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l. AMBITO DE LA INVESTIGACION

La diabetes es una enfermedad crénica que consiste en un trastorno metabolico caracterizado
por altos niveles de glucosa en sangre que pueden dar paso a complicaciones graves y Guatemala
es uno de los paises de Latinoameérica que presenta mayor prevalencia de esta patologia. Seguin el
Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, el 8% de la poblacion se ve afectada por esta
enfermedad (Moreira, 2014).

El tratamiento farmacologico de la diabetes esta dirigido a corregir una 0 mas de las
alteraciones metabdlicas subyacentes, con el objetivo primordial de mantener los niveles de
glucosa cercanos a los valores normales. Sin embargo, la mayoria de estos farmacos desarrolla
efectos adversos en los pacientes, quienes muchas veces recurren a medicina alternativa, la cual
puede resultar menos agresiva y mas econémica. El uso de plantas medicinales puede satisfacer
necesidades de atencion primaria de salud, incluyendo la tuna o nopal como medicina
alternativa. Guatemala es conocido por ser un pais rico en biodiversidad, cuenta con 44 especies
de la familia Cactaceae, dentro de la cual se encuentra el género Opuntia, del que muchas

especies son utilizadas empiricamente entre la poblacion guatemalteca para tratar la diabetes.

Este estudio forma parte de la linea de investigacion en bioensayos del Departamento de
Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, de la Universidad de San Carlos
de Guatemala. En este caso se evaluara la actividad antihiperglucemiante de dos especies de
nopal (O. streptacantha Lem y O. ficus-indica (L.) Mill.) recolectadas en Guatemala. La
actividad antihiperglucemiante de estas especies ha sido estudiada en México, pero resulta
conveniente analizar las propiedades de estas especies en Guatemala, por la diversidad de

ambientes y suelos en que se encuentran.



1. RESUMEN

Los cactus del género Opuntia han sido utilizados hasta la fecha como medicamento
natural con propiedades antidiabéticas en algunos paises de Latinoamerica, incluyendo
Guatemala. Varios estudios en animales sugieren y respaldan la actividad antihiperglucemiante
para algunas especies de este género y se especula que las variaciones en la respuesta
antihiperglucemiante dependen de varios factores como la especie y su habitat, de los que
pueden depender sus principios activos (Butterweek, Smlin, Feistel, Pischel, Bauer & Verspohll,
2011). Debido a que en Guatemala no existen estudios sobre la micromorfologia, metabolitos
secundarios y actividad antihiperglucemiante de las especies de cactus, se hizo un estudio
descriptivo de tales aspectos en muestras de Opuntia streptacantha y Opuntia ficus-indica

recolectadas en los departamentos de Huehuetenango y Chimaltenango.

La micromorfologia vegetal fue analizada mediante técnica de diafanizado, cortes
transversales de los cladodios, los cuales fueron observados en fresco y tefiidos con diferentes
colorantes, asi también se realizaron impresiones de la epidermis y se establecié que ambas
especies poseen epidermis con estomas ciclociticos hundidos en la cuticula; colénquima laminar,
clorénquima y parénquima de reserva con granos de almidén, cristales en forma de drusas en
todos los estratos mencionados y en las cavidades estomaticas. La densidad estomatica de O.
streptacantha y O.ficus-indica fue de 21 estomas/mm?y 19 estomas/mm? respectivamente, lo

que coincide con la descripcidn para estas especies en México.

Los metabolitos secundarios fueron determinados mediante fitotamizaje cualitativo en
tubo a partir de cladodios triturados, se determiné que ambas especies poseen taninos, alcaloides,

flavonoides y saponinas triterpenoides.

Finalmente, la evaluacion de la actividad antihiperglucemiante se realizO mediante
ensayo in vivo en ratas normoglucémicas, a las cuales se les administraron extractos acuosos y
licuados de cladodios de las dos especies de Opuntia, los cuales mostraron efecto
antihiperglucemiante estadisticamente significativo. Sin embargo, la preparacion de licuado

mostro mayor efecto en comparacion con los extractos acuosos, en las ratas estudiadas.



1. ANTECEDENTES

A. Hidratos de carbono en el organismo

Los hidratos de carbono de los alimentos como los disacaridos y polisacaridos se convierten
en glucosa por medio de los procesos de digestion y absorcion. La glucosa tiene el papel

fundamental de suministrar energia para organismos animales y fangicos (Velasquez, 2006).

1. Absorcion de la glucosa

Los disacaridos y los polisacaridos son la principal fuente de glucosa del ser humano.
Después de ser ingeridos son sometidos a hidrolisis, por accion de enzimas digestivas en el
lumen del intestino delgado, para ser convertidos en glucosa, galactosa y fructosa y ser
absorbidos. Luego de ser absorbida la glucosa por medio del mecanismo de transporte activo de
la bomba de sodio-potasio en las células de la membrana intestinal, ésta circula en el plasma. La
glucosa que no se requiere como fuente de energia es captada por el higado, donde es fosforilada
(glucosa-1-fosfato) para su transformacion en glucégeno y como sustancia de reserva en el
higado. El ingreso de la glucosa para ser utilizada como energia a las células esta regulada por la

insulina (Elia & Cummings, 2007).

La célula cuenta con un conjunto de 11 enzimas ubicadas en el citoplasma para llevar a cabo
la utilizacién de la glucosa (glucolisis), este proceso es fuente importante de energia y consta de
dos etapas fundamentales, la formacién de dos triosas fosfatadas y la transformacion de

gliceraldehido-3-fosfato a &cido pirtvico (Espinosa, Pérez, Pérez y Barber, 2012).

2. Efecto de la fibra dietética en la absorcion intestinal

El consumo de fibra viscosa retarda el vaciamiento gastrico y hace mas lento el proceso de
absorcion, lo que causa a su vez sensacion de saciedad. Por consiguiente, la velocidad de
vaciamiento lenta retarda la digestion y absorcion de los alimentos. Cabe mencionar que la

glucosa posprandial es menor aun después del consumo de hidratos de carbono digeribles.



Las principales fuentes de fibra dietética se encuentran en los vegetales y pueden ser
consumidos frescos, enlatados, congelados y cocidos. Segun Marlett y Vollendorf (1993) la
coccion no modifica el contenido total de fibra. Los polisacaridos no digeribles, como la fibra
dietética y los almidones resistentes, pasan relativamente intactos en su recorrido por el tracto
gastrointestinal y segln las propiedades de sus componentes producen diferentes efectos

fisioldgicos (Velasquez, 2006).

B. Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de sindromes metabdlicos que se caracterizan por la
aparicion de hiperglucemia secundaria y defectos de la secrecion y/o accion de la insulina. Lo
mas notorio es la alteracion del metabolismo de hidratos de carbono, que también afecta el
metabolismo proteico y lipidico. Este trastorno puede llevar a complicaciones renales, pérdida de
la vision, insuficiencia arterial de extremidades inferiores, cardiopatia isquémica con infarto de
miocardio e incremento de enfermedad vascular cerebral (Noda, Pérez, Rodriguez y Aphag,
2008).

La DM no aparece subitamente sino mas bien paulatinamente en el organismo, puede tardar
incluso 10 afios para que se cumplan los criterios de diagndstico en una persona; sin embargo en
ese lapso de tiempo, el organismo manifiesta algunas anomalias metabdlicas como niveles
mayores de glucosa en ayunas (100.0 a 126.0 mg/dl) que se conoce como prediabetes. Una
persona prediabética usualmente no desarrolla complicaciones como un diabético, pero esta
expuesta a padecer de enfermedades cardiovasculares y accidentes cerebrovasculares (Marlow,
2012).

Entre los tipos de diabetes se destacan, la DM tipo 1y la tipo 2. La primera se desarrolla en
nifios y adolescentes, tiende a ser dependiente de la insulina y propensa a complicaciones como
la cetoacidosis; la segunda es mas frecuente en personas obesas que presentan resistencia a la

insulina (Tarragona, Soca, Cruz y Santiesteban, 2012).



1. Epidemiologia a nivel mundial

La DM se situa entre la cuarta y octava causa de muerte en paises desarrollados, implicando
a su vez un elevado coste econémico para su tratamiento. La prevision de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) (2003) para el afio 2030 es de 366 millones de diabéticos en todo el
mundo, la mayoria tipo 2. Esta afeccion alcanzard dimensiones de auténtica epidemia en paises

desarrollados (Ruiz, Escolar, Mayoral, Corral y Fernandez, 2006).

Aproximadamente el 52.0% del total de personas diabéticas en el continente americano viven
en Latinoameérica, sin embargo se prevé gque para el afio 2025 el porcentaje aumentard a 62.0%
con la modernizacién de los estilos de vida que han adoptado el sedentarismo y aumento de peso
(Ruiz, et al., 2006).

2. Epidemiologia en Guatemala

Guatemala es uno de los paises de la region de Latinoamérica que presenta mayor
prevalencia de diabetes. Segun el Ministerio de Salud Pablica y Asistencia Social, un 8.0% de la
poblacién padece diabetes. En el area de Solola, en 2002, se evidencio una prevalencia del 7.0%
en personas de raza indigena, mientras que en el area urbana de Panajachel se encontré una tasa
de incidencia de 4.9 por 10,000 habitantes (Moreira, 2014).

En una encuesta epidemioldgica coordinada por autoridades de Salud Publica en Guatemala,
realizada en el municipio de Villa Nueva en 2007, se evidencidé que de una muestra de 1,398
personas el 24.5% tenian antecedentes familiares relacionados con DM, una prevalencia de la
enfermedad de 8.4% y la glucosa alterada en ayunas en el 23.6% de los pacientes, lo que
alarmantemente indicé que la tercera parte de la poblacion estudiada mostro trastornos del
control de la glucosa. EI mismo estudio demostré que en la poblacion con diagndstico de DM, el
porcentaje de obesidad (47%) y sobrepeso (31%); tambien sefiala un aumento significativo en la
prevalencia de DM conforme a la edad, puesto que personas de 20 a 29 afios presentaron
prevalencia de 2.2, en comparacion con personas mayores de 60 afios que mostraron una
prevalencia de 24.6 (Moreira, 2014).



A pesar de que existen pocos datos exactos sobre la prevalencia de la DM en Guatemala,
cabe mencionar que en el pais la prevalencia de DM tipo 1 en personas menores de 15 afios
oscila en 0.4 por 10,000 habitantes (Moreira, 2014).

Por otra parte, un estudio en 2012 encontr6 mayor frecuencia de prediabetes y glucosa en
ayunas alterada en adultos jovenes no indigenas de sexo femenino en la ciudad de Guatemala

(Juarez, Castafieda, Montenegro y Flores 2012).

3. Agentes antihiperglucemiantes

Los farmacos antihiperglucemiantes impiden el aumento exacerbado de los niveles de
glucemia, ya que retrasan la absorcion de disacaridos e hidratos de carbono complejos en el
intestino delgado. Estos no afectan la glucemia basal, pero si disminuyen el incremento
posprandial (Gonzalez y Ortiz, 2012). Uno de ellos es la acarbosa, que es una pseudotetramaltosa
de origen microbiano que se obtiene por bioingenieria y produce un efecto antihiperglucemiante
al actuar como inhibidor competitivo de la enzima alfa-glucosidasa. Con este compuesto, los
polisacaridos no son transformados en monosacaridos, por lo que se prolonga su absorcion y

permite que la glucemia posprandial se reduzca (Fleitas y Rodriguez, 2013).

