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1. RESUMEN

El Solanum bonariense causa un cuadro cerebeloso en el ganado bovino de pastoreo
en el Uruguay, pudiendo ocasionar importantes pérdidas econdémicas en los
establecimientos afectados. Aparentemente la sustancia responsable de dicha
intoxicacién podria ser algun alcaloide especifico de los presentes en la planta, pero
no hay evidencia directa que sostenga esta hipotesis.

El objetivo de este estudio fue profundizar en la caracterizacion de los metabolitos
secundarios presentes en la planta y examinar el transporte relativo de dicha
sustancias “in vivo” y el transporte potencial “in vitro” a través de tejidos aislados
de tubo digestivo de bovinos y ratas.

Se realizaron Cromatografia en capa Fina (TLC, sigla del inglés) revelado con
reactivo Dragendorff y andlisis densitométrico del extracto hidroalcohdlico (ExOH)
de frutos, hojas y flores de la planta.

Posteriormente se analizd mediante Cromatografia Liquida de alta performance
(HPLC, sigla del inglés) y se calcul6 el coeficiente de particion octanol/agua (KOW,
sigla del inglés) de dicho extracto.

A los bovinos, se les administr6 ExXOH mediante fistula ruminal a razén de 1% del
Peso Metabdlico asi como también a ratas por catéter esofagico y se obtuvieron los
sueros de ambas especies cada 30 minutos hasta los 180 minutos después del
experimento, para analizarlos por HPLC.

Tejido intestinal de ratas y de tubo digestivo de bovinos (reticular, ruminal y
omasal), fueron removidos quirdrgicamente y puestos en cadmaras parabiéticas. A la
cara correspondiente a la luz intestinal se le adicioné las mismas concentraciones de
ExOH en Ringer fosfato Krebs (KRP) modificado para bovinos (KRPb) y para ratas
(KRPr). Todos fueron incubados en condiciones fisiologicas por 240 minutos,
tomandose muestras a los 180 y 240 minutos del buffer serosal, las que fueron
congeladas para su posterior analisis por HPLC. Se realizaron estudios para
comparar el transporte de los componentes del EXOH en tejido ruminal, reticular,
omasal de bovinos e intestinal de ratas y determinar si el transporte de esta sustancia
es pasivo 0 activo.

Se encontrd que todas las partes de la planta presentan alcaloides especificos, siendo
los frutos donde se encuentra una mayor concentracion de los mismos. Mediante el
uso de HPLC se pudo determinar la presencia de picos en el suero de los bovinos y
ratas luego del suministro del EXOH, éstos varian a lo largo del tiempo y difieren
entre las especies estudiadas. El tejido Ruminal y luego el reticular presentan un
transporte potencial superior al del tejido omasal e intestinal de rata, posiblemente
debido a un aumento en el area expuesta por la presencia de papilas, 0 quizas debido
a diferencias especificas en la capacidad de absorcidn. Los componentes del ExOH
de Solanum bonariense no se transportaron a través tejido omasal y el transporte fue
relativamente bajo en el epitelio intestinal de ratas. Nuestros experimentos sugieren
que el transporte de estos componentes es activo y parece ser mas alto en el epitelio
del tubo digestivo de los rumiantes que en el de las ratas, lo que a su vez sugiere que
es un mecanismo especifico.



1. ABSTRACT

The shrub Solanum bonariense causes a cerebellar disorder in grazing cattle in
Uruguay, with potentially important economic losses in affected farms. Apparently,
the substance responsible of this poisoning could be specific alkaloids present in the
plant, but no direct evidence supports this hypothesis.

The aim of this work was to deepen into the study of secondary metabolites present
in the plant and to characterize the relative transport of substances in animals “in
vivo”, and transportation potential “in vitro” by tissues isolated from the
gastrointestinal tract of cattle and rats.

We made thin-layer chromatography (TLC) revealed with Dragendorff densitometric
analysis of the hydroalcoholic extracts (ExOH) of fruits, leaves and flowers of the
plant. Subsequently, samples were analyzed with high performance liquid
chromatography (HPLC) and the partition coefficient octanol / water (Kow) of the
extract calculated.

The ExXOH was administered at a dose of 1% of metabolic weight to cattle and rats
via ruminal fistula and esophageal catheter respectively; sera were collected every 30
minutes and up to 180 minutes of the experiment, and analyzed by HPLC.

