de un mecanismo similar al de las
resinas secuestradoras de acidos biliares aumentando la excrecion fecal de los
mismos y disminuyendo asi la absorcion de lipidos. Ademas, regularian
positivamente el receptor hepatico de las LDL-c aumentando la captacion
hepatica de estas lipoproteinas sin modificar los niveles de HDL-c (Wolfram vy
col,, 2002; Palumbo y col., 2003).

Si bien el leve aumento en los niveles de insulina plasmatica registrado
luego de los tratamientos con las harinas de Opuntia megapotamica (Figura 41)
no fue suficiente para disminuir la glucemia ni normalizar el peso corporal,
podria haber contribuido a la reduccién de los lipidos plasmaticos a través de la
inhibicion de la LSH en el tejido adiposo que daria lugar a una menor liberacion
de AGL y de glicerol y de la estimulaciéon de la LPL que aumentaria el
catabolismo de las VLDL. Al igual que en otras especies de Opuntia, la accidn
hipolipemiante de las harinas de Opuntia megapotamica podria estar vinculada
con el efecto de las fibras solubles de la planta sobre la absorcion de los lipidos
de la dieta y la excrecion de los mismos en forma de acidos biliares con la
posible contribucion de los compuestos antioxidantes. Por otro lado, los acidos
grasos de cadena corta generados por la fermentacion intestinal de las pectinas

y de los mucilagos ingeridos podrian contribuir a la disminucién de los lipidos
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plasmaticos como se determind en ratas normales (Suzuki y Kajuu, 1983; Hara y
col., 1999).

Los factores SREBP (proteina de unién al elemento regulador de esterol) y
ChREBP (proteina de union al elemento de respuesta a carbohidratos) son
esenciales en la homeostasis lipidica del organismo ya que activan la
transcripcion de genes involucrados en la lipogénesis como por ejemplo los que
codifican la acido graso sintasa (Shimano, 2009; Sanders y Griffin, 2016). En la
diabetes tipo 1, la deficiencia de insulina genera una disminucion en las enzimas
hepaticas limitantes de la sintesis de colesterol, la HMG-CoA reductasa, y de la
sintesis de acidos grasos (FAS) (Lambert y col., 2013). Por otro lado, determina
un aumento en la sintesis intestinal de estos lipidos acompafado de un
incremento en su absorcion (Gylling y col., 2004; Miettinen y col., 2004; Lambert
y col,, 2013). Ambos eventos intestinales contribuyen a la hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia y a la consecuente disminucion de la sintesis hepatica como
parte de un circuito de retroalimentacién negativo.

Cuando se evaludé la actividad de las enzimas hepaticas HMG-CoA
reductasa y FAS se observé que la induccion de la diabetes con STZ generd una
disminucion en la actividad de ambas enzimas con respecto a las ratas normales
(Figura 44 ). Los mismos resultados se obtuvieron en un sistema experimental
similar donde ademas se determinaron aumentos en la actividad intestinal de
estas enzimas (Easom y Zammit, 1985; Feingold y col,, 1990; Berg y col., 1995;

Shimomura y col., 1999; Fiebig y col., 2001).
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Luego del suministro de la harina de cladodios de Opuntia megapotamica,
la actividad hepatica de la enzima HMG-CoA reductasa se acerco a los valores
normales (Figura 44 Ay B ). En concordancia, también en ratas con diabetes
inducida con STZ, la administracion oral de cladodios y de frutos liofilizados de
O. ficus-indica ejerce un efecto hipolipemiante y aumenta la expresién de la
enzima HMG-CoA reductasa y la sintesis de acidos biliares a partir de colesterol
(Yoon, 2013). Por otro lado, en ratas hiperlipidémicas, donde la actividad de la
HMG-CoA reductasa hepatica esta aumentada, el suministro de polisacaridos
aislados de cladodios de O. dillenii modifica los valores de actividad enzimatica
disminuyendo asi la biosintesis enddégena de colesterol y por lo tanto la
hipercolesterolemia (Zhao y col., 2012). En contraste, las pectinas aisladas de
Opuntia sp. no afectan la actividad de la enzima en cobayos
hipercolesterolémicos (Fernandez y col., 1990; Fernandez y col.,, 1992 y 1994).