4. Agentes hipoglucemiantes

Los hipoglucemiantes son un conjunto heterogéneo de drogas que se caracterizan por
producir una disminucién de los niveles de glucemia luego de su administracién a través de

mecanismos pancreaticos y/o extrapancreaticos (Gonzalez y Ortiz, 2012).

Los agentes hipoglucemiantes pueden ser clasificados como secretagogos de insulina. Son
farmacos que actuan incrementando la secrecion de insulina por parte de las celulas beta del
pancreas blogueando los canales de potasio sensibles a ATP (KATP), provocando la liberacion
de insulina. También pueden ser clasificados como sensibilizadores de la insulina. EI mecanismo
de estos farmacos son variados e incrementan la sensibilidad de los érganos diana como el

musculo y el higado a la insulina (Gonzélez y Ortiz, 2012).



5. Uso de plantas medicinales con accion antidiabética

En paises en vias de desarrollo o con bajos niveles socioeconémicos, un sector amplio de la
poblacion no tiene acceso a farmacos de alta tecnologia o a esquemas modernos de tratamiento;
surge entonces la fitoterapia o medicina natural como una alternativa de igual efectividad, pero
con menos efectos secundarios comunes de las drogas sintéticas y con la ventaja de ser mas
econdmica (Hunt, Arar & Akana, 2000). Ademaés, en cuanto a la hiperglucemia, las plantas
medicinales 0 sus extractos pueden optimizar el metabolismo de la glucosa y la condicion
integral de los diabéticos, no solo por sus efectos hipoglucemiantes sino también al mejorar el
perfil lipidico, el estado antioxidante y la funcién capilar. A nivel mundial se han reportado mas
de 400 productos de plantas medicinales que se comercializan para el tratamiento de la diabetes
(YYeh, 2003). Opuntia es un género de plantas de la familia de las cactaceas, que contienen gran
cantidad de fibra soluble y de pectina que pueden interferir en la absorcion intestinal de la

glucosa y reducir la glucemia (Gallego y Ferreira, 2015).

a. Plantas medicinales antidiabéticas en Guatemala

Con respecto a los pueblos de origen maya, es poco lo escrito en cuanto al uso de plantas
medicinales en los tiempos pre-colombinos, sin embargo existen tratados sobre las formas de
curar que usaban los pueblos antiguos mayas (Caceres y Girdn, 1984). EI Centro Mesoamericano
de Estudios sobre Tecnologia Apropiada (CEMAT) ha impulsado desde 1980 la clasificacién de
alrededor de 200 plantas medicinales, comestibles o culinarias en los herbarios. Segun CEMAT-

ERPLAM en Guatemala existen plantas medicinales con accién antidiabética (Duran, 1964).

El uso de plantas medicinales en Guatemala es principalmente de conocimiento popular o
empirico. Dichos usos han sido descritos desde principios de siglo, aunque en forma empirica y
aceptando como validas las concepciones populares. Segun Céaceres y Girdn (1984) se hicieron
varias encuestas entre curanderos y herbolarios para detectar las plantas antidiabéticas de su
farmacopea especifica; se encontr6 que las Unicas plantas utilizadas para este fin fueron la

corteza de Croton guatemalensis (algodoncillo) y Tabebuia rosea (matilisguate), las raices de



Achillea millefolium (milenrama), los frutos de Momordica charantia (balsamina), las flores de

Tecoma stans (chacté) y los tallos y frutos de Opuntia spp.

b. Importancia del uso de plantas con actividad antidiabética

El aumento mundial en la incidencia de obesidad y las enfermedades cronicas como la DM,
los cambios en el ambiente, cambios en las dietas han promovido un desbalance en el estilo de
vida de la poblacién guatemalteca. Segin Moreira (2014), en un estudio epidemioldgico
coordinado por autoridades de Salud Publica en Guatemala, se demostrd que el porcentaje de
obesidad y sobrepeso en el pais fue del 78.0% (47.0 y 31.0% respectivamente); ademas, el 55.0%
de las personas en el estudio eran sedentarias por lo que se puede afirmar que estos factores han
influenciado cambios de estilos de vida menos saludables y aumentado la frecuencia de DM en
nuestra poblacion. También menciona que la prevalencia de obesidad se correlaciona
inversamente con el nivel socio-econdmico en los sectores menos favorecidos de la poblacion,
probablemente debido a las transiciones que las personas realizan en sus estilos de vida y al poco

acceso a los servicios de salud y educacion.

C. Familia de las Cactaceas

Son plantas dicotileddneas arquiclamideas, que constituyen el orden de las Opuntiales, de
flores actinomorfas y hermafroditas; el perianto cuenta con numerosas piezas que pasan de
sépalos a pétalos; el gineceo se compone de cuatro a ocho carpelos concrescentes en un ovario
unilocular y con un solo estilo; los rudimentos seminales son humerosos, bitegumentados y con
placentas parietales; el fruto es carnoso y abayado. Casi todas las cactaceas son plantas
suculentas afiladas o casi afiladas, de tallos rollizos y rechonchos, globulosos o comprimidos y
divididos en artejos; las hojas son muy reducidas, efimeras o transformadas en espinas; en su
axila suelen hallarse fasciculos de espinas o mechitas de largos pelos; flores generalmente
vistosas, que surgen de los pulvinulos foliares. Se conocen 1,500 especies de los paises

templados y calidos de América (Font, 2000).



1. Nombre comunes del género Opuntia

Nopal, nopalera, tuna, chumbera, higuera de chumbo, pita, higuera de pala, picones (Lodé,
2015).

2. Clasificacion taxondémica

Reino: Vegetal
Subreino: Embryophyta
Division: Angioserma
Clase: Dicotiledoneae
Subclase: Dialipetalas
Orden: Opuntiales
Familia: Cactaceae
Tribu: Opuntiae
Subfamilia: Opuntioideae
Género: Opuntia
Subgénero: Platyopuntia

Especie: streptreptacantha y ficus-indica (Instituto Nacional de Ecologia, 1994)

3. Distribucién y habitat

El género Opuntia presenta una enorme reparticién geografica. EI nimero de especies es uno
de los méas importantes dentro de las Cactaceas y ademas, algunas de ellas son muy variables. Se
encuentran desde Canadéa hasta Patagonia pasando por el Caribe. Ocupan practicamente todos los
habitats, desde el tipico chaparral del sudoeste de Estados Unidos y norte de México, pero
también sobre planicies aluviales y escarpas rocosas, sobre suelos rocallosos, arenosos o
guijosos, sobre rocas volcanicas, entre las hierbas, matorrales, colinas rocosas, pendientes aridas,
en el borde de cafiones y entre pinos en regiones a veces cubiertas de nieve, desde el nivel del
mar hasta 4,100 mt de altitud (Lodé, 2015). En México se encuentra ampliamente distribuida en

la Republica Mexicana, en la region conocida como el desierto Chihuahuense, formando, en



algunas otras regiones bosques impenetrables, como la zona cactoldgica por excelencia del

altiplano potosiano-zacatecano (L6pez, Fuentes y Rodriguez, 1997).

4. Descripcion botanica

Plantas arbustivas a arborescentes, a menudo con un tronco distinto, divididas en segmentos
(cladodios), mayormente aplanados, circulares, oblongos, elipticos o alargados, raramente
cilindricos. Hojas minusculas cilindricas o subuladas y rapidamente caducas. Gloquidios y pelos
presentes en las areolas; espinas aciculares, subuladas o setosas, no poseen funda (Lodé, 2015).

a. Raiz

Tiene un sistema radicular perenne, extenso y superficial, en las raicillas secundarias se
encuentran pelos absorbentes, caducas debido a que su presencia se limita a la época de lluvias
por esta razén su estructura y funcionamiento le permite captar con eficiencia la mayor cantidad

de agua durante lluvias producidas en breves periodos (Instituto Nacional de Ecologia, 1994).

b. Tallos

Los tallos modificados o cladodios son aplanados, ovales, ramificados y de color verde. Los
cladodios cumplen la funcion de las hojas, cominmente se conoce como nopalito al cladodio
jéven y penca al cladodio adulto, cuando se encuentran jovenes son de apariencia suculenta y
con mayor contenido en fibra soluble mientras que los cladodios mas viejos presentan mayor

contenido en fibra insoluble (Instituto Nacional de Ecologia, 1994).

Los cladodios almacenan la mayor cantidad de agua con un minimo de pérdida ya que cuenta
con un tejido central esponjoso con células grandes y disefiadas para el almacenamiento de agua
y un recubrimiento de cera sobre la epidermis (Instituto Nacional de Ecologia, 1994). El aumento
del area del cladodio dura alrededor de 90 dias, sobre ambas caras se presentan las yemas,
Ilamadas areolas, que tienen la capacidad de desarrollar nuevos cladodios y flores segun las
condiciones ambientales. Cabe mencionar que el contenido de fibra alimentaria en los cladodios

la hace comparable a la espinaca. La fibra es un compuesto que forma parte de los alimentos
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funcionales debido a que proporciona un beneficio fisiologico, fortalece la salud, ayuda a
prevenir o tratar enfermedades. La fibra dietética es uno de los componentes méas estudiados
desde el punto de vista de la nutricion, esta constituida por diferentes componentes resistentes a
las enzimas digestivas entre ellos la celulosa, hemicelulosa y la lignina (Saenz, 2006).

En el cladodio el contenido de fibra segun su solubilidad en agua se clasifica en fibra soluble
conformado por mucilagos, gomas, pectinas y hemicelulosas y la fibra insoluble conformado por
celulosa y lignina; asi la fibra soluble se asocia con la reduccion de los niveles de glucosa,
colesterol y la estabilizacion del vaciamiento gastrico y la insoluble con la capacidad de

retencion de agua y la absorcion de &cidos biliares, minerales y vitaminas (Saenz, 2006).

i) Histologia de los cladodios

Segun un estudio realizado por Quezada, Sandoval, Alvarado y Moreno (2013), en un corte
transversal realizado del cladodio de Opuntia ficus-indica se observa, en la parte exterior una
cuticula gruesa, hundida en ella se encuentran los estomas. La cavidad subestomatica se extiende
desde la epidermis hasta el clorénquima, su forma es cilindrica entre la epidermis y el

coléngquima, y globosa en el clorénquima.

Debajo de la cuticula se encuentra la epidermis constituida por dos capas de células
rectangulares seguida del tejido colénquima constituido por cuatro a cinco capas de células que
se caracterizan por presentar pared gruesa; adyacente al colénquima se localiza el clorénquima,
constituido por varias capas de células dispuestas en empalizada de forma rectangular y
protoplasma abundante. Después del clorénquima se observan grandes células de forma
rectangular que conforman el parénquima de almacenamiento de mucilago y presencia de
cristales de oxalato de calcio (drusas). Luego del parénquima de almacenamiento se encuentra el

sistema vascular por fibras floematicas y xilema (Quezada, et al., 2013).
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c. Flor

Las flores son diurnas, generalmente solitarias, de color amarillo claro a amarillo vivo,
naranja, rojas, carmin, rosa purplreo y a veces blanquecinas (Lodé, 2015). Nacen en la base de
los arboles, que funcionan indistintamente como yemas florales. Las flores constan de caliz con
tubo oval, soldado con el ovario y con el limbo, con abundantes pétalos, estambres persistentes,
con los filamentos largos, coloridos y l6bulos estigmaticos, son polinizadas a través de insectos,
lepiddpteros, dipteros, etc. La apertura de la flor tarda 55 dias después de la aparicion de las
yemas florales y permanece abierta durante 24 horas; justo después de dos dias, se empieza a

contar la vida del fruto (Instituto Nacional de Ecologia, 1994).

d. Fruto

Es una baya ovoide, cilindrica, de diversos colores, umbilicada en el extremo superior. Sus

semillas son de color variable (Instituto Nacional de Ecologia, 1994).