Intestinal tissue of rats, and ruminal, reticular, omasal tissues of cattle were
surgically removed and placed in parabiotic chambers to which were added the same
guantities of EXOH in Krebs Ringer phosphate (KRP) modified for cattle (KRPb)
and rats (KRPr) on the mucosal side. Tissues were incubated under physiological
conditions for 240 minutes, taking samples of serosal buffer at 180 and 240 minutes,
which were frozen and subsequently analyzed by HPLC. Studies were conducted to
compare substance transport from ExXOH by ruminal, reticular, omasal and bovine
and rat intestinal tissues to determine whether the transport was passive or active.

We found that all parts of the plant present specific alkaloids, being the fruits the one
with higher concentrations of them. The HPLC evidenced peaks in the sera of cattle
and rats post ExOH supply that varied over time and greatly differ between species.
Ruminal tissue followed by reticular tissue presented relatively higher substance
transport when compared to omasal tissue and rat intestine, possibly due to an
enhanced absorptive area of papillae. EXOH components of Solanum bonariense
were not transported across omasal tissue, and transport was relatively low in the
intestine of rats. Our experimental design suggests an active transport of these
components, and also the involvement of specific mechanisms as it appears to be
higher in gastrointestinal tract tissue of ruminants than of rats.



2. INTRODUCCION.

El Solanum bonariense conocido como ‘“naranjillo” es el causante de un
cuadro cerebeloso que afecta al ganado bovino de pastoreo en el Uruguay (Riet-
Correa et al, 1983; Verdes et al, 2000; Verdes et al, 2006). Tanto la toxicidad como
el desarrollo de enfermedad cerebelosa en el ganado bovino han sido recientemente
confirmadas de manera experimental tras la administracion por fistula ruminal de
hojas de esta solanacea (Verdes et al, 2006). La intoxicacidn con esta planta puede
ocasionar importantes pérdidas econémicas en los establecimientos afectados (Riet-
Correa et al, 1983, Verdes et al, 2006).

En casos como el mencionado, se pueden presentar dificultades desde el
punto de vista clinico para arribar a un diagnostico preciso y precoz a campo, ya que
en las primeras etapas de la intoxicacién, esta planta produce sintomas inespecificos,
lesiones no caracteristicas, 0 que no se observan macroscépicamente, afectando sin
embargo, de manera especifica a las neuronas de Purkinje del cerebelo. En la
mayoria de los casos, la mejor forma de apoyar a un diagnostico de intoxicacion por
plantas es la confirmacién de la presencia de la misma en el entorno del animal, su
consumo Y su correlacion con los hallazgos clinicos. Hasta ahora, en pocos casos se
han utilizado ensayos de laboratorio que puedan detectar las toxinas causantes de la
intoxicacién presentes en las plantas, tanto en el ante-morten como en el post-morten
de animales domésticos por diferentes fitotoxicosis.

Del punto de vista botanico, las solandceas son unas de las familias vegetales
mas ricas en metabolitos secundarios complejos, destacandose una gran variedad de
alcaloides, saponinas, alcaloides esferoidales y glicoesteroides, siendo generalmente
estos metabolitos secundarios los responsables de su toxicidad (Vazquez, 1997).

En nuestro caso, se ha identificado actividad neurotdxica aguda por la
administracion intraperitoneal del extracto hidroalcoholico de hojas de este arbusto
en roedores. En este extracto se han identificado algunos alcaloides especificos de
esta solanacea, aungue aun no se han podido identificar y caracterizar quimicamente
cuales son las sustancias activas responsables por la toxicidad en el ganado bovino
(Verdes et al, 2000; Ruiz-Diaz et al, 2004).

En los roedores, el cuadro nervioso observado tras la inyeccion
intraperitoneal del extracto hidroalcohdlico, no se reproduce cuando se suministran
diferentes partes de la planta o sus extractos por via oral, tampoco se reproducen las
lesiones histopatoldgicas caracteristicas de esta intoxicacion, observadas natural o
experimentalmente en los bovinos. De acuerdo con lo planteado por otros autores, la
identificacion de algin animal de laboratorio susceptible a la intoxicacion y que
desarrolle lesiones similares a las observadas en los bovinos, seria de gran utilidad
para el desarrollo de trabajos experimentales que colaboren en el mejor
entendimiento de estas enfermedades (Riet Correa, 1983). La purificacion y
caracterizacion de la sustancia activa especifica seria una herramienta importante
para contribuir a la caracterizacion de este modelo en animales de laboratorio, asi
como al desarrollo controlado del estudio celular y molecular de esta enfermedad,
pudiendo presentar incluso un potencial interés para el estudio de este tipo de
enfermedades desde el punto de vista de la Patologia Comparada, ya que esta planta
desarrolla una degeneracion cerebelosa muy especifica sobre las células de Purkinje
bovinas, sin afectar aparentemente ningun otro érgano o tejido de los mismos.