En relacion con la acido graso sintasa, en comparacion con las ratas
diabéticas control, la administracion oral de la harina de cladodios disminuy6
los valores de actividad enzimatica (Figura 44 Cy D ). Se observd una
correlacion entre los perfiles de actividad de esta enzima y de peso corporal
(Figura 39 ) de los distintos grupos de animales analizados. Si bien hasta el
presente no se ha estudiado el efecto de las Opuntia sobre la biosintesis de
acidos grasos en la diabetes, extractos de cladodios y de semillas de O. ficus-
indica, administrados oralmente a ratones obesos, poseen efecto

hipolipemiante debido en parte a que reducen significativamente la expresion
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de los ARNm de SREBP 1, de ChREBP y de FAS (Rodriguez-Rodriguez y col.,
2015; Kang y col., 2016). Se determin6 también que la administracion oral a
ratas Zucker obesas de cladodios deshidratados de la misma especie de
Opuntia no modifica la expresion de la FAS ni del factor de transcripcién SREBP
1 (Moran-Ramos y col., 2012).

Como ya se menciond, la administracidon oral de pectinas y de mucilagos
de Opuntia spp. tiene un efecto pre-bidtico que genera acidos grasos de
cadena corta como el butirato y el propionato, que metabolizado en gran parte
en el higado, puede reducir la biosintesis de acidos grasos y de colesterol
(Delzenne y col., 2002; Macfarlane y col., 2008). En ratas normales se determiné
que estos acidos grasos de cadena corta disminuyen la lipogénesis hepatica
(Suzuki y Kajuu, 1983) y la sintesis de colesterol en el higado y en el intestino
(Hara y col, 1999). Tal como se sugirid para otras especies de Opuntia
(Fernandez y col., 1994; Abdallah, 2008), los efectos de las harinas de Opuntia
megapotamica sobre el metabolismo lipidico podrian estar vinculados a
mecanismos de este tipo.

El higado, central en la regulacion y el mantenimiento de la homeostasis
del organismo, tiene una funcion importante en la lipogénesis, en la oxidacion y
conversion metabodlica de los acidos grasos libres y en la secrecion de las
lipoproteinas plasmaticas. Es uno de los 6rganos mas afectados por la diabetes
y asi la acumulacién de gotas de lipidos en los hepatocitos puede conducir a la

enfermedad de higado graso o esteatosis hepatica (Canbay y col., 2007; Nguyen
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y col,, 2008; Sanders y Griffin, 2016). Por estas razones, en las ratas diabéticas
tratadas con las harinas de Opuntia megapotamica se evalud su funcionamiento
a través del dosaje de enzimas marcadoras, su histologia y el contenido y la
composicion de lipidos.

En los animales diabéticos control se observaron aumentos en los valores
de todas las enzimas marcadoras analizadas (7abla 9 ). Los incrementos
registrados en las transaminasas, AST y ALT, enzimas intracelulares que
difunden hacia la circulacion sanguinea cuando se altera la integridad celular,
son indicativos de un proceso de citolisis hepatica, especialmente los aumentos
en la ALT. Con respecto a las otras dos enzimas, la fosfatasa alcalina se
encuentra en la parte canalicular y en la parte luminal del epitelio de los
conductos biliares mientras que la GGT es una enzima de origen microsomal
hepatobiliar y por esta razén se utiliza como una prueba suplementaria para
asegurar que un incremento en la ALP provenga realmente de los canales
biliares o del higado. Los aumentos que se encontraron en estas enzimas en las
ratas diabéticas se pueden vincular por lo tanto con obstrucciones del sistema
biliar. En coincidencia, otros autores, también en ratas y empleando dosis
similares de STZ, hallaron incrementos en los niveles plasmaticos de las enzimas
marcadoras de la funcion hepatica (Schmatz y col., 2012; Gengiah y col., 2014;
Tomay col,, 2015).

Por otra parte, en todos los grupos de animales el aspecto macroscopico

del higado fue normal y se mantuvieron constantes tanto el peso relativo como
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el contenido proteico (Figura 45 ). En los animales diabéticos control se
registraron alteraciones en la estructura del o6rgano observandose una
disposicion desorganizada de los hepatocitos que presentaron una
vacuolizacion citoplasmatica compatible con el inicio de una degeneracion
grasa y alteraciones caracteristicas de un estado diabético avanzado (Figura 46).
En concordancia, otros autores, en un sistema experimental similar, encontraron
dafnos hepaticos del mismo tipo (Zafary col., 2009; Ashraf y Zare, 2015).