5. Opuntia streptacantha Lem.

También es conocida como tuna o nopal. Es una planta arborescente muy ramificada, que
alcanza hasta cinco metros de altura. Tronco bien definido, a veces de 45.0 cm de didmetro.
Cladodios obovados de color verde oscuro hasta orbiculares, de 25.0 - 30.0 cm de longitud, con
areolas pequefias, cercanas entre si. Espinas numerosas, extendidas, en ocasiones algunas de ellas
algo adpresas, blancas; gloquidios muy cortos de color café rojizo. Flores de siete a nueve
centimetros de ancho, de color amarillas y anaranjadas; sépalos rojizos, los frutos son globosos,
de cinco centimetros de diametro, rojo oscuro o a veces amarillento, en ambos casos por dentro y
fuera (Véliz, 2008).

En Guatemala esta planta se distribuye en los departamentos de Sacatepéquez,

Chimaltenango, Quiché y Huehuetenango; a una altitud entre los 1600 a 2500 metros sobre el
nivel del mar (\Véliz, 2008).
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6. Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

También es conocida como chumbera, higuera, chumba, tuna o nopal. Es una planta crasa
que puede llegar a medir tres o cuatro metros de altura, pudiendo incluso alcanzar los cinco y
seis metros, el tallo esta formado por artejos aplastados de gran tamafio de aproximadamente
50.0 por 20.0 cm con formas entre ovada y espatulada se articulan entre si por el borde, los del
eje terminan por hacerse lefiosos y rollizos, posteriormente se tornan de una coloracién pardusca

0 pardo-grisacea, éstos sirven como tronco en los ejemplares afiosos (Lépez, 2006).

Los artejos mencionados con anterioridad también son llamadas “palas”, éstas poseen al
nacer pequefias hojas cilindricas de unos tres milimetros que caen prontamente para ser
sustituidas por mechones de diminutas espinas que pueden llevar entremezcladas algunas espinas
rigidas de color amarillento o blanquecino. En los artejos mas viejos las espinas terminan por
caer quedando inermes; por su parte, las flores suelen ser formadas por el ovario, de gran
tamarfio, estd cubierto de mechones de espinas, coronado por los sépalos y pétalos, de color
amarillo vivo; van sobre los artejos o palas hacia los bordes en su mayoria, en el interior se
encuentra tapizado por infinitos estambres. El fruto es una baya de aproximadamente cinco a
nueve centimetros deprimida en el apice y de un color amarillento o rojizo, las semillas son
numerosas y se encuentran englobadas en una masa amarillenta o rojiza de sabor dulce (Lépez,
2006).

En Guatemala esta planta se distribuye en los departamentos de Baja Verapaz,
Chimaltenango, Huehuetenango, Quiché y Sacatepéquez; a una altitud entre los 940 a 2310

metros sobre el nivel del mar (Véliz, 2008).

Segun un estudio bromatoldgico, el cladodio de O. ficus-indica se encuentra compuesto por
agua (éste representa el mayor porcentaje), carbohidratos, vitamina C, fibra (lignocelulésica,
pectina, mucilago y gomas), cenizas, proteina, calcio, sodio, potasio, hierro y grasa. Se constato
que los cladodios jovenes contienen menor cantidad de fibra que los cladodios de

aproximadamente un afio de edad (Guzman y Chéavez, 2007).
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D. Estudios sobre actividad antihiperglucemiante de Opuntia

El nopal es tradicionalmente utilizado para combatir la DM tipo 2 en algunos paises como
México, Corea, Marruecos y Espafia (Guevara, 2009). Estudios en animales asi como en
humanos sugieren que la actividad antihiperglucemiante proviene del contenido de polisacaridos
y otros compuestos hidrosolubles. Se ha especulado que la absorcién intestinal de la glucosa se
retrasa con el consumo de nopal, por la viscosidad de su fibra, en la que habria un efecto
mecanico en la reduccidn de los niveles de glucosa posprandial, sin embargo no se ha dilucidado

el mecanismo o principio activo involucrado (Butterweek, et al., 2011).

En otros estudios se ha reportado que la produccion de &cidos grasos de cadena corta (&cido
propiodnico y acético) durante la fermentacion de fibrina (pectina y mucilago de nopal) en el
colon es la causante de un efecto hipoglucémico, al estimular la secrecion de insulina por lo que

reduce los niveles de glucemia (Guevara, 2009).

Se especula que las variaciones en la respuesta antihiperglucemiante e hipoglucemiante
también dependen de la especie de Opuntia, ya que los principios activos pueden variar de
especie a especie (Butterweek, et al., 2011). Basurto, Lorenzana y Magos (2006) mostraron que
la administracion a corto plazo de las especies O. streptacantha y O. ficus-indica tiene efecto
antihiperglucemiante en pacientes diabéticos, muestran actividad antihipercolesteremiante y
antihiperlipidémica, por lo que el consumo de nopal podria tener utilidad en pacientes con
niveles de glucosa en ayunas igual o mayores a 126.0 mg/dl, sin llegar a 200.0 mg/dl y sin

presentar todos los criterios diagnésticos de DM tipo 2.

1. Estudios sobre Opuntia streptacantha Lem.

Tradicionalmente en varios paises como México, Argentina, Chile y Estados Unidos,
Opuntia streptacantha es parte de la dieta humana, también se utiliza como forraje, y como
planta medicinal. Desempefia un papel importante en la agricultura de subsistencia y ha
destacado como una estrategia ecoldgica productiva para reducir las consecuencias de la sequia

ya que proporciona una gran diversidad de productos para el consumo humano y animal, ademas
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de contribuir a proteger el suelo y a la biodiversidad animal que habita en las zonas aridas y
semiaridas. En México se usa para el tratamiento de la diabetes y el colesterol alto. Actualmente
es reconocida como agente vegetal para el tratamiento de la DM tipo 2 por indigenas americanos
(Pimienta, 1993).

Un estudio realizado por Becerra y Andrade (2012) planteé como hipoétesis del mecanismo
del efecto antihiperglucemiante de O. streptacantha, la hidrolisis de los disacaridos mediante la
inhibicion enzimatica de la alfa glucosidasa; sin embargo, los resultados demostraron que los
extractos del nopal no afectan la hidrolisis de los disacaridos, ni por inhibicién de la alfa

glucosidasa ni por medios mecanicos.

Se han realizado estudios en los que se ha demostrado que la administracion a diferentes
concentraciones de cladodios de O. streptacantha en personas logra reducir la hiperglucemia.
Por otra parte se reporta que el efecto antidiabético esta directamente relacionado con la dosis
administrada (Castafieda, Gonzalez & Frati, 1997).

Existe evidencia experimental que apoya la actividad anthiperglucémica de O. streptacantha
con dosis desde 100 g, y la actividad llamada hipoglucemiante aguda (diferente al mecanismo de
la fibra) con dosis de 300 a 500 g.

Ambos efectos son catalogados como antidiabéticos. La actividad antihiperglucemiante
obtenida con altas dosis, se debe principalmente a su contenido de fibra, pues inhibe la absorcion
intestinal de la glucosa y de los lipidos en DM tipo 2, tanto en personas obesas y sanas; sin
embargo, puede presentar efectos secundarios, como aumento en volumen de las heces y
flatulencias, y sugieren que el nopal debe administrarse como parte del tratamiento integral en

pacientes con DM tipo 2, sin sustituir los hipoglucemiantes orales (Basurto, et al., 2006).

2. Estudios sobre Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

Butterweek, et al., (2011) evaluaron el efecto antihiperglucemiante de extractos acuosos de

O. ficus indica, mediante una sobrecarga de glucosa administrada en ratas media hora después de
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los extractos del cladodio. Los resultados obtenidos apoyan la efectividad de la disminucion de la
glucosa posprandial aun administrada en dosis muy pequefias.

Una serie de estudios en México, llevados a cabo en ratas y personas diabéticas, han puesto
de manifiesto la actividad hipoglucémica de los extractos de esta especie. Frati, Jiménez y Ariza
(1990) realizaron un estudio para evaluar si distintas preparaciones de tallos de O. ficus-indica
ejercian efecto hipoglucemiante en pacientes con DM tipo 2. Las preparaciones consistian en
tallos asados, licuados crudos y calentados a 60°C, y se encontrdé que O. ficus-indica ejerce
efectos antidiabéticos en pacientes con DM tipo 2, independientemente del tipo de preparacion.

E. Test de tolerancia a la glucosa

Este test mide la capacidad que tiene el organismo para metabolizar la glucosa, de manera
gue evidencia alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono. El test de tolerancia a la
glucosa consiste en lo siguiente: después de un ayuno de 10 a 12 horas, se obtiene del paciente
una muestra de sangre en ayunas para determinar la glucemia basal. De acuerdo con el criterio
del Expert Committee on the Diagnosis and Clasification of Diabetes (ECDCDM), si el valor de
glucemia en ayunas es igual o0 mayor a 126.0 mg/dl se diagnostica como DM. Si la glucemia en
ayunas es menor de 126.0 mg/dl, entonces se le administra al paciente una carga de glucosa oral
(75.0 gramos de glucosa disuelta en 250.0 mililitros de agua), posteriormente, se toman muestras
de sangre a intervalos regulares de tiempo, segin muestreos convencionales: una muestra cada
hora hasta las dos horas, o bien una muestra cada 30 minutos. Si la muestra de las dos horas es

igual o superior a los 200.0 mg/dl se diagnostica DM (Trujillo, 2007).

Estudios realizados por la Universidad Auténoma de Madrid aconsejan realizar las
mediciones durante al menos tres horas, con el fin de obtener mayor informacién, que pueda

contribuir a detectar, de manera temprana el desarrollo de la DM tipo 2 (Trujillo, 2007).

1. Modelos animales inducidos a hiperglucemia transitoria

En la mayoria de estudios realizados sobre DM se da un enfoque hacia los niveles altos de

glucemia. Existen diferentes modelos animales para su estudio, tales como los que desarrollan

16



espontaneamente diabetes con dietas con alto contenido de grasas, los inducidos de forma
quimica y los inducidos por medio de cirugia o transgenicos knock-out. Estos modelos conllevan
dafio pancredtico o inducen a falla en el mismo y ocasionan dafio permanente al animal
empleado (Urzla, 2011).