Pese a que las diferencias observadas entre bovinos y roedores, nos hace
pensar en una menor susceptibilidad por via digestiva de los roedores
(probablemente por diferencias en los procesos de absorcion de los componentes



toxicos), esta hipotesis hasta ahora no habia sido contrastada experimentalmente para
este grupo de solanaceas.

Existen antecedentes similares para otros glicoalcaloides obtenidos del genero
Solanum en cuanto a la diferencia de absorcion y por lo tanto de diferente
susceptibilidad entre roedores y el hombre (Keeler y Tu, 1991).

En nuestro caso trataremos de evidenciar y cuantificar las diferencias en el
transporte a través del epitelio digestivo de los diferentes componentes de la fraccion
hidroalcohdlica obtenida a partir de hojas de Solanum bonariense utilizando para
ello, preparaciones in vitro de diferentes regiones del tubo digestivo de bovinos y
ratas.



3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS.
3.1. METABOLITOS SECUNDARIOS DE LOS VEGETALES.

3.1.1. Caracteristicas de los metabolitos secundarios de los vegetales.

Una caracteristica general de todos los vegetales es su habilidad para
biosintetizar un amplio rango de compuestos no nutricionales, generalmente de bajo
peso molecular, llamados metabolitos secundarios, los cuales cumplen un rol de
defensa del vegetal frente a predadores o parasitos (Vazquez, 1997).

El término compuesto secundario engloba sustancias quimicamente muy
diversas y se establece como contraposicion a los productos del metabolismo
primario, que aparecen en el citoplasma de todas las células vegetales y cuyas
diferencias entre plantas son Gnicamente de indole cuantitativa. En este sentido, se ha
propuesto denominar a los compuestos secundarios sustancias ecol6gicamente
eficaces, frente a los compuestos primarios que serian sustancias fisiologicamente
eficaces (Ramos et al, 1998).

Muchos de estos compuestos, denominados agentes alelopaticos son
empleados por la planta para causar algin efecto sobre otra planta; atraccion de los
polinizadores y dispersores de semillas; o como moléculas portadoras de informacién
relacionada con posibles funciones defensivas, como proteccion contra la radiacion
ultravioleta y la desecacidn, o como reserva de nitrégeno (Ramos et al, 1998).

Frente a condiciones climaticas severas las plantas tienden a aumentar sus
defensas, sobre todo de tipo cualitativo (produccién de alcaloides, glicésidos
cianogenéticos, etc), ya que la sintesis de estos productos lleva un menor costo
energético que la reparacion de los tejidos dafiados por los herbivoros (Ramos et al,
1998).

Una caracteristica importante en la estrategia de defensa de las plantas es la
distribucion variable de los compuestos secundarios en los diferentes tejidos
vegetales, dependiendo del valor para la planta, asi como su redistribucidon segun
avanza el desarrollo fenologico (Ramos et al 1998). Las yemas en crecimiento de los
arbustos, las hojas jovenes, los 6rganos reproductores, los de dispersion, en general,
todas las partes en crecimiento anual muestran una mayor concentracion de
compuestos secundarios (Ramos et al, 1998).

Dentro de los metabolitos secundarios con significacion toxicoldgica se
incluyen los alcaloides (sustancias basicas con nitrégeno en una estructura de anillo),
aminoacidos, proteinas y péptidos, glucosidos (grupos quimicos como el cianuro
vinculados a los azlcares), acidos (oxalico), terpenos, fenoles, taninos y aceites
esenciales. En cada una de las grandes categorias, hay una enorme heterogeneidad
quimica (Tisserand y Balacs, 1995).

Es de destacar que los alcaloides abarcan sustancias pertenecientes a grupos
no relacionados entre si, de las que se conocen mas de 20.000 tipos diferentes, entre
Cuyos precursores se encuentran varios aminoacidos (Culvenor, 1973). Como su
nombre lo indica, son sustancias generalmente alcalinas, aunque existen muchas
excepciones (Molyneux y Ralphs, 1992).