La administracion oral de las harinas de cladodios y de semillas de Opuntia
megapotamica mostrd efectos benéficos sobre el estado general del higado y
del sistema biliar que se reflejaron en el retorno de los valores de las enzimas
marcadoras a los registrados en los animales normales y en el mejoramiento de
la estructura histologica (7abla 9y Figura 46, respectivamente). En el mismo
sentido, dosis similares de la harina de cladodios de O. Aumifusa, administrada
oralmente a ratas diabéticas, restablecen los niveles séricos normales de las
transaminasas (Hahm y col., 2011). El suministro oral de jugo de frutos de O.
ficus-indica a ratas con diabetes inducida con aloxano, disminuye los valores de
AST, ALT y ALP incrementados por la enfermedad y revierte los dafios del tejido
hepatico debido a su elevado contenido de antioxidantes naturales
(compuestos fendlicos, flavonoides, vitaminas C y E y carotenoides) que mejora
el balance redox y minimiza el dafio oxidativo (Hassan Abd El-Razek y Hassan,
2011). En un estudio realizado en ratas con diabetes inducida con STZ, se

determiné también que la administracion oral de polisacaridos aislados de
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frutos de O. dillenii estimula la accion de enzimas hepaticas antioxidantes que
contribuyen a la preservaciéon del tejido deteriorado por la diabetes (Gao y col.,
2015). Los resultados derivados de los tratamientos de las ratas diabéticas con
las harinas de Opuntia megapotamica sugieren que la administracion de la
planta podria detener o revertir la citdlisis hepatica, la colestasis y la
degeneracion grasa, originadas por el estado diabético, quizads a través de un
mecanismo similar al descripto.

En lo referente a los lipidos hepaticos, el contenido total de fosfolipidos en
las ratas diabéticas control no se modifico con respecto al determinado en las
ratas normales si bien se registraron variaciones leves en las distintas clases de
fosfolipidos individuales especialmente en fosfatidilcolina y esfingomielina
(Figura 49). En coincidencia, en un sistema experimental semejante tampoco se
encontraron cambios en el nivel total de fosfolipidos aunque se observd una
disminucion en los fosfolipidos de colina que podria contribuir a la alteracion en
las propiedades de membrana que subyace en el dafio hepatico generado por
la diabetes (Simdes y col.,2013). La administracion de las harinas de Opuntia
megapotamica no tuvo efectos significativos sobre el contenido de los
fosfolipidos totales ni de los individuales.

En contraste con el aumento determinado en los niveles del colesterol
plasmatico en las ratas diabéticas control, su contenido hepatico no registro
variaciones (Figura 50 ). Esta diferencia podria deberse a que el colesterol

plasmatico existe casi exclusivamente en un pool rapidamente intercambiable
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mientras que el colesterol de los tejidos se distribuye en pooles de lento
recambio y en otros no intercambiables (Dell y col,, 1985; Wang y col.,, 2012).
Luego de los tratamientos con Opuntia megapotamica, ninguna de las dos
harinas gener6 cambios estadisticamente significativos sobre los niveles de
colesterol hepatico. En ratas con hiperlipidemia, se determiné que el suministro
de polisacaridos aislados de cladodios de O. diflenii disminuye los niveles de
colesterol hepatico a través de la reduccion en su sintesis (Zhao y col., 2012). Por
otro lado, en cobayos hipercolesterolémicos, las pectinas aisladas de Opuntia
sp. disminuyen los niveles de colesterol hepatico sin afectar la actividad de la
enzima clave de la colesterogénesis (Fernandez y col.,, 1990; Fernandez y col.,
1992 y 1994).

El analisis cuantitativo de los principales lipidos neutros del higado de las
ratas diabéticas control mostré valores significativamente mas altos en los TAG,
DAG y AGL con respecto a las ratas normales (Figura 50). Como ya se indico, en
las ratas diabéticas control se registraron niveles elevados de AGL plasmaticos
que podrian contribuir al aumento en la produccion hepatica de los TAG,
asociada a un incremento en la secrecidén de la apoB, y al aumento en los AGL
hepaticos (Warraich y col., 2015). Resultados similares, en referencia a los TAG y
a los AGL, se describieron en ratas Wistar con diabetes inducida con una dosis
igual o semejante de STZ (Pari y Venkateswaran, 2004; Stanely Mainzen vy

Kannan,2006; Kalaiarasi y col., 2009; Akiyama y col,, 2010; Habib y col., 2015;
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Marella y col., 2015) o de aloxano (Saravanan y Pari, 2003; Ramkumar y col.,
2008).