En un estudio realizado por Gilia, Habibb, Gentab, Alonso y Sanchez (2007) se analiz6 el
efecto de la administracion oral de cladodios, empleando ratas con hiperglucemia transitoria.
Este modelo resulta ser factible, evitando dafio permanente al animal y simula el estado de
hiperglucemia en la prediabetes. Para ello utilizaron ratas Wistar a las que se les administré por
via oral una solucién de 50.0% de glucosa (2.0 g/kg de peso corporal) 30 minutos despueés de la
toma de cada tratamiento. Los niveles de glucosa en sangre se determinaron durante un periodo
de 2 horas. Urzla (2011) también empled la dosis de glucosa 2.0 g/kg de peso corporal, para

inducir a hiperglucemia transitoria, incluyendo un ayuno previo de 12 horas.

2. Toxicidad de los preparados de Opuntia en modelos animales

Carrasco (2012), como parte de la comprobacion del efecto hipoglucemiante del extracto de
Opuntia ficus-indica en ratones con hiperglucemia inducida, realizé6 un estudio de toxicidad
aguda y analisis de cortes histoldgicos de los 6rganos (higado, rifidn, y estdmago) de los modelos
animales empleados y reportd que no existe dafio en el parénquima gastrico, hepatica y renal, de

tal forma que concluyd que el extracto de la planta no es toxica.
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V. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica que afecta el estilo de vida de las personas
que la padecen, por las complicaciones en su salud a corto o largo plazo y su tratamiento es de
por vida. Muchos medicamentos se basan en drogas quimicas que pueden ocasionar efectos

adversos en los pacientes sin mencionar el elevado costo econémico que puedan representar.

El Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social de la Republica de Guatemala, menciona
que en el periodo de 2008 a 2013, la diabetes mellitus tuvo un incremento en la tasa de
mortalidad a nivel nacional. Por otra parte, la situacion de pobreza en el pais supera el 60%, por
lo que es necesario hacer investigacion sobre medicamentos de origen natural y de bajo costo,

ante el desafio que representa la diabetes, prediabetes y factores asociados como la obesidad.

El uso de plantas medicinales puede ser considerado como una opcion menos perjudicial que
los medicamentos sintéticos y al mismo tiempo mas accesible econémicamente a la poblacion

guatemalteca.

Opuntia es un genero vegetal que ha sido y se sigue utilizando como medicamento natural
con propiedades antidiabéticas en algunos paises de Latinoamérica, incluido Guatemala. Sin
embargo, en nuestro pais no se conoce con certeza la identidad taxonémica de las especies que se
utilizan para este fin, ni la composicion quimica, ni descripcion microanatémica, ni la efectividad
antidiabética de las especies que se consumen. Teniendo en consideracion que las dos especies
de Opuntia méas estudiadas en México por su actividad antihiperglucemiante son O.
streptacantha y O. ficus-indica, esta investigacion pretendié describir la micromorfologia vegetal
y contenido fitoquimico de ejemplares de dichas especies, recolectadas en Guatemala y

comprobar su actividad antihiperglucemiante mediante un ensayo in vivo.
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

e Analizar la estructura micromorfologica, contenido fitoquimico y actividad

antihiperglucemiante de Opuntia streptacantha y Opuntia ficus-indica en Guatemala.

Objetivos Especificos:

e Describir las caracteristicas anatomicas microscépicas (epidermis y tejido fundamental) de

cladodios de O. streptacantha y O.ficus-indica encontradas en Guatemala.

e Determinar el contenido fitoquimico de las especies O. streptacantha y O. ficus-indica.

e Determinar la actividad antihiperglucemiante del extracto acuoso y del licuado de O.
streptacantha y O. ficus-indica en ratas con hiperglucemia transitoria.

e Confirmar la utilidad de las dos especies de Opuntia como plantas antidiabéticas por sus

propiedades y composicion fitoquimica.
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VI. HIPOTESIS

El extracto acuoso y el licuado de los cladodios de las especies Opuntia streptacantha y
Opuntia ficus-indica tienen actividad antihiperglucemiante en ratas inducidas a hiperglucemia
transitoria con sobrecarga de maltosa.
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VII. MATERIALES Y METODOS

. Recursos

Humanos

Estudiantes: Br. Andrea Marian Stephany Castellanos Moreira y Br. Carmen Liseth Chopox
Teleguario
Asesores del trabajo de investigacion: Licda. Margarita Paz de Ramirez y Licda. Maria

Eugenia Paredes Sanchez

Institucionales

Laboratorio de Bioensayos, Departamento de Citohistologia, Escuela de Quimica Bioldgica,

Universidad de San Carlos de Guatemala.

Herbario de Escuela de Biologia (BIGU), Universidad de San Carlos de Guatemala.

Bioterio “Dra. Amarilis Saravia GOmez”.

. Universo de trabajo

Plantas del género Opuntia con atribucion de actividad antihiperglucemiante, pertenecientes

a la flora que crecen en Guatemala.

1. Muestra

Dos especies de Opuntia con actividad antihiperglucemiante: O. streptacantha Lem. y O.

ficus-indica (L.) Mill.

2. Obtencion del material vegetal

La especie O. streptacantha fue recolectada en el departamento de Huehuetenango. O. ficus-

indica fue recolectada en el departamento de Chimaltenango.
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Se cortaron ejemplares de los tallos (cladodios) de ambas especies, se colocaron en hojas de

papel periddico, luego se transportaron al herbario para su identificacion.

C. Listado de materiales

Material vegetal fresco

Cladodios de O. streptacantha

Cladodios de O. ficus-indica

Cristaleria

Portaobjetos
Cubreobjetos
Embudo

Erlenmeyer de 50 ml
Probeta de 100 ml
Tubos de ensayo
Varilla de vidrio
Vidrio de reloj
Beaker de 50 ml
Beaker de 100 ml
Pipetas pasteur de vidrio

Tubos de ensayo con rosca

Utensilios de laboratorio

Gradilla
Bisturi

Guardian descartador
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Equipos

Microscopio Fisher Scientific Micromaster, triocular con monitor Westover MM-501 LCD
para la toma de imagenes.

Software Westover Micron Imaging

Balanza semianalitica

Estereoscopio

Glucometro

Estufa

Licuadora

. Reactivos

Aceite de inmersion
Agua destilada

Etanol

Safranina

Verde rapido

Azul de toluidina
Sulfato férrico 2.0%
Etanol al 80.0%

Etanol al 95.0%

Etanol al 100.0%

Xilol

Cloruro de sodio al 1.0%
Gelatina al 1.0%
Cloruro férrico al 10.0%
Reactivo de Dragendorff
Agua destilada
Gelatina-glicerol

Acido clorhidrico concentrado
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Torneaduras de magnesio
Hidroxido de sodio al 5.0%
Hidroxido de sodio al 50.0%
Hipoclorito de sodio al 50.0%
Hidrato de cloral (5:2)
Anhidrido acético

Acido sulftrico concentrado

Solucién de glucosa al 50.0%

. Bioldgicos

30 ratas Wistar, con peso de 300.0 £ 20.0 gramos.

. FArmacos

Acarbosa

. Otros

Jeringas de 5.0 ml
Bata de laboratorio
Guantes desechables
Cofias

Mascarillas

Tiras reactiva para glucometro
Algodon

Bolsa de plastico
Cartulina

Etiquetas

Folders

Gelatina sin sabor

Hojas de afeitar Gillette
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e Lapiz

e Marcador permanente
e Tijeras

e Hojas papel bond

e Sondas orogastricas

e papel periddico

e Navaja o cuchillo

e Cucharas

e Masking-tape

e Prensa

D. Metodologia
1. Pruebas de identificacién
a. Recoleccion de las especies O. streptacantha y O. ficus-indica

Se cortaron los cladodios de cada especie de Opuntia, incluyendo flores y/o frutos. Se
colocaron en hojas de papel periddico a fin de conservar la forma estructural de la planta segln

lo recomendado por Lépez y Rosas (2002).

i) Criterios de inclusion de cladodios

Se seleccionaron cladodios joévenes segun los siguientes criterios: a) cladodios con peso de

aproximadamente 60.0 a 100.0 g y b) con color verde brillante (Rodriguez, et al., 2007).

b. Herborizacion de ejemplares frescos

Luego de recolectados, los ejemplares se llevaron al herbario de la Escuela de Biologia
(BIGU) de la Universidad de San Carlos de Guatemala donde se identificaron. Luego, se
procedio a preparar el ejemplar para conservacion mediante su herborizacion, para lo cual el
cladodio se parti6 corte longitudinalmente, al igual que las otras estructuras. Ambas partes se
descarnaron con una cuchara, se retiraron las partes mucilaginosas y luego se colocaron en papel

periddico. Se procedid a la presion y deshidratacion en camaras de secado, segun la técnica de
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Lopez y Rosas (2002), en el edificio anexo del Herbario BIGU. Este herbario brind6 la

certificacion taxonomica de las especies recolectadas.

2. Preparacion de cortes histologicos

Se realizaron cortes transversales a mano alzada de planta fresca, con hojas de afeitar. Los
cortes obtenidos se depositaron en un vidrio de reloj con agua y seguidamente se seleccionaron
con una lupa los cortes méas delgados y con apariencia uniforme, y se observaron al microscopio
en aumentos de 100X y 400X (Rojas, Cruz y Romaén, 2011).

3. Técnicas de coloracion

a. Coloracién con azul de toluidina

En un vidrio de reloj se colocé colorante azul de toluidina diluido al que se afiadieron los
cortes mas delgados y se dejaron reposar por 5 minutos. Una vez tefiidos se observaron en el
microscopio en aumentos de 10X y 40X (Sandoval, 2005).

b. Coloracién con safranina

Luego de elegidos los cortes méas delgados se clarificaron con hipoclorito de sodio (NaClO)
al 50.0%, hasta que se observaron blancos, luego se realizaron de cinco a seis lavados, durante
tres minutos cada uno, con agua destilada. Seguidamente se tifieron con solucion de safranina al
1.0% en agua durante dos a cinco minutos, se lavaron con agua destilada y se colocaron en un
portaobjetos al que se agregd una gota de gelatina-glicerina calentada y se colocé un
cubreobjetos. Con esta técnica se observaron las paredes lignificadas y la cuticula en color rojo
intenso y paredes celuldsicas de color rosado (Rojas, et al., 2011).

c. Diafanizado

Se colocd el material vegetal en un beaker con alcohol etilico al 96.0%, se llevé a ebullicion
durante diez minutos en bafio maria. Se agregaron partes iguales de alcohol al 96.0% y NaOH al
5.0%, se llevo a ebullicion en bafio maria durante cinco a diez minutos, se lavd con agua

destilada, se decantd el sobrenadante y se aplicd NaClO al 50.0% hasta obtener el material
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transparente. Seguidamente se lavd con agua destilada para eliminar el resto de NaClO, se coloco
en hidrato de cloral (5:2) durante cinco a diez minutos como minimo, hasta que se tornd
transparente (el material permanecié en dicha solucion hasta el momento de la tincion de
montaje). Se realizé la tincion con safranina al 1.0% en agua destilada y se montd en un

portaobjetos con gelatina-glicerina (Martinez y Gémez, 2006).