Una caracteristica de muchos grupos de alcaloides presentes en las plantas
forrajeras es su sabor amargo, que posiblemente constituye la base para su
identificacion y consiguiente rechazo por los herbivoros (Harborne, 1993; Dupont et
al, 1994). Sin embargo, algunos tipos de alcaloides presentes en plantas ampliamente
extendidas, no poseen ninguna caracteristica discernible en su palatabilidad para los
herbivoros (Molyneux y Ralphs, 1992). Incluso, existen excepciones, como los
alcaloides (perlolina y perlolidina) contaminantes de gramineas de pastoreo que a
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niveles bajos (0,01 ppm) estimulan el apetito, mientras que a niveles mas altos
provocan el rechazo en ovejas a pastoreo (Harborne, 1993).

3.1.2. Principales metabolitos secundarios en las Solanéceas.

Las solan&ceas son una numerosa familia que incluye 90 géneros y de 3000 a
4000 especies (Vazquez, 1997; Knapp, 2004), de distribucion cosmopolita, excepto
en regiones muy frias. Son especialmente abundantes en las zonas tropicales y
subtropicales de las regiones de América del Sur y Central. EI 75% de sus especies
pertenecen al género Solanum con enorme importancia econémica por sus especies
comestibles como Solanum tuberosum, melongena, por las de uso farmacéutico
como Atropa belladona, Hyosciamus niger, o por las de uso comercial como
Nicotiana tabacum (Vazquez, 1997). Por lo contrario, algunas especies ocasionan
perdidas econdmicas por su toxicidad en el ganado bovino como el Solanum
malacoxilum, Nierembergia veitchii (Riet-Correa et al, 2007), Solanum bonariense
(Verdes et al, 2006).

Las solanaceas son unas de las familias botanicas mas ricas en metabolitos
secundarios complejos, destacAndose una gran variedad de alcaloides, saponinas,
alcaloides esferoidales y glicoesteroides. Estos metabolitos representan un
importante factor de adaptacion ecoldgica, el que a través de los procesos de co-
evolucion, llevan a interrelaciones complejas con el resto del ecosistema, en especial
con diversos tipos de insectos (Vazquez, 1997).

La naturaleza toxica de muchos alcaloides de los Solanum sobre los insectos
esta bien documentada (Empoasca fabae), en general se admite que la mayoria de los
mecanismos de defensa de los vegetales son de origen quimico, mediados a través
del metabolismo secundario (Schelee, 1991; Haborne, 1993).

Estos compuestos fueron considerados simples productos de desecho, hasta
que en tiempos relativamente recientes, se empezé a comprender su rol de defensa en
el vegetal que los produce, frente a predadores o parasitos (Torsell, 1983). A modo
de ejemplo, se ha estudiado el potencial insecticida de diferentes partes del Solanum
bonariense (Pascual-Villalobos et al, 1999).

Hasta el momento se ha encontrado que mas de 250 especies de Solanum
contienen glicoalcaloides y/o saponinas, es por lo tanto posible que aparezcan en
todas las especies de este genero, sin embargo esto no significa que los alcaloides del
genero Solanum sean exclusivos de esta familia, puesto que se han aislado en
lilidceas y asclepiadaceas (Vazquez, 1997).

También de diferentes solanaceas se han aislado saponinas, éstas tienen una
notoria actividad bioldgica, incluyendo entre sus efectos: hemolisis, toxicidad para
animales de sangre fria y una potente actividad anti-mutagénica y citostatica.

Los glicoalcaloides ejercen efectos deletéreos sobre una variedad de sistemas
biologicos, que van desde membranas celulares, organelos, ceélulas aisladas,
organismos inferiores, llegando a afectar incluso al ser humano (Vazquez, 1997).

La mayoria de las especies nativas salvajes de Solanum presentan como
caracter indeseable su toxicidad. Estudios llevados a cabo con células vegetales,
hongos y células de mamiferos muestran que los glicoalcaloides inducen perdida de
contenido celular (Vazquez, 1997).

Es asi que a través de estos metabolitos secundarios, muchos miembros del
genero Solanum causan disfunciones organicas y muerte por diferentes mecanismos,
describiéndose y atribuyéndose a la ingestion de diferentes especies de Solanum
variadas enfermedades tanto en los animales como en el hombre. En el caso de las
enfermedades que afectan a los animales, se han reportado desde sindromes
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neuroldgicos a hipervitaminosis D (Riet-Correa et al, 2007) y teratogenicidad en el
hamster sirio (Baker et al, 1989).