Luego de los tratamientos con las harinas de Opuntia megapotamica, los
niveles de los TAG hepaticos se redujeron significativamente llegando incluso a
valores inferiores a los registrados en los animales normales mientras que los
DAG experimentaron una disminucién mas atenuada (Figura 50 ). La cantidad
de los AGL no se modifico y este hecho podria deberse, en parte, a que la leve
disminucion registrada en la actividad de la FAS (Figura 44 ) no fue suficiente
para afectarla y también a los oligosacaridos de la planta que podrian reducir su
esterificacion tal como se determind en estudios en ratas normales a las cuales
se les administro distintos tipos de dietas enriquecidas en estos compuestos
(Fiordaliso y col., 1995; Kok y col, 1996; Delzenne y Kok, 1999). La drastica
disminucion de los TAG hepaticos podria relacionarse con los resultados de los
estudios histopatologicos del higado que mostraron, en las ratas diabéticas
control, areas con vacuolizacion citoplasmatica indicativas del inicio de la
degeneracion grasa que desaparecieron luego de los tratamientos con la planta
(Figura 46'). De igual manera, la administracion oral de la harina de semillas de
O. ficus-indica disminuye los niveles de los lipidos totales hepaticos en ratas
normales probablemente debido al elevado contenido en fibras de la planta
(Ennouri y col., 2006b). Ademas, también en ratas normales, se determind que
los acidos grasos de cadena corta, generados por la fermentacion intestinal de

las pectinas y de los mucilagos ingeridos, contribuyen a la caida de los lipidos
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hepaticos a través de la disminucion de la lipogénesis (Suzuki y Kajuu, 1983;
Hara y col., 1999). En ratas Zucker (fa/fa) obesas, los cladodios deshidratados de
O. ficus-indica atenlan la esteatosis hepatica a través de una disminucién del 50
% de los niveles de los TAG del higado como resultado de aumentos en la f3-
oxidacion de los acidos grasos y en la sintesis de las VLDL (Moran-Ramos y col.,
2012). En ratones obesos, la administracion oral de semillas y de un extracto
metandlico de cladodios de la misma especie de Opuntia disminuye los lipidos
hepaticos mejorando la esteatosis debido en parte a la reduccion de la
biosintesis de acidos grasos en el higado (Rodriguez-Rodriguez y col., 2015;
Kang y col., 2016).

Con respecto a la composicion de los lipidos neutros hepaticos, en las
ratas diabéticas control las principales variaciones se encontraron en los TAG
(7abla 10). Se registraron disminuciones significativas en los acidos linoleico y
araquidonico, un aumento en los acidos palmitoleico y oleico, una tendencia al
incremento en el acido palmitico y una disminucion en el UL En los DAG se
determinaron disminuciones significativas en los acidos palmitoleico y linoleico,
en los AGL solo se determindé un aumento en el acido linoleico y en ambas
clases lipidicas el Ul se mantuvo constante (7ablas 11 y 12). En los lipidos
totales hepaticos de ratas con diabetes tipo 1 inducida con STZ (Pari y
Venkateswaran, 2004; Kumar y Pari, 2006; Rajasekaran y col, 2006) o con
aloxano (Ramkumar y col, 2008) se encontraron cambios similares en la

composicion de acilos en especial en lo referente al aumento en el acido oleico
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y a la caida en los niveles de los acidos linoleico y araquidonico. En el estado
diabético, los radicales libres generados afectan las dobles ligaduras de los
acidos grasos y producen una disminucion en el grado de insaturacién (Baynes,
1991; Cameron y Cotter, 1999) y por otro lado la depresién de la actividad de
las desaturasas microsomales hepaticas conduce a una disminucién en la
formacién de los acidos grasos poliinsaturados (Gellhorn y Benjamin, 1964;
Mercuri y col., 1966 y 1967; Brenner y col., 1968; Faas y Carter, 1980; Brenner,
2003).

En general, en las tres clases lipidicas analizadas, la administracion oral de
las harinas de Opuntia megapotamica produjo aumentos en los acidos grasos
palmitico y estearico y disminuciones en los acidos palmitoleico, oleico y
linoleico (7ablas 10, 11 y 12 ). Los tratamientos con las harinas de Opuntia
megapotamica no tuvieron un efecto positivo sobre la insaturacion lipidica
disminuida por el estado diabético.

Esta demostrado que la nefropatia diabética es la causa mas comun de
insuficiencia renal y deriva de distintas alteraciones en factores metabdlicos y
hemodinamicos (Forbes y Cooper, 2013). La hiperglucemia, la presion arterial
elevada, la obesidad, la dislipidemia y la duracion prolongada de la diabetes
promueven su desarrollo y progresion (Giacco y Brownlee, 2010; Mima, 2013;
Tziomalos y Athyros, 2015). La mayoria de estos factores son modificables de
modo que un manejo riguroso de los mismos es esencial para prevenir y

demorar la declinacion de la funcién renal.
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La nefropatia diabética evoluciona lentamente manifestandose después de
varios afos del inicio de la diabetes. Consta de una fase preclinica o latente
durante la cual actian los mecanismos que derivan en la glomeruloesclerosis
diabética y de una fase clinica en la que esas lesiones, en estado avanzado, se
manifiestan y conducen a la insuficiencia renal terminal (Levey y col, 2003;
Cohen Tervaert y col, 2010). Se caracteriza clinicamente por albuminuria,
hipertensién e insuficiencia renal progresiva e histologicamente por dafos a
nivel glomerular (Drummond y Mauer, 2002; Wiggins, 2007; Ziyadeh y Wolf,
2008; Dabla, 2010). Este compromiso temprano en la funcidon renal observado
en humanos es reproducible en la diabetes experimental (Musabayane y col.,
1995; Tesch y Allen, 2007; Kong y col., 2013).