4. Observacion de estomas

Se formé una pelicula delgada de esmalte transparente sobre la superficie de la hoja, teniendo
cuidado de no tocarla con la mano. Después de quince minutos, se desprendié con una pinza la
pelicula formada y se coloco sobre un portaobjetos de tal forma que la parte que estuvo en
contacto con la epidermis de la hoja qued6 hacia arriba. Se observd al microscopio en un
aumento de 40X (Florez y Cruz, 2004).

a. Determinacion de estomas por mm? de epidermis

Se observo al microscopio la impresion de epidermis tomada con el esmalte. Se enfoco con
un aumento de 400x el campo y se tomé una fotografia con el software Micron®. Se conté el
namero de estomas en el area observada, se determino el area rectangular de la fotografia del

campo visible del microscopio con la ayuda de una escala micrométrica, mediante la formula:

A= b*h
Donde:

“A” es el area, “b” es la base y “h” altura del campo visible (FIorez y Cruz, 2004). Se realizaron

12 repeticiones por especie de las impresiones de la epidermis.

5. Pruebas fitoquimicas

a. Determinacidn cualitativa de taninos y polifenoles taninicos en tubo

Se pesaron 5.0 g de material vegetal fresco triturado, se colocaron en un beaker con 5.0 ml de
agua destilada y se llevo a ebullicién. Posteriormente se filtr6 la solucion y se colocaron 3.0 a 5.0

ml en un tubo de ensayo, el cual se dejo enfriar. Posteriormente se agregd una gota de reactivo

27



sulfato férrico, y se dejo reposar (Rojas, et al., 2011). Interpretacion: El aparecimiento de un

color azul-verdoso evidencia la presencia de taninos.

Test de sal-gelatina: Se prepararon extractos con 10.0 ml de etanol al 80.0% y se llevaron a
ebullicién durante dos minutos, luego se dividieron los extractos en dos tubos; al primer tubo se
le agregd 1.0 ml de una solucidn de cloruro de sodio 10.0%, al segundo tubo se le agreg6 1.0 ml
de solucion de gelatina al 1.0% (Rojas, et al., 2011). Interpretacion: La formacion de
precipitado en ambos tubos y la produccion de un color negro-azul o verde-azul indican la

presencia de polifenoles taninicos.

b. Determinacion cualitativa de alcaloides en tubo

Se pes6 5.0 g de material vegetal fresco triturado, se coloco en un beaker y se llevd a
ebullicion durante dos minutos, se retird del fuego y esperd a que enfriara. Se filtr6 la solucién
obtenida y se colocaron 3.0 a 5.0 ml en un tubo de ensayo al que se agreg6 una gota de reactivo
Dragendorff (Rojas, et al., 2011). Interpretacion: El aparecimiento de color rojo ladrillo o

amarillo naranja indica presencia alcaloides.

c. Determinacion cualitativa de flavonoides en tubo (Ensayo de Shinoda o ensayo de
cianidina)

Se prepar6 un triturado del cladodio de cada espécimen vegetal, al que se agregdé 10.0 ml de
agua hirviendo. Se prepararon dos tubos con 3.0 ml de cada extracto. Al primer tubo (control), se
le agregd 3.0 a 5.0 ml de agua destilada al segundo se le agregé 0.5 ml de HCI concentrado y 3
virutas de magnesio. Un cambio de color (verde a rojo) dentro de un periodo de diez minutos del
segundo tubo se compar6 con el tubo control, se enfrié y diluy6 con un volumen igual de agua
destilada y se adiciond 1.0 ml de alcohol etilico, se agit6 y dej6 reposar hasta la obtencién de 2
capas. (Rojas, et al., 2011). Interpretacion: El desarrollo de tonalidades rojas en la capa del

alcohol etilico indica presencia de flavonoides
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d. Determinacion cualitativa de saponina en tubo (Liebermann-Burchard)

Se colocé el material vegetal en un beaker 20.0 ml de agua hirviendo, en un tubo de ensayo
se colocaron 5.0 ml de cada muestra. Se agregaron a cada tubo de quince a veinte gotas de
anhidrido acético y se mezcl6. Se agregd cuidadosamente una gota de &cido sulfarico
concentrado y se mezclo suavemente (Rojas, et al., 2011). Interpretacion: coloracion azul-verde
indica presencia de saponinas esteroidales, observado a intervalos de quince minutos durante una

hora.

e. Determinacion cualitativa de saponinas en tubo (Test de espuma)

Se pes6 5.0 g de material vegetal fresco triturado, se colocd en un beaker con 5.0 ml de agua
destilada, se llevo a ebullicion, se filtrd la solucion y se recolect6 en un tubo de ensayo el cual se
dejo enfriar. Se agregd una gota de acido sulfdrico concentrado, se observo una coloracion azul
verdosa y se agitd fuertemente durante diez minutos para favorecer la formacion de espuma;
luego se observd en los siguientes diez, veinte y treinta minutos (Rojas, et al., 2011).
Interpretacion: Desaparicion de la espuma a los treinta minutos, la reaccion es negativa y si se

mantiene, es positiva.

6. Determinacion de la actividad antihiperglucemiante
a. Preparacion del extracto acuoso

La obtencion del extracto se realiz6 mediante decoccion. Se procedié de la siguiente manera:
se les quitaron las espinas a los cladodios, se lavaron, se pesaron 60.0g del cladodio y se
hirvieron lentamente en 300.0 ml de agua destilada durante diez minutos. Seguidamente se
procedio a filtrar y administrar por via orogastrica (Alarcon, Roman, Pérez, Aguilar, Contreras &
Flores, 1998).

b. Preparacion del licuado

La obtencion del licuado se realizd de la siguiente manera, se procedio a quitar las espinas a
los cladodios, se lavaron, se pesaron 60.0 g de cladodio y se licuaron con 300.0 ml de agua

destilada segun el trabajo de Alarcon, et al., (1998).
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c. Calculo de ratas a usar en ensayo experimental

Uso de ratas numero de ratas
Grupo 1 control positivo (acarbosa) 5 ratas
Grupo 2 extracto acuoso O. streptacantha 5 ratas
Grupo 3 licuado O. streptacantha 5 ratas
Grupo 4 extracto acuoso de O. ficus-indica 5 ratas
Grupo 5 licuado O. ficus-indica 5 ratas
Total 25 ratas
n =5 ratas

Totalidad de nimero de ratas: 25 ratas.

d. Determinacion de valores normales de glucosa en poblacién de ratas

Se selecciond un grupo de cinco ratas para esta fase. Las ratas del Bioterio “Dra. Amarilis
Saravia Gémez” se encontraban aclimatadas a temperatura ambiente con ciclos de 12 horas de
luz/noche, con alimentacién estandar y agua de forma ad libitum. A las ratas seleccionadas se les
midio la glucosa basal en sangre con 12 horas previas de ayuno. Las muestras sanguineas fueron
tomadas de las venas laterales de la cola. Los niveles de glucosa sanguinea se determinaron
utilizando un glucémetro. Con esto se obtuvieron los valores normales de glucosa en ayunas para

la poblacion de ratas (Gilia, et al., 2007).

e. Determinacion de elevacién de glucosa sanguinea

El grupo de ratas fue el mismo seleccionado para la primera fase. Las ratas tuvieron un ayuno
previo de 12 horas, se les administr6 la solucion de maltosa al 50% por via orogastrica en dosis
de 3.0 g/kg de peso corporal (Andrade & Wiedenfeld, 2011). Los niveles de glucosa sanguinea
se determinaron utilizando un glucémetro. Las muestras sanguineas fueron tomadas de las venas
laterales de la cola antes de la administracion de maltosa (tiempo 0) y a los 15, 30, 45, 60, 90 y
120 minutos respectivamente luego de la administracion de maltosa (Gilia, et al., 2007). Con los
resultados de las mediciones de glucosa, se pudo evidenciar si la dosis empleada fue efectiva

para la induccidn a hiperglucemia transitoria en el grupo de ratas.
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f. Determinacion de la actividad antihiperglucemiante

Se conformaron cinco grupos experimentales con cinco ratas cada uno. A todos los grupos se
les administré una solucion de maltosa 50% en dosis de 3.0g/Kg de peso corporal para evaluar
hiperglucemia (Andrade & Wiedenfeld, 2011).

Grupo 1: control positivo, ratas con hiperglucemia transitoria, tratadas con agente
antihiperglucemiante acarbosa (Andrade & Wiedenfeld, 2011). Cada rata fue administrada con
38 gramos de acarbosa en un mililitro de agua destilada. Grupo 2: ratas con hiperglucemia
transitoria dosificadas con extracto acuoso de O. streptacantha en dosis de 4.0 ml/kg de peso
corporal. Grupo 3: ratas con hiperglucemia transitoria dosificadas con licuado de O.
streptacantha en dosis de 4.0 ml/kg de peso corporal. Grupo 4: ratas con hiperglucemia
transitoria dosificadas con extracto acuoso de O. ficus-indica en dosis de 4.0 mi/kg de peso
corporal. Grupo 5: ratas con hiperglucemia transitoria dosificadas con licuado de O. ficus-indica
en dosis de 4.0 ml/kg de peso corporal (Alarcon, et al., 1981). Las muestras sanguineas fueron
tomadas de las venas laterales de la cola. Se realiz6 una medicion de glucosa sanguinea en
tiempo cero (Tiempo 0), seguidamente se administraron los extractos y licuados, posteriormente
transcurridos 15 minutos se administré la solucién de sobrecarga de maltosa. Luego se realizaron
mediciones de glucosa sanguinea a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos (Gilia, et al., 2007).

Estas mediciones se repitieron durante cinco dias no consecutivos.

7. Andlisis estadistico

Para evaluar la normalidad de los datos obtenidos se utilizd una prueba de Shapiro-Wilk y
para comparar los valores de glucosa sanguinea de cada grupo de ratas, se empleé la prueba de
Anélisis de Varianza (ANOVA) con medidas repetidas de una via. Posterior al analisis de
varianza, se confirmd la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos, por lo que
se utilizé la técnica de contraste de Tukey para investigar qué medias eran distintas. Los analisis
se realizaron en el paquete estadistico R® (Pimienta, Méndez, Ramirez, Garcia y Dominguez,
2008).
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VIII. RESULTADOS

A. Descripcion microanatomica de O. streptacantha

Se observaron cortes transversales, cortes superficiales tangenciales en fresco, impresion de

la epidermis y diafanizados de cladodios de O. streptacantha.

1. Tejido epidérmico

Corte transversal: Se observé una cuticula gruesa, de color blanquecina. Por debajo de ésta
se observaron células epidérmicas dispuestas de una a dos capas de células rectangulares, con
paredes gruesas, nucleo prominente y citoplasma. Se observaron estomas hundidos levemente en
la cuticula, con la cavidad estomatica extendida desde la epidermis hasta el colénquima en forma

de cilindro y en la parte del clorénquima en forma globosa (figuras 1, S1y S2; figura 2, S1).

Impresion de la epidermis: Se observaron estomas ciclociticos de gran tamafio, compuestos
por células oclusivas (guarda) en forma alargada o arrifionadas, adyacente a las células guarda se
observaron células subsidiarias dispuestas en dos capas alrededor formando un circulo (figura 3,
S1).

Corte superficial tangencial en fresco: Se observaron estomas ciclociticos compuesto por el
poro estomatico y células oclusivas rodeadas de dos capas de células subsidiarias. Las células de
la epidermis se observaron de forma poligonal con paredes anticlinales rectas y algunas con

curvatura variable (figura 4, S2 y S3).

Diafanizado: Se observaron células de la epidermis de forma poligonal con paredes
anticlinales rectas y algunas con curvatura variable, también se observaron en el interior de los

poros estomaticos de 3 a 4 drusas (figura 6, S1y S2; figura 7, S1).