Existe también dentro de este género, un grupo de especies que causan un
sindrome cerebeloso en rumiantes en pastoreo en diferentes regiones del mundo.
Dentro de las que afectan a bovinos se han descrito: Solanum kwebense en Africa del
Sur, Solanum dimidiatum Raf. en USA (Bruneton, 2001), Solanum fastigiatum Willd.
Var. fastigiatum en el sur de Brasil (Riet-Correa et al, 1983), Solanum bonariense en
Uruguay (Riet-Correa et al, 1983; Verdes et al 2006), Solanum paniculatum (de
Barros et al, 1987; Medeiros et al, 2004).

Debido al hecho de que las alteraciones patoldgicas observadas en la
intoxicacion por S. bonariense son similares a las constatadas en las enfermedades de
deposito lisosomal, existe la posibilidad de que esta planta induzca una enfermedad
similar a una gangliosidosis adquirida (Riet-Correa et al, 1983; de Barros et al,
1987), causada posiblemente por un inhibidor de las hidrolasas lisosomales como se
ha demostrado en otra plantas como Swainsona spp. (Jolly, 1993).

En cuanto a la identificacion de sustancias activas en estas solanéceas toxicas
se han encontrado en el S. dimidiatum presencia de calisteginas, polihidroxi-
nortropanos, como principios toxicos dotados de propiedades inhibidoras de las
glicosidasas (Bruneton, 2001). Estas moléculas estan estructuralmente proximas a las
hidroxi-indolizidinas de las Swaninsona (fabaceas), de las que se conoce la toxicidad
nerviosa en los animales y la capacidad de inducir una sintomatologia idéntica: el
locoismo, pero este tipo de principio activo no se ha podido aislar en el Solanum
bonariense (Verdes et al, datos no publicados).

En el caso de Solanum bonariense, se ha identificado en el extracto
alcohdlico de sus hojas una fraccion con actividad neurotoxica en roedores (Verdes
et al, 2000; Ruiz-Diaz et al, 2004). La identificacion de las fracciones con actividad
bioldgica se realizd mediante la extraccion con diferentes solventes (etanol, agua y
cloroformo). Se comprob6 que las fracciones alcohdlica y acuosa desencadenan en
los ratones alteraciones nerviosas caracterizadas por los siguientes signos: disturbios
locomotores, pasos y saltos hacia atras, temblores seguidos de estupor, hirsutismo,
cianosis, dificultad respiratoria, exoftalmia, depresion. Todos dependientes de la
concentracion, llegando en las concentraciones mayores a la muerte en pocos
minutos. El extracto alcohdlico resultd ser mas activo que el acuoso, mientras que el
extracto cloroférmico resulté inocuo. Se ha identificado mediante Cromatografia de
capa fina (TLC) la presencia de alcaloides especificos en el extracto etanolico de
Solanum bonariense con relaciones al frente (Rf) diferentes a otros alcaloides
provenientes de otras especies de solanaceas (Verdes et al, 2000).

Pese a que se han identificado sustancias que generan alteraciones nerviosas
en animales de laboratorio (ratones y ratas), hasta el momento en los mismos no se
han encontrado lesiones histopatoldgicas similares a las encontradas en bovinos a los
cuales se les habia suministrado por via oral de hojas o extractos de: Solanum
fastigiatum (Zambrano et al, 1985); Solanum bonariense (Verdes et al, 2000)
Solanum paniculatum (Mesia-Vela et al, 2002). Esto ha sido hasta ahora, una
limitante en el estudio comparado de la etiopatogenia de la intoxicacion, debido a la
imposibilidad de encontrar animales de laboratorio pasibles de intoxicarse
experimentalmente y que desarrollen los mismos sintomas y lesiones reportados en
los rumiantes.