Para evaluar los efectos de las harinas de Opuntia megapotamica sobre el
funcionamiento del rifdn en las ratas diabéticas, se midieron parametros
bioquimicos y se analizd la histologia del 6rgano. En comparacién con los
animales normales, la induccion de la diabetes con STZ generé aumentos
significativos en el volumen de orina, en la glucosuria, albuminuria, potasiuria y
en la tasa de filtracién glomerular (7abla 13) que son tipicos de la etapa inicial
de la nefropatia diabética (Breyer y col., 2005; Brosius y col., 2009). En referencia
al balance electrolitico, en ratas con diabetes inducida con STZ, luego de tres
semanas se determinaron aumentos en la excrecién de sodio y de potasio

(Hebden y col., 1986).
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El peso de los rifiones y el area glomerular se incrementaron
significativamente aunque no se observaron lesiones morfoldgicas severas salvo
un engrosamiento en las paredes de los capilares glomerulares (Figuras 51 y
53). En concordancia, otros autores evidenciaron un aumento marcado en el
peso renal y en el ritmo de filtracién glomerular en ratas con diabetes temprana
inducida con STZ aunque no observaron lesiones glomerulares mayores
(Hostetter y col.,, 1981; Zatz y col., 1986; Fujihara y col., 1992; Liu y col., 2009).

Los estudios histopatoldgicos no revelaron dafios en los tubulos renales lo
que permitiria descartar un efecto nefrotoxico de la STZ (Figura 53 ). En este
sentido, se demostré que dosis superiores de STZ (60 mg/kg) tienen una
toxicidad renal minima en ratas Sprague-Dawley (Ngubane y col,, 2015) y que
los cambios sistémicos ocurridos luego de la inyeccion de la droga estan
relacionados directamente con la induccién del estado diabético (Grussner y
col,, 1993).

En general, los tratamientos con Opuntia megapotamica no tuvieron
efectos marcados sobre los parametros renales medidos salvo una disminucidon
en el area glomerular (Figura 53) y en la potasiuria (7abla 13). Asimismo, se
observé una leve tendencia a la normalidad en los valores de creatinina y de
urea plasmaticas (Figura 52 ), en la albuminuria y en el aclaramiento de
creatinina (7abla 13 ). Un efecto similar sobre el aclaramiento de creatinina se

determino en ratas Sprague-Dawley expuestas a una dosis mayor de STZ luego
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de dos semanas de tratamiento con un extracto etandlico de cladodios de O.
megacantha (Bwititi y col., 2001).

En las etapas iniciales de la diabetes, la diuresis osmotica inducida por la
glucosa se asocia con el balance de electrolitos. En este sentido, si bien la
administracion de las harinas de Opuntia megapotamica no revirtié la poliuria,
la harina de cladodios retorné los valores de potasiuria a los registrados en los
animales normales. En O. megacantha, el tratamiento con un extracto etandlico
de cladodios, revirtié las alteraciones generadas por la diabetes en el balance
electrolitico renal sin que se afecte en forma significativa la concentracion
plasmatica de las hormonas que influyen en su excrecion (aldosterona vy
hormona antidiurética) y este hecho podria estar relacionado con una respuesta
hemodinamica al extracto tal como se evidencio por el aumento en la tasa de
filtracion glomerular (Bwititi y col., 2001).

La albuminuria en la diabetes tiene bases hemodinamicas (hipertension
capilar glomerular e hiperfiltracion) y estructurales/celulares (cambios en la
membrana basal glomerular, en la matriz mesangial y en la funcién de los
podocitos (Caramori y Mauer, 2003; Gruden y col, 2005; Fowler, 2008). La
presién intraglomerular se eleva principalmente por los efectos constrictores de
la angiotensina Il sobre la arteriola glomerular eferente (Cao y Cooper, 2011). Se
ha demostrado que algunos flavonoides inhiben la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina, clave en la regulacién del sistema renina-

angiotensina (Loizzo y col., 2007; Maher y col, 2011). Estos compuestos se
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hallan presentes en los cladodios y en las semillas de Opuntia spp. (Jaramillo-
Flores y col., 2003; Liu y col., 2009; Morales y col,, 2012) y podrian en parte
explicar el leve efecto positivo registrado en la albuminuria y en el aclaramiento
de creatinina luego de la administracién de las harinas de Opuntia
megapotamica. Los mismos resultados se observaron en un sistema
experimental semejante luego del tratamiento con hojas de Smallanthus
sonchifolius (yacdn), enriquecidas en flavonoides (Honoré y col., 2012).