2. Tejido fundamental

Corte transversal: Se observé colenquima laminar, formado de cuatro a cinco capas de

células con forma oval-alargada, abundante citoplasma y de pared gruesa homogéneamente
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engrosada alrededor de las células (figura 1, S1 y S2). Luego del clorénquima se observaron
células de forma poligonal, conformando el parénquima de reserva. En el interior de éstas células
se observaron granos de almidon y entre las células de la epidermis, colénquima y parénquima de

reserva se encontraron alojados cristales en forma de drusas y estrella (figura 2, S2 y S3).

Corte superficial tangencial en fresco: Se observd colénquima de tipo laminar, abundante
citoplasma y pared gruesa. También se observaron poros estomaticos, que inician desde la
epidermis y pasan por las células del colénquima (figura 4, S1).

Corte transversal en fresco: Proximo al colénquima se localizé el clorénquima, constituido
por capas variadas de células en empalizada con pared delgada y abundantes cloroplastos, en
disposicion a la pared de la célula (figuras 5, S1).

Diafanizado: Se observaron drusas y poros estomaticos de 3 a 4 drusas en su interior, las

células del parénquima de reserva se observaron de forma poligonal (figura 7, S1y S2).

B. Descripcion microanatémica de O. ficus-indica

Se observaron cortes transversales, cortes superficiales tangenciales en fresco, impresion de

la epidermis y diafanizados de cladodios de O. ficus-indica.

1. Tejido epidérmico

Corte transversal: Se observé una cuticula gruesa, de color blanquecina, por debajo de ésta
se observaron las células epidérmicas dispuestas de una a dos capas de células rectangulares con
paredes gruesas, ncleo prominente y citoplasma. Se observaron estomas hundidos levemente en
la cuticula, con la cavidad estomatica extendida desde la epidermis hasta el colénquima en forma

cilindrica y globosa para el clorénquima (figuras 1, F1y F2; figura 2, F1 y F2).

Impresion de la epidermis: Se observaron estomas ciclociticos de gran tamafio, compuestos

por células oclusivas (guarda) en forma alargada o arrifionadas, adyacente a las células guarda se
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observaron células subsidiarias dispuestas en dos capas alrededor formando un circulo (figura 3,
F1).

Corte superficial tangencial en fresco: Se observaron células de la epidermis en forma
poligonal con paredes anticlinales rectas y algunas con curvatura variable, también se observaron

cristales en forma de drusas y en los poros estomaticos (figura 4, F1).

Diafanizado: Se observaron las células de la epidermis de forma poligonal con paredes
anticlinales rectas y algunas con curvatura variable, también se observaron en el interior de los

poros estomaticos de 3 a 4 drusas (figura 6, F1 y F2; figura 7, F1).

2. Tejido fundamental

Corte transversal: Se observd colénquima laminar, formado de cuatro a cinco capas de
células con forma oval-alargada, abundante citoplasma y de pared gruesa homogéneamente
engrosada alrededor de las células. Seguido del colénquima se observaron células dispuestas en
empalizada conformando el clorénquima (figura 1, F1 y F2; figura 2, F2). Luego del
clorénquima se observaron células de forma poligonal conformando el parénquima de reserva.
Entre las células de la epidermis, colénquima y parénquima de reserva se encontraron alojados

cristales en forma de drusas y cristales en forma de estrella (figura 2, F3; figura 4, F3).

Corte superficial tangencial en fresco: Se observé colénquima de tipo laminar, abundante
citoplasma y pared gruesa. También se observaron poros estomaticos que inician desde la

epidermis y pasan por las células del colénquima (figura 5, F1 y F2).
Corte transversal en fresco: Proximo al colénquima se localizé el clorénquima, constituido

por capas variadas de células, en empalizada con pared delgada y abundantes cloroplastos en

disposicion a la pared de la célula (figuras 5, F1).
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Diafanizado: Se observaron cristales en forma de drusas y poros estomaticos con 3 a 4 drusas

en su interior (figura 6, F1 y F2; figura 7, F1), las células del parénquima de reserva se

observaron de forma poligonal (figura 7, F2).

Figura 1. Corte transversal del cladodio de O. streptacantha, S1 y S2. Camara estomatica (CE)
(40x), clorénquima (CLO) (40x), colénguima (CL) (40x), drusas (DR) (40x), cuticula (CU)
(40x). Corte transversal del cladodio de O. ficus-indica F1 y F2. Camara estomatica (CE) (40x),
clorénquima (CLO) (40x), colénquima (CL), drusas (DR), cuticula (CU). Todas las micrografias

se encuentran tefiidas con safranina.
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Figura 2. Corte transversal del cladodio de O.streptacantha S1. Cuticula (CU) (40x), Drusas
(DR) (40x), células de la epidermis (EP) (40x), colénquima (CL) (40x), cavidad estomatica (CE)
(40x). S2. Cristales en forma de estrella (CES) (40x), parénquima de reserva (PR) (40x). S3.
Drusas (DR) (40x), cristales en forma de estrella (CES) (40x), parénquima de reserva (PR) (40x).
Cortes transversales del cladodio de O.ficus-indica. F1. Células de la epidermis (EP) (40x),
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cuticula (CU) (40x). F2. Cuticula (CU) (40x), drusas (DR) (40x), células de la epidermis (EP)

(40x), coléngquima (CL) (40x). F3 Cristales en forma de estrella (CES), parénquima de reserva

(PR). Las anteriores micrografias se encuentran tefiidas con azul de toluidina.

Figura 3. Impresion de la epidermis de cladodios de O. streptacantha. S1. Estomas ciclociticos
(EC) (40x), células oclusivas (COC) (40x), células subsidiarias (CS) (40x). Impresion de la
epidermis de cladodio de O.ficus-indica. S2. Estomas ciclociticos (EC) (40x), células oclusivas
(COC) (40x), células subsidiarias (CS) (40x). Las anteriores micrografias corresponden a

impresiones de la epidermis con la técnica de esmalte.
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Figura 4. Corte superficial tangencial de O. streptacantha S1. Colénquima (CL) (40x), poro
estomatico (PE) (40x). S2. Poro estomatico (PE) (40x), células de la epidermis (EP) (40x),
drusas (DR) (40x). S3. Células de la epidermis (EP) (40x), poro estomatico (PE) (40x). Corte
longitudinales radiales de O. ficus-indica. F1. Poro estomatco (PE) (40x), células de la epidermis
(EP) (40x), drusas (DR) (40x). F2. Colénguima (CL) (40x). F3. Cristales en forma de estrella
(CES) (40x). Las anteriores micrografias se observaron en fresco.
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Figura 5. Corte transversal en fresco de cladodio de O. streptacantha. S1. Clorénquima (CLO)
(40x), cloroplastos (CLP) (40x). Corte transversal de cladodio de O. ficus-indica. F1.
Clorénquima (CLO) (40x), cloroplastos (CLP) (40x). Las anteriores micrografias se observaron

en fresco.
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Figura 6. Diafanizado de cladodio de O. streptacantha tincién con safranina. S1. Células de la
epidermis (EP) (40x), drusas (DR) (40x). Poro estomatico (PE) (40x). S2. Drusas (DR) (40x).
Diafanizado de cladodio de O. ficus-indica tinciones con safranina. F1. Células de la epidermis
(EP) (40x), drusas (DR) (40x). Poro estomatico (PE) (40x). F2. Drusas (DR) (40x).
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Figura 7. Diafanizado del cladodio de O. streptacantha tincién con safranina. S1. Drusas dentro
de poro estomético (DR-PE) (40x). S2. Células del parénquima de reserva (PR) (40x).
Diafanizado del cladodio de O. ficus-indica tincién con safranina. F1. Drusas dentro del poro
estomético (DR-EP) (40x). F2. Células del parénquima de reserva (PR) (40x).

Las determinaciones cuantitativas de estomas por milimetro cuadrado, asi como el rango, valores
obtenidos de la impresion de epidermis de las distintas especies de cladodios se muestran en la
tabla 1. Las repeticiones de las impresiones se realizaron al azar. Los rangos obtenidos muestran
un valor minimo a un valor maximo. Ademas, la especie O. streptacantha muestra un rango mas

amplio, asi como un mayor valor promedio.
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Tabla 1. Densidad estomatica, estomas por milimetro cuadrado de epidermis de las especies

de cladodios
) Densidad estomética (estomas/mm?)
Especie " -
Rango Valor promedio
O. streptacantha 15.05 - 26.34 21
O. ficus-indica 16.55 - 21.07 19

* Rango minimo y maximo obtenido de la realizacion de 12 repeticiones en la epidermis de las especies de
cladodios, mm? milimetro cuadrado

Figura 8. A. Micrografia de la impresién de la epidermis de O.streptacantha (10x). B.
Micrografia de la impresion de la epidermis de O. ficus-indica (10x). Las impresiones se
obtuvieron a través de la colocacion de esmalte, se dejo secar durante 15 minutos, luego se
coloco sobre el esmalte seco un cuadrado de masking-tape, se retird la pelicula formada con un

tiron firme y se observo al microscopio en aumento de 10x.

C. Determinacion del contenido fitoquimico

Los resultados de las prueba de identificacion de taninos, polifenoles, alcaloides,
flavonoides y saponinas en las dos especies de Opuntia estudiadas se muestran en la tabla 2.
Asimismo, ambas especies de cactus presentaron reacciones similares en las pruebas

fitoquimicas.
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Tabla 2. Determinacion cualitativa de metabolitos secundarios

Metabolitos secundarios Especie de cladodio*
O. streptacantha  O. ficus-indica Resultado positivo
Taninos P P Coloracion azul-verdoso
Reactivo sulfato férrico
Polifenoles taninicos P P Coloracion negro-azulado o
verde-azulado con precipitado
Test gelatina-sal
Alcaloides P P Coloracién rojo ladrillo o
amarillo naranja
Reactivo Dragendorf
Flavonoides P P Coloracion roja
Test de Shinoda
Saponinas esteroidales A A Coloracién azul-verdoso
Test de Liebermann-Burchard
Saponinas triterpendides P P Formacion de espuma, que
permanece durante 30
minutos

Test de espuma

* A: Ausencia; P: Presencia

D. Determinacion de la actividad antihiperglucemiante

El promedio de datos obtenidos de la medicidn de glucemia se muestran en la tabla 3 y 4, los
cuales fueron tomados a partir de un tiempo 0 hasta los 120 minutos. En la gréfica 1 se observan
dos curvas que corresponden al modelo de hiperglucemia transitoria (maltosa) y al control
positivo (acarbosa) asi como cuatro curvas que corresponden a la administracion de extracto

acuoso Y licuado de O. streptacantha y O. ficus-indica (grafica 1y 2).

En la determinacion de la actividad antihiperglucemiante, la prueba de contrastes de Tukey
mostro similitud entre ambas especies de Opuntia. Sin embargo, al comparar la efectividad de
ambas formas de preparacion respecto al farmaco control (acarbosa), el extracto acuoso de
ambas especies mostro diferencia entre los 15 a los 45 minutos, mientras que ambos licuados
mostraron diferencia Unicamente entre los 15 a 30 minutos. Cabe resaltar que la curva de
glucemia disminuye significativamente al administrar el extracto acuoso o licuado de cada una

de las especies (tabla 3 y 4; grafica 1 y 2).
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Tabla 3. Efecto de la administracion oral del licuado y extracto acuoso de O. streptacantha

en ratas normoglucémicas.