3.1.3. Métodos para la
medicamentos.

Para la identificacién de componentes en plantas que contienen alcaloides se

realiza extraccion etandlica de partes de la planta (por ejemplo: Capparis
himalayensis) (Li et al, 2008) y evaluarlas mediante TLC con posterior revelado con
reactivo de Dragendorff (Galindo et al, 1989). El uso del analisis de imagen
(densitometria) de los cromatogramas ha sido utilizado para la cuantificacion de
alcaloide en frutos de Solanum khasianum, Solanum xanthocarpum, Solanum
nigrum (Trivedi y Pundarikakshudu, 2007) y en hojas de Solanum commersonii
(Pianzzola et al, 2005; Siri et al, 2004)
Una de las técnicas mas utilizadas por su gran sensibilidad para la cuantificacion e
identificacién de drogas, componentes de extractos hidroalcohdlicos de plantas
(medicinales / toxicas) con fines de diagnostico o su estudio farmacoldgico es la
cromatografia liquida de alta performance de fase reversa (HPLC-RP), algunos
ejemplos de su utilizacion con estos fines y las condiciones de analisis utilizadas se
resumen en el Cuadro N° I.

identificacion de componentes de plantas vy

Cuadro N° I. Algunas condiciones de anélisis por HPLC de experimentos previos
que utilizaron extractos de plantas y sustancias con actividad bioldgica.

Material Condiciones Fase Movil Relacién Autor

Analizado A%
Cassia Columna C18 acetonitrilo/ agua 15:85 Hyun-Kim et al,
obtusifolia 254 nm 2007.
Ilex Columna C18 metanol/ agua/ &cido 19:81:1.5 Pineda et
paraguariensis 240 nm acetico 2007.
Chuanxiong Columna C18 agua/ metanol, acido 55:45:0,5 Xia Li et al,
(extractos) acético 2001.
Camellia Columna C18 metanol/ agua/ &cido en Zuo et al, 2002.
sinensis 280 nm acético gradiente
Cafeina, Columna C18 metanol/ agua / 28:69:3 Fay, 1993.
Aspirina 280 nm acido acético
Acetominofem
Cafeina, Columna C18 metanol / buffer Crevar et al,
aminofenol, 230 nm fosfato 2008.
paracetamol
Teofilina, Columna C18 metanol/ &cido de Aragao et al,
Teobramina 273 nm acetico/ acetonitrilo 2005.
Alcaloides y  Columna C18 metanol/ agua/ acido 80:20:0,1 Ahmad et al,
derivados del 280 nm acetico 2002.
ergot
(nicergoline)
Vainilla Columna C18 Agua/metanol/acido Jagerdeo et al,
(extracto 275 nm acetico 2000.
alcoholico)
Cafeina y Columna C18 agua/ metanol/ &cido 90:10:1 de Vreis et al,
Teobromina acetico 2006.
Quinidina, Columna C18 agua/ metanol/ &cido McAlley, 1983.
quinina, a acético

(Cinchona spp).




Se pudo comprobar que el agregado de &cido acético a la fase metanol/agua,
aumenta la separacion de la teofilina y teobromina, siempre y cuando el pH no sea
menor a 4 (de Aragao et al, 2005).

3.2. ASPECTOS RELACIONADOS A LA ABSORCION DIFERENCIAL
ENTRE MONOGASTRICOS Y RUMIANTES.

3.2.1. Diferencias y semejanzas en la absorcion digestiva de diferentes
sustancias entre rumiantes y monogastricos.

En lineas generales, el intestino delgado es el responsable de la mayor parte
de la absorcion en el aparato digestivo de los monogastricos. En cambio los
rumiantes tienen una capacidad digestiva potenciada por el hecho de que pueden
absorber también grandes cantidades de sustancias al nivel de sus preestdmagos
(Church y Pond, 1992) Un rasgo distintivo de los herbivoros es la dependencia
nutricional de los procesos de fermentacion bacteriana que ocurren en su tracto
digestivo, que en el caso de los rumiantes se producen a nivel de los preestdmagos
(Vandamme et al, 2004). Estos presentan caracteristicas particulares que los hacen
adecuados para procesos fermentativos y digestivos de alta eficiencia (ver Cuadro N°
I1). Cabe resaltar que la digestion mecanica y la fermentacién microbiana representan
entre el 60 y el 90 % de la digestion producida en la totalidad del tubo digestivo
(Garcia-Sacristan, 1995).

Cuadro N° I1. Resumen de las caracteristicas del ambiente Rumino Reticular en
bovinos.

Condicion Valor Autores
Temperatura (°C) 38-42° Garcia-Sacristan, 1995; Araujo et
al, 2007.
pH 5-7 Vandamme et al, 2004; Araujo et
al, 2007.
Osmolaridad del liquido 300 Garcia-Sacristan, 1995.
ruminal (mOsm)
Atmosfera Anaerobica  Vandamme et al, 2004.
(CO, H,
Metano)
Tiempo Retencién (horas) 9-12 Carrillo L, 2003.
Potencial de 250-400 Carrillo L, 2003, Araujo et al,
oxidorreduccion (mV) 2007.