Por otro lado, el estrés oxidativo es un componente importante en el
desarrollo de la nefropatia diabética (Niedowicz y Daleke, 2005; Zhang y col,
2015) y los compuestos antioxidantes naturales de las plantas, entre ellas las
Opuntia, tendrian un efecto protector en el desarrollo de esta patologia
(Wagenery col., 2009; Ibrahim y Abd El-Maksoud, 2015; Keller y col., 2015).

Los resultados derivados del analisis de los parametros relacionados con la
funcion del rifdn y de su histologia, luego de los tratamientos con las harinas
de Opuntia megapotamica, podrian sugerir un rol benéfico de la planta en el
funcionamiento de este érgano.

Sin embargo, para evaluar en mayor profundidad el funcionamiento renal,
seria importante analizar biomarcadores de suero y orina que recientemente
han sido identificados (cistatina C, acido Urico, angiotensindégeno, N-acetil-3-D-
glucosaminidasa, 8-hidroxi-2-deoxiguanosina) y que permiten determinar el
riesgo potencial del dafio renal, distinguir diferentes tipos de lesiones renales,

predecir la progresion de la enfermedad y aumentar la eficacia de la
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intervencion terapéutica (Cabarkapa, 2015; Hojs y col, 2015; Urushihara y
Kagami, 2016). También seria Util, en estudios futuros, analizar en este sistema
experimental el grado de expansidén de la matriz mesangial, el engrosamiento
de la membrana basal glomerular, la presencia de depédsitos de colageno vy la
estructura de los podocitos.

La patogénesis de la nefropatia diabética esta estrechamente vinculada
con el metabolismo lipidico y con los depodsitos de lipidos en el rifidn que
generan la acumulacion de colageno y de fibronectina, la expansion de la matriz
mesangial y el incremento de proteinas en la matriz extracelular conduciendo a
la glomeruloesclerosis y a la proteinuria tal como se determind en pacientes
diabéticos y en animales de experimentacién (Keane, 2000; Sun y col., 2002;
Rajasekaran y col., 2006; Murea y col, 2010; Kuwabara y col, 2014).
Recientemente se ha establecido que la mencionada acumulacion de lipidos se
produce en las células epiteliales de los tubulos renales en mayor medida que
en los glomérulos y es atribuible a aumentos en su captacion desde el plasma 'y
en su sintesis renal y a defectos en la utilizacion de acidos grasos (Stadler y col.,
2015; Kim y Park, 2016). Por otro lado, el aumento de los acidos grasos renales
genera niveles elevados de metabolitos (acil-carnitina, acil-CoA de cadena larga)
que contribuyen también al desarrollo de la nefropatia diabética (Ravi y col.,
2005).

En las Figuras 54 y 55 se puede observar que en los animales diabéticos

control, en comparacion con los animales normales, los niveles totales de
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fosfolipidos y de colesterol no variaron mientras que se registraron aumentos
en los contenidos de TAG, DAG y AGL. En el mismo sentido, en ratas Wistar con
diabetes inducida con dosis similares de STZ (Ravi y col.,, 2005; Kalaiarasi y col.,
2009; Marella y col., 2015) o con aloxano (Saravanan y Pari, 2003; Ramkumar y
col., 2008), se describieron también aumentos significativos en los TAG y en los
AGL. En rifiones de ratas Sprague-Dawley con diabetes tipo 1 inducida con STZ,
se determind un aumento en la expresion del factor de transcripcién SREBP 1
con la consecuente estimulacién de la FAS renal, de la sintesis de acidos grasos
y de la acumulaciéon de TAG (Sun y col,, 2002). El incremento en la expresion de
SREBP 1 en el rindn contrasta con la disminucion de su expresion en el higado y
la disminucién de la actividad de la FAS, lo que sugeriria que la regulacidon de
SREBP 1 por la hiperglucemia y/o por la deficiencia de insulina podria ser
especifica de tejido (Shimomura y col.,, 1999; Sun y col., 2002; Sanders y Griffin,
2016).