Glucemia (mg/dl)

Tiempo Maltosa® Acarbosa” Licuado® Extracto
(min) acuoso’
0 75.7+£5.6 78.8+4.8 80.6 +4.8 81.3+4.6

15 1288+9.7° 104.4+26 1156+4.3° 1157 +56%
30 147.2+65 108.7+6.5 1197454  1294+6.2"

45 149.8+8.6 1105+6.3° 116.6+6.4™ 126.3+9.2%
60 1452 +4.4" 1120+35" 109.7+6.1* 116.7 +8.93*
90 110.8+85 102.3+7.3* 97.8+45  92.0+11.0°
120 783+43  80.8+47  782+28 773+46

Las medias indicadas con los superindices #**% difieren con los grupos
indicados con los mismos superindices, las diferencias se presentan en relacion
a las filas. Las medias indicadas por el superindice * difieren con todos los
demas grupos en relacion a las filas. Seguln la prueba de Tukey, p=0.05
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Grafica 1. Curvas de glucemia luego de la administracion de una sobrecarga de maltosa al 50%
en ayunas. La linea naranja describe el comportamiento sin administrar ningin tratamiento, la

morada administracion acarbosa, la verde el de administracion del extracto acuoso y la celeste, la
administracion de licuado.

44



Tabla 4. Efecto de la administracion oral del licuado y extracto acuoso de O. ficus-indica en

ratas normoglucémicas.

Glucemia (mg/dl)

Tiempo  Maltosa® Acarbosa” Licuado® Extracto
(min) acuoso’
0 75.7+£5.6 78.8+4.8 83.7+3.3 83.0+£25

15 1288+9.7° 1044+26 117.7+9.1%* 1147 +9.6%
30 147.2+65 108.7+6.5 1144+91°  1225+85
45 149.8+8.6 1105+6.3 1150+8.3°  126.8+7.1
60 1452+ 44" 1120+35" 1149+12.0* 129.0+11.9"
90 110.8+85 102.3+7.3* 104.0+104* 947+74
120 783+43  80.8+47 78.1+3.4 77.3+4.0

Las medias indicadas con los superindices #**? difieren con los grupos
indicados con los mismos superindices, las diferencias se presentan en relacion
a las filas. Las medias indicadas por el superindice * difieren con todos los
demas grupos en relacion a las filas. Seguln la prueba de Tukey, p=0.05
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Graéfica 2. Curvas de glucemia luego de la administracién de una sobrecarga de maltosa al 50%
en ayunas. La linea naranja describe el comportamiento sin administrar ningun tratamiento, la
morada administracion acarbosa, la verde el de administracion del extracto acuoso y la celeste, la

administracion de licuado.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo de esta investigacion fue la descripcion micromorfoldgica, la determinacion
preliminar del contenido fitoquimico y la evaluacion de la actividad antihiperglucemiante de O.
streptacantha y O. ficus-indica. Es importante resaltar que en Guatemala no existen estudios
sobre las propiedades antidiabéticas de estas especies aungque son utilizadas como un

medicamento natural para este fin.

Respecto al analisis de las caracteristicas micromorfologicas de los cladodios de O.
streptacantha y O. ficus-indica, se determind en cortes transversales, que ambas especies poseen
epidermis con cuticula gruesa blanquecina y estomas ciclociticos, colénquima laminar,
clorénquima y parénquima de reserva con granos de almiddn, asi como abundantes cristales en
forma de drusas ubicados desde la subepidermis hasta el parénquima de reserva. El tejido
epidérmico es similar a la reportada para Opuntia por Ramirez (1996) y para O. ficus-indica por
Quezada, et al. (2013). Segun Silva, Acevedo y Silva (2001) este tipo de cuticula refleja gran
parte de la radiacion directa del sol y le permite mantener a la planta una temperatura méas baja
con respecto a su medio y de esta manera almacenar agua en los tejidos, es por eso gque estas

plantas en especial pueden sobrevivir en ambientes adversos.

En ambas especies se observaron estomas de gran tamafio, hundidos en la cuticula, y
levemente en depresion respecto a la epidermis. Segin Evert (2008), los estomas son las
estructuras encargadas del intercambio gaseoso principalmente de CO, del exterior al interior de
la planta y de regular la transpiracion. Las células subsidiarias se observaron de mayor tamafio
dispuestas en circulo alrededor de las células oclusivas, éstas juegan un papel muy importante en

la apertura y cierre de los estomas (Evert, 2008).

Segun Herrera (2015), la densidad estomatica (DE) es el nimero de estomas por unidad de
area en milimetros cuadrados, la cual sefiala en gran medida la adaptacion a su medio ambiente.
En este estudio se encontré que la disposicion de los estomas en O. streptacantha y O. ficus-

indica fue dispersa.
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La DE es un caracter que participa en la conservacion de agua para la planta; los valores para
de DE para el género Opuntia en general son rangos muy amplios - 20.0 a 80.0 estomas/mm? -
(Garcia, 2013). En este estudio se encontraron 21 estomas/mm? y 19 estomas/mm? para O.
streptacantha y O. ficus-indica respectivamente. Segun el estudio de Ramirez (1996) la
comparacion de DE entre morfoespecies de Opuntia se vié afectada por la aridez de la localidad
en la que fueron recolectadas, y de acuerdo con Garcia (2013) y Herrera (2015) la DE se ve
afectada en gran medida por las condiciones ambientales asi como por la etapa de crecimiento de
la planta, posicion de la hoja, cantidad de agua del suelo, luz, diéxido de carbono y oxigeno, lo

que ocasiona variaciones entre organismos incluso de la misma especie.

Segun Silva, et al., (2001) el mayor o menor nimero de estomas por unidad de superficie
influye directamente en la resistencia al flujo gaseoso de didxido de carbono y agua. En el
presente estudio se encontraron estomas grandes. Segun Loera (1990), éstos aumentan de tamafio
conforme se disminuye el nimero de estomas y viceversa, de acuerdo a la necesidad de
resistencia a la transpiracion. La DE baja forma parte de la estrategia de estas plantas para
generar un balance positivo en la economia hidrica, lo que probablemente explique la alta
eficiencia en el uso de agua y elevada produccién de biomasa ain en condiciones de déficit

hidrico.

Respecto al colénquima, debajo de la epidermis, cumple funciones de sostén, elasticidad y
refuerzo para dar consistencia a los érganos vegetales (Vargas, 2011). Se observo principalmente
un colénquima laminar constituido de cuatro a cinco capas de células, oval-alargadas con
extremos redondeados y paredes engrosadas en los lados tangenciales (Vargas, 2011).
Arambarri, Novoa, Hernandez, Colares y Perrotta (2013) también reportan colénquima laminar

para O. ficus-indica.

El clorenquima se localizé adyacente al coléngquima, constituido por varias capas de células
en empalizada, de forma rectangulares con pared delgada y cloroplastos abundantes dispuestos
en la periferia de las paredes celulares. Las células mas cercanas al colénquima fueron de menor
tamafio, con contornos ondulados y forma cuadrada, en comparacion con las mas lejanas las

cuales fueron de forma rectangular (Quezada, et al., 2013).
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Luego del clorénquima se observé el parénquima de reserva en ambas especies, compuesto
por grandes células rectangulares y de pared delgada (Quezada, et al., 2013). En este estrato
celular se identificd la presencia de cristales en forma de drusas y de estrella asi como granos de
almidén. Segun Megias, Molist y Pombal (2017), las células del parénquima de reserva
sintetizan y almacenan diversas sustancias como granos de almidon y cristales proteicos. En O.
ficus-indica, bajo condiciones de sequia, la presion osmatica del parénquima es mas bajo que el
clorénquima por la polimerizacion de azucares, lo que lleva a la formacion de granos de almidén
y favoreciendo el almacenamiento de agua en el parénquima; ademas el parénquima de reserva
presenta en sus espacios intercelulares una mayor cantidad de mucilago que el clorénquima
(Garcia, 2013).

Las drusas son cristales cortos, laxamente agregados en grupos mas o menos esféricos con
pocos 0 muchos componentes, muchas veces embebidos en mucilago (Sandoval, 2005). En los
cortes transversales de ambas especies se observé una gran cantidad de drusas distribuidas
linealmente entre la epidermis y el colénquima. Cabe mencionar que dentro de los estomas,
principalmente en el poro estomatico y las células oclusivas (guarda), se observan drusas
agrupadas obstruyendo el canal estomatico (de 3 a 4 drusas); también se observaron drusas
distribuidas en el tejido de las células empalizadas (clorénquima) y parénquima de reserva.
Ademas se observaron cristales en forma de estrella, - conocidos como cristales en roseta - que
suelen ser muy similares a las drusas; sin embargo, sus terminaciones son puntas externamente
dirigidas. Estos cristales se encontraron distribuidos en el clorénquima y en el parénquima de

reserva como reporta Sandoval (2005).

O. ficus-indica, en su macroanatomia de los cladodios, no presenta espinas grandes y
extensas como las de O. streptacantha (Anexo 1, 2 y 3); sin embargo, en la microanatomia de los
cladodios sus tejidos presentan similitud. Segun Kiesling (1998), O. ficus-indica presenta una
identidad casi absoluta entre sus genes y otras especies del género Opuntia con espinas mas
extensas, 1o mismo sucede con sus isoenzimas. Kiesling (1998) sugiere que la consecuencia
bioldgica fenotipica se refiere a diferentes entidades consideradas y denominadas bajo varios

nombres especificos correspondientes a una sola especie biologica. La consecuencia
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nomenclatural es que las denominadas “especies” que comprenden plantas inermes (o de muy
pequefias espinas) y espinosas (espinas grandes y extensas), deben considerarse solo como
formas fenotipicas; desde un punto de vista biologico, a los ejemplares con espinas grandes
puede corresponderles la categoria de variedad.

En cuanto a los metabolitos secundarios, en este estudio se determinaron por tamizaje
fitoquimico taninos, alcaloides, flavonoides y saponinas mediante pruebas cualitativas en tubo a
partir del material vegetal triturado (cladodios de O. streptacantha y O. ficus-indica). Por
definicion los metabolitos secundarios son compuestos quimicos sintetizados por las plantas,
llevan a cabo funciones, aunque no esenciales en el metabolismo primario, sin embargo a
diferencia de los metabolitos primarios, éstos tienen una distribucion limitada en el reino vegetal
y cada tipo de compuesto estd estrechamente relacionado con una o varias funciones especificas
en la planta. Desde un punto ultraestructural los metabolitos secundarios se encuentran
principalmente en las vacuolas, periferia adyacente interna o bien en organulos citoplasmaticos
(Garcia, 2004). Cabe resaltar que las pruebas realizadas fueron cualitativas y sélo indican

estrictamente la presencia o ausencia de los metabolitos secundarios.

En ambas especies de Opuntia la reaccion para taninos fue positiva. Cabe mencionar que se
utiliz6 un extracto acuoso debido a que los taninos son méas polares al agua, lo que permitio
facilmente evidenciarlos. La literatura reporta pequefias cantidades de taninos para O. ficus-
indica (Santos, Gutiérrez & Serna, 2011). A los taninos se les atribuye diversas actividades
bioldgicas tales como: antibacterial, molusquicida, antihelmintico, antihepatotoxica, antiviral,

antitumoral, citotoxica, inhibidora enzimatica, entre otras (Marcano y Hasegawa, 2002).