Morfoldgicamente la mucosa ruminal esta compuesta por un epitelio
estratificado que consta de cuatro capas celulares bien diferenciadas: Estrato c6rneo,
estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal (Graham y Simmons, 2005). La
misma presenta proyecciones digitiformes y cornificadas visibles a simple vista en
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forma de lenguetas (papilas) con el cometido de incrementar la superficie de

absorcién, siendo sus dimensiones promedio en bovinos de 10 a 15 mm de largo

variando con la edad, dieta y localizacién en el rumen (Steven y Marshall, 1970;

Graham y Simmons, 2005; Neiva et al, 2006) presentando una numerosa y rica

vascularizacion (Leonhard-Marek et al, 2005), siendo el area estimada de absorcion

para la mucosa ruminal de 614.4 mm?/cm? en bovinos (Reynolds et al, 2004).

En los monogastricos la absorcion de nutrientes se realiza exclusivamente en
el intestino delgado y grueso presentando en sus mucosas, salientes en forma de dedo
denominados  vellosidades  digitiformes.  Pueden  observarse  también
microvellosidades en la membrana plasmatica de las células del epitelio intestinal, lo
cual aumenta considerablemente (cerca de 600 veces) la superficie de absorcion de la
mucosa intestinal. El epitelio del intestino delgado es monoestratificado, cilindrico y
se denomina a sus células enterocitos, debido a la presencia de uniones estrechas (del
inglés tight junctions), el espacio intercelular es reducido a 0.8 nm (yeyuno humano)
y 0.3 nm (colon humano) (Garcia-Sacristan, 1995; Deferme et al, 2000).

Segun Deferme et al (2000) las rutas de absorcion de drogas y nutrientes a traves

de la mucosa intestinal son de 2 tipos (figura 1):

a) Transporte Pasivo, las cuales dependen del gradiente de concentracién y las
caracteristicas de penetracion del compuesto a través de la membrana apical y
basolateral del enterocito.

1) Transcelular: Sustancias que presentan mucha liposolubilidad se distribuyen
dentro de la membrana celular por via transcelular pasiva.

2) Paracelular: Moléculas pequefias, hidrofilicas y polares son capaces de cruzar
la monocapa epitelial por el espacio intercelular (paracelular). Durante los
procesos de absorcion el espacio intercelular se agranda hasta 2 a 3 um. Estas
uniones estrechas desempefian una funcion importante en relacion con el paso
de sustancias por el epitelio manteniendo diferencias de composicion entre la
membrana apical y basolateral, conservando la polaridad requerida para los
procesos de transporte (Garcia-Sacristan, 1995). La ruta del espacio paracelular
resulta generalmente de baja absorcion, debido al area superficial limitada.

1 2 3 4

5

Figura 1: Posibles rutas de transporte de drogas y nutrientes a través de la mucosa
intestinal. Modos de Transporte Pasivo: Transcelular (1), Paracelular (2). Modos
Transporte mediado por Transportadores (3) del Transporte Activo: Transporte por
Eflujo (4) Transcitosis (5), una combinacion de estas rutas a menudo definen el
transporte transepitelial completo de alimentos, drogas y téxicos.
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3) Transporte Mediado por Transportadores especificos (del inglés: Carriers),
se realizan con sustancias como (Glucosa y aminoacidos) no se consume
directamente ATP, sino que esta acoplado al transporte activo de otro ion
como el sodio. En este caso el gradiente de Sodio se lo llama facilitante, el
carrier utiliza el gradiente de Sodio para transportar glucosa.

b) Transporte Activo, requiere de una fuente directa de Energia.

4) Transporte por Eflujos, la sustancia ingresa al enterocito por difusion pasiva, y
es activamente bombeada al exterior del enterocito. Durante este proceso de
transporte se requiere una fuente de energia (ATP), o un gradiente
electroquimico generado por otro i6n para mover iones 0 moléculas contra sus
gradientes de potenciales electroquimicos. Diferentes transportadores han sido
identificados como proteinas con funcion de ATPasas que cumplen esta
funcién (por ejemplo: la proteina ABC ATPasa Binding Cassette), mientras
que las mas extensamente estudiadas p-glicoproteinas [por ejemplo: MDRP,
(Multi-drug Resistance Proteins), MDRP,, ABCB;] actian como una barrera
biologica extrayendo las sustancias toxicas y xenobiéticos fuera de la célula
(Deferme et al, 2000).