La administracion oral de las harinas de Opuntia megapotamica no
modifico los niveles renales de fosfolipidos ni de colesterol total (Figuras 54 y
55). La harina de semillas disminuy6 drasticamente los valores de TAG y de DAG
mientras que en los AGL se registr6 un efecto mas atenuado. La harina de
cladodios determind una caida significativa en los AGL que alcanzaron los
valores registrados en los animales normales mientras que los TAG y los DAG
experimentaron un cambio similar aunque de menor magnitud. Teniendo en

cuenta la relacion entre los lipidos renales y los lipidos plasmaticos, las
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disminuciones mencionadas podrian deberse en parte al efecto hipolipemiante
de la planta sobre los Ultimos (Figura 43).

Se ha determinado que compuestos polifendlicos como el resveratrol y las
antocianinas, presentes en las Opuntiay en otras plantas medicinales, producen
una disminucién de la lipogénesis a nivel renal, en parte a través de la
estimulacién de la proteina quinasa activada por 5° adenosina monofosfato
(AMPK) que juega un rol clave en el desarrollo de la nefropatia diabética (Xie y
Du, 2011; Vinayagam y Xu, 2015; Kim y Park, 2016). Por este motivo,
actualmente se estan diseflando nuevas estrategias para el tratamiento de esta
enfermedad basadas en el empleo de compuestos naturales que puedan tener
un efecto activador sobre la AMPK (Kim y Park, 2016).

En cuanto a los estudios composicionales de los lipidos neutros renales, en
general la induccion de la diabetes con STZ no generé cambios significativos en
comparacion con las ratas normales (7ablas 14, 15y 16). En los TAG se observo
una tendencia al aumento en los acidos linoleico y araquidénico y a la
disminucion en el acido linolénico. En los DAG, se registrd6 un aumento marcado
en los niveles de acido linoleico y una tendencia al aumento en los acidos
estearico y oleico y a la disminucién en el acido linolénico. Con respecto a los
AGL, se determin6 una marcada caida en el acido palmitico y un incremento
significativo en el acido estearico.

En los TAG hepaticos y renales, que en ambos casos son los lipidos neutros

mayoritarios, se observaron entre ellos diferencias significativas en el indice de
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insaturacion luego de la induccién de la diabetes. Mientras que en los TAG
renales el Ul permanecid constante, en los TAG hepaticos el grado de
insaturacion descendié en forma compatible con un estado diabético. Esta
diferencia podria deberse a que el higado es afectado tempranamente por la
enfermedad mientras que en el rifidn la progresién de la diabetes es mas lenta
como puede inferirse de los estudios histopatoldgicos. Cuando se analizaron los
lipidos renales totales en periodos experimentales mas largos en ratas con
diabetes tipo 1 inducida con STZ (Pari y Venkateswaran, 2004; Kumar y Pari,
2006) se observaron también disminuciones en los PUFA y los aumentos en los
SFA.

La administracion de ambas harinas de Opuntia megapotamica afecto la
composicion de los TAG ya que significativamente disminuyo los niveles de
acido palmitico y aumenté los de acido linoleico y araquidénico mientras que
los niveles de acido linolénico solo aumentaron luego de la administracién de la
harina de cladodios (7abla 14 ). En los DAG, la harina de cladodios determind
una disminucion significativa en el acido linoleico y una tendencia al aumento
en el acido estearico (7abla 15). La harina de semillas produjo un leve aumento
en los acidos estearico y oleico. En los AGL, ambas harinas produjeron
descensos significativos en los niveles de los acidos palmitico y estearico e
incrementos en los acidos oleico, linoleico, linolénico y araquidonico (7abla 16).
Los tratamientos con las harinas de la planta tuvieron un efecto positivo ya que

aumentaron el indice de insaturacion de los TAG y de los AGL.
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El analisis de los efectos de las harinas de Opuntia megapotamica sobre el
contenido y la composicidn de los lipidos hepaticos y renales de ratas diabéticas
constituye un aporte novedoso ya que hasta el presente no hay en la

bibliografia estudios similares realizados en ninguna especie de Opuntia.
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En este trabajo de Tesis, mediante la realizacién de estudios en ratas

Wistar, se analizo en primer término la toxicidad de las harinas de cladodios, de

pulpa de frutos y de semillas de Opuntia megapotamica y el efecto de su

administracion oral sobre la glucemia en pruebas de tolerancia a la glucosa y en

ratas diabéticas. En estas ultimas se evalud también el efecto de las harinas de

cladodios y de semillas sobre los lipidos plasmaticos, hepaticos y renales, sobre

dos enzimas del metabolismo lipidico y sobre la estructura y el funcionamiento

de pancreas, higado y rindn. Ademas, se realizé la caracterizacion lipidica de las

harinas de la planta.

v

Los ensayos de toxicidad aguda y sub-aguda permitieron establecer que la
administracion oral de la harina de pulpa de frutos no posee efectos
toxicos. Las harinas de cladodios y de semillas no causan modificaciones
en los parametros bioquimicos ni cambios en el comportamiento y en el
estado general de los animales aunque a nivel de higado y de rifidn
producen alteraciones histoldgicas en las dosis maximas analizadas.