El test de gelatina-sal confirmé presencia de polifenoles de tipo taninicos para ambas
especies de Opuntia. Garcia (2013) hallé un contenido considerable de polifenoles en O. ficus-
indica y sugiere incremento de polifenoles en plantas de vida silvestre en comparacion con las
cultivadas. Santos, et al., (2011) analizaron 24 polifenoles en el género Opuntia, incluidas las
especies de este estudio, y concluyeron que la composicién y su contenido total es muy
fluctuante, y que estas variaciones de perfil pueden ocurrir incluso dentro de una misma especie

y son ocasionadas por factores como la genetica, el estrés y las condiciones ambientales.
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El ensayo de shinoda o de cianidina indico presencia de flavonoides para ambas especies. El
resultado fue congruente con lo reportado por Santos, et al., (2011) para O. ficus-indica quienes
reportan la presencia de flavonoides en la pulpa, el gel y la cascara del cladodio. Asi mismo, se
han aislado variedades de flavonoides en varias especies de Opuntia con una capacidad
antioxidante bien conocida, los cuales inhiben eficazmente los radicales libres en ensayos in vitro
(Santos, et al., 2011).

Tanto para O. streptacantha como O.ficus-indica se observd presencia de alcaloies. En la
naturaleza los alcaloides constituyen un veneno vegetal toxico. Segun lo descrito por Santos, et
al., (2011) O. ficus-indica tiene una mayor cantidad de alcaloides en la pulpa del cladodio, menor
cantidad en la cascara y ausencia de alcaloides en el gel propio del cladodio. Se han reportado
diferentes tipos de alcaloides en los cladodios de Opuntia (Carrasco, 2012) y segun Murillo,
Moreno y Gutiérrez (2004) los alcaloides pueden ejercer efecto antidiabético con accién

sinergistica de otros metabolitos secundarios presentes en la planta.

Las saponinas poseen propiedades tensoactivas por lo que producen espuma y en los
organismos vegetales presentan propiedades insecticidas. Se conocen dos tipos de saponinas, las
esteroidales y las triterpenoides (Ferraro, Martino, Bandoni y Nadinic, 2015). La reaccion para
saponinas esteroidales fue negativa para ambas especies, mientras que la reaccidn para saponinas
triterpenoides se observo positiva. Las saponinas de tipo esteroidales generalmente se localizan
en plantas monocotileddneas y las de tipo tetraciclicas en plantas dicotiledoneas como Opuntia
(Ferraro, et al., 2015). Segun Montiel (1991), la familia Cactaceae posee saponinas
triterpenoides, y los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Santos, et al., (2011)
quienes reportaron saponinas en pequefias cantidades en cladodios de O. ficus-indica. Segun
Carrasco (2012) la presencia de saponinas es indispensable para considerar los cladodios como

antidiabético natural.

Por otra parte, O. streptacantha y O. ficus-indica son conocidas por su uso auxiliar en el
tratamiento de la DM (Basurto, et al., 2006). Existen muchos estudios que reportan

indistintamente los términos de hipoglucemia y antihiperglucemia; sin embargo algunos estudios
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sugieren que estas presentan principalmente un efecto “antihiperglucemiante” en una definicién
convencional. El término se refiere al impedimento del aumento exacerbado de los niveles de
glucemia luego de una ingesta de hidratos de carbono (Andrade y Wiedenfeld, 2011,
Butterweek, et al., 2011).

O. streptacantha es la especie mas estudiada sobre efectos antidiabéticos (Basurto, et al.,
2006) y se ha reportado su efecto antihiperglucémico para tratar la DM2 (Santos, et al., 2011).
Los resultados obtenidos en el presente estudio luego de la administracion del extracto acuoso de
O. streptacantha, confirmaron la efectividad como agente antihiperglucemiante al impedir el
aumento exacerbado de los niveles de glucosa en la sangre después de la administracion de
maltosa (tabla 3, grafica 1). Por otra parte, los resultados obtenidos de la administracion del
licuado confirmaron que este tipo de preparacion de la planta tiene una mayor
efectividad antihiperglucemiante, lo que sugiere que el licuado O. streptacantha tendria una
mayor potencia en dicho efecto, si se ingiere crudo y previamente a los alimentos (Alarcén, et
al., 1998).

Segun Basurto, et al., (2006), en un sentido mas estricto, el efecto antihiperglucémico
presentado por O. streptacantha se enfocaria en la prevencién de las complicaciones de la DM.
Ademas de mencionar que la administracion aguda de O. streptacantha podria tener utilidad en
pacientes con niveles de glucosa en ayunas, igual o mayores a 126.0 mg/dl, sin presentar todos

los criterios de diagndstico de DM2, como en las personas prediabéticas.

Los resultados de la administracion del extracto acuoso de O. ficus-indica mostraron niveles
de glucemia menores en relacion a la curva de maltosa (tabla 4 y gréfica 2). Este efecto
antihiperglucemiante también fue encontrado por Butterweek, et al., (2011) quienes evaluaron el
efecto antihiperglucemiante de extractos acuosos de O. ficus-indica. Los resultados obtenidos en

este estudio apoyan la efectividad en la actividad antihiperglucemiante.

El licuado de cladodio de O. ficus-indica también mostré un efecto antihiperglucemiante.
Este tipo de preparacion fue evaluada en una serie de estudios en México, en donde se emplearon

personas Yy ratas diabéticas, administrando preparaciones de tallos asados, licuados crudos y
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calentados a 60°C, y se encontro que aun con estos tipos de preparaciones, O. ficus-indica ejerce

efectos antidiabéticos en pacientes con DM2 (Frati, et al., 1990).

Las dos preparaciones administradas de ambas especies, mostraron resultados similares a la
acarbosa, sin embargo se encontr6 que el licuado presentd mayor efectividad
antihiperglucemiante (tabla 3y 4 y grafica 1 y 2). Frati, Fernandez, Riva, Ariza & Torres (1983)
realizaron un estudio donde la administracion de cladodios asados 20 minutos antes de la
administracion de glucosa oral impide la elevacion de glucemia. No obstante, segin Andrade y
Wiedenfeld (2011), luego de administrar en ratas normoglucémicas licuados filtrados,
concluyeron que el efecto antihiperglucemiante se mantiene aun después de que la fibra haya
sido separada, lo que sugiere que este efecto es independiente al contenido de fibra y que esta
relacionado con el bloqueo de la produccion de glucosa hepética especialmente en estados de
ayuno. Ese mismo estudio apoya el consumo de Opuntia y sus diferentes preparaciones en

licuados o extractos acuosos/infusion como medicina alternativa para el control de la diabetes.

Por otra parte Basurto, et al., (2006) proponen que los efectos observados con Opuntia se
deben a su contenido de fibra soluble e insoluble, la cual es una mezcla de lignina, celulosa,
mucilago, pectina y gomas, con capacidad de disminuir la absorcidon gastrointestinal de
nutrientes como la glucosa. El contenido de fibra, aunado a la posible accion de los metabolitos
secundarios como los alcaloides y saponinas triterpenoides, podrian ser los responsables de
causar una reduccion en los niveles de glucemia, pero no se ha establecido concretamente el

posible mecanismo involucrado (Carrasco, 2012).
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X. CONCLUSIONES

Los cladodios de O. streptacantha y O. ficus-indica son similares en su anatomia
microscopica en cuanto a epidermis, colénquima, clorénquima, parénquima de reserva y

densidad estomatica.
Los cladodios de ambas especies de Opuntia presentan taninos, alcaloides, flavonoides y
saponinas, aunque por estimacion cualitativa O. ficus-indica presentd mayor contenido de

taninos y alcaloides.

Las dos especies de Opuntia, administradas en forma de licuado y extracto acuoso, mostraron

efecto antihiperglucemiante en ratas inducidas a hiperglucemia transitoria.

O. streptacantha y O. ficus-indica mostraron mayor actividad antihiperglucemiante al ser

administradas en forma de licuado.

O. streptacantha y O. ficus-indica recolectadas en los departamentos de Huehuetenango y

Chimaltenango respectivamente mostraron efectividad como plantas antidiabéticas.
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XI. RECOMENDACIONES

Realizar cuantificacion de los metabolitos secundarios por medio de otras metodologias
como espectrofotometria de masas para comparar la concentracion de cada uno de ellos en

ambas especies de Opuntia.

Analizar la influencia de los factores ambientales como suelo, clima, etc. En el crecimiento y

contenido de metabolitos en las dos especies usadas en esta investigacion.

Determinar cuantitativamente otros parametros que puedan ser de utilidad como el contenido

en fibra.

Realizar otras investigaciones en donde se compare la administracion de Opuntia a diferentes

dosis y en diferentes formas de preparacion.

Determinar si existen otras especies de Opuntia que se usen en Guatemala y el resto de

Centro América con este fin.
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X1, ANEXO

Anexo 1. Opuntia streptacantha

Especie recolectada en el
departamento de Huehuetenango

Especie recolectada en el
departamento de Chimaltenango
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Anexo 3. Datos de colecta de Opuntia.

Especie Localidad Altitud  Coordenadas Descripcion macroscépica
colectada
Opuntia Guatemala, 1,851 15°14'52.14"N; Planta arbustiva de porte de 1 m de altura,
streptacantha Huehuetenango, msnm*  91°27°31.01"0O tallos planos y ovales color verde con
Malacatancito, frutos verdes de 2-3 cm. Los tallos
Cancabal presentaban espinas numerosas, gruesas y
extendidas, asi como gloquidios. Se
encontro en ambiente semi seco asociado a
bosque de encino. Coleccionistas: L.
Velasquez; G. Méndez; M.Castellanos y L.
Chopox.
Opuntia ficus-  Guatemala, 2,039 14°42°14"N; Planta arbustiva, de porte entre 2-3 m de
indica Chimaltenango, msnm*  91°05°15.26"0 altura, tallos planos, ovales y de color
Patzln, Los verde de los cuales emergian frutos de
Robles forma ovalada con didmetro de 5-7 cm.

Los tallos presentaban espinas finas y
abundantes gloquidios. Creciendo en un
ambiente  semi-arico.  Coleccionistas:
M.Castellanos y L. Chopox.

*msnm: metros sobre nivel del mar

Se muestran las dos especies de Opuntia colectadas en dos departamentos de Guatemala,

se muestran las diferentes altitudes donde fueron colectadas, asi como las coordenadas para la

localizacion exacta del lugar. La morfologia macroscépica se describe segun especie de la planta

colectada en el lugar de las coordenadas descritas.
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Anexo 4. Fitotamizaje Opuntia streptacantha

Taninos Alcaloides

Test de sal-gelatina para Ensayo de Shinoda para
taninos y polifenoles flavonoides

Pruebas fitoquimicas en tubo, para la determinacion cualitativas de
metabolitos secundarios.
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Anexo 5. Fitotamizaje Opuntia ficus-indica

Y

Alcaloides

Test de sal-gelatina para
taninos y polifenoles

Pruebas fitoquimicas en tubo, para la determinacién cualitativas de
metabolitos secundarios.
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