5) Transcitosis, es el transporte que se realiza utilizando pequefias vesiculas,
esencialmente a través de este mecanismo se transportan proteinas y poli-
nucledtidos pequerios.

Son numerosos los estudios realizados para evaluar los diferentes tipos de
transporte a nivel de los tractos gastrointestinales de rumiantes y monogastricos. En
el Cuadro N° Il se resumen algunos ejemplos de interés.

Ademéas de los mencionados anteriormente, también existen otros factores que
afectan la absorcion intestinal, como por ejemplo el incremento del flujo sanguineo
de los enterocitos, la secrecion de enzimas pancreaticas, la presencia de sales biliares
y las variaciones en el pH de los segmentos intestinales, cuya variacion debe ser
tenida en cuenta en la absorcion de sustancias a través de los epitelios en ratones
(Gray et al, 1996). Ademas, existen varias sustancias quimicas derivadas de
alimentos, drogas y toxinas que interactian con la mucosa cambiando la
permeabilidad del epitelio por via de la activacion de las uniones estrechas en el
epitelio intestinal debido a una condensacion de los filamentos de actina inducida por
la quinasa de la miosina de cadena ligera (MLCK), la que actua especificamente
abriendo la uniones estrechas (Mineo et al, 2001).

Algunos trabajos han determinado una alta densidad de mitocondrias en las células
del estrato basal en relacion con el estrato espinoso/ granuloso, compatible con los
requerimientos energéticos de los sistemas de transporte activo (bombas) en el rumen
(Graham y Simmons, 2005).

En una primera aproximacion al estudio de los procesos de difusion, se puede
modelar su comportamiento a través del calculo del coeficiente de particion en fases
octanol/agua. El resultado obtenido por este método es una buena simulacion de las
propiedades de los fosfolipidos de la membrana (Rubas y Cromwell, 1997).
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Cuadro N° I11. Estudios de sistemas de transporte de sustancias a nivel del tracto
gastrointestinal en diferentes especies.

Tipo de Sustancia Tejido /Especie Autor
Transporte Trasportada
Amonio Rumen Bodeker, 1990.
Amonio NH3 Intestino delgado y | Mossberg, 1967.
Transcelular colon ratones
Acidos  grasos  de |Rumen Schested et al,
cadena corta 1999.
Calcio Intestino  delgado | Mineo et al, 2001.
ratones
Sodio Rumen Leonard-Marek et
Paracelular al, 2005.
Sodio Rumen Graham y
Simmons, 2005.
Sodio /Glucosa Rumen McCollum et al,
1998.
Transporte Sodio/Potasio/ 2 Cloros | Rumen Tsali et al, 2004.
mediado
Sodio/Hidrégeno Rumen Leonard-Marek et

al, 2005

Quercetina (SLGT1)

Intestino humano

Gee et al, 2000.

Transporte Activo

Sodio/Potasio

Intestino  delgado
ratones

Tsai et al, 2004.

Alcaloides del ergot Rumen, reticulo, | Hill et al, 2001.
omaso
Sodio/Potasio Rumen Graham y

Simmons, 2005.

3.2.2. Mecanismos generales de Absorcion y de resistencia a la intoxicacién por
alcaloides en diferentes especies animales.

Para el caso de las intoxicaciones con plantas, el desencadenamiento del
cuadro depende de la relacién entre la absorcién y de excrecion de sus principios
toxicos (en muchos casos alcaloides) por parte de los animales. Segun Ralph et al
(1988), los factores involucrados en la magnitud de la absorcidn de estos principios

activos son multiples, pudiéndose resumir en:
e Cantidad y parte de la planta ingerida.

e Tiempo de retencion y de extraccion de alcaloides.
e Absorcion de alcaloides desde el rumen e intestino.
e Eliminacién de alcaloides por rifiones e higado.

Existe también una gran variabilidad tanto en los efectos de algunos tipos de
alcaloides extraidos de plantas toxicas o de sus variedades comestibles, como de la
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susceptibilidad a estos en diferentes especies animales afectadas, algunos ejemplos
ilustrativos y sus particularidades se resumen en el Cuadro N° IV.

Esta variabilidad en la intoxicaciones en diferentes especies probablemente es
debida a una variacion en la expresion de enzimas hidroliticas especificas