En ratas normales con hiperglucemia transitoria se determiné que las
harinas de cladodios, de pulpa y de semillas poseen un marcado efecto
anti-hiperglucemiante y generan un retorno rapido a los valores basales
de glucosa plasmatica de modo semejante a la droga de referencia
glimepirida. Se sugiere que este efecto podria deberse, en parte, a una
disminucion en la absorcion intestinal de carbohidratos por el elevado

contenido de fibras solubles de la planta.
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En ratas diabéticas, las harinas de cladodios y de semillas no modifican la
glucemia basal luego de 30 dias de tratamiento. Sin embargo, producen
un aumento leve en los niveles plasmaticos de insulina que podrian
atribuirse a la accién indirecta de los oligosacaridos derivados de los
mucilagos y de las pectinas. El consumo de la planta no causa variaciones
significativas en el peso corporal ni en los parametros hematologicos y
mejora la condicion general de los animales.

Ambas harinas tienen un marcado efecto hipolipemiante en los animales
diabéticos que se refleja, en el plasma, en la reduccién drastica de los
niveles de los triacilglicéridos y por ende de las VLDL y en disminuciones
de los acidos grasos libres, colesterol total y LDL-c. Estos resultados
podrian vincularse con el efecto de las fibras solubles sobre la absorcién
de los lipidos de la dieta y su excrecion como acidos biliares con el factible
aporte de los compuestos antioxidantes. Ademas, los acidos grasos de
cadena corta, generados por la fermentacion intestinal de las pectinas y de
los mucilagos, podrian contribuir a la disminucién de los lipidos
plasmaticos

En cuanto a los lipidos del higado, la administracion de las harinas de la
planta a ratas diabéticas reduce significativamente los niveles de
triacilglicéridos y de diacilglicéridos, sin modificar la cantidad de acidos

grasos libres, de colesterol y de fosfolipidos totales e individuales. Los
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tratamientos no revierten la disminucion en la insaturacién lipidica
generada por el estado diabético.

Con referencia a los lipidos del rifidn, ambas harinas disminuyen los niveles
de triacilglicéridos, diacilglicéridos y acidos grasos libres, no producen
cambios significativos en las cantidades de colesterol y de fosfolipidos
totales e individuales y tienen un efecto positivo sobre el indice de
insaturacion de los triacilglicéridos y de los acidos grasos libres.

Solo la harina de cladodios restablece los valores en la actividad de la
HMG-CoA reductasa y disminuye los de la acido graso sintasa, enzimas
hepaticas claves en la biosintesis del colesterol y de los acidos grasos,
respectivamente.

Los tratamientos de las ratas diabéticas con las harinas de cladodios y de
semillas mejoran en forma notoria el estado general del higado y del
sistema biliar que se evidencia en la estructura histoldgica y en el retorno
de las enzimas marcadoras a los valores normales. Los datos derivados de
la medicion del area glomerular, la potasiuria, la creatinina y la urea
plasmaticas, la albuminuria y el aclaramiento de creatinina, indican una
leve tendencia al mejoramiento de la funcién renal luego de la
administracion de la planta. Estos datos podrian relacionarse con los ya
mencionados efectos sobre los lipidos de ambos 6rganos y con el elevado
contenido de antioxidantes naturales que mejora el balance redox y

minimiza el dafno oxidativo.
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v' La harina de cladodios posee un elevado contenido de acidos grasos

poliinsaturados que le confiere un potencial valor nutracéutico.

En conjunto, los estudios pre-clinicos llevados a cabo en este trabajo de
Tesis demuestran que las harinas de Opuntia megapotamica son bien toleradas
cuando se las administra en forma oral, que en ratas con hiperglucemia
transitoria tienen un marcado efecto anti-hiperglucemiante y que en ratas
diabéticas ejercen una importante accion hipolipemiante y poseen efectos
positivos sobre la estructura del pancreas y sobre el funcionamiento hepatico y,
por lo tanto, pueden servir como base para los ineludibles estudios clinicos que
avalen su uso como recurso terapéutico natural.

A la hora de evaluar las ventajas ecologicas, econdmicas y sociales que
podria tener el empleo medicinal y/o nutracéutico de Opuntia megapotamica
en el pais, sera importante tener presente que se trata de una especie nativa,
rustica, de facil propagacion, manipulacion y procesamiento y que crece en

zonas aridas y semiaridas donde otros cultivos no se desarrollan naturalmente.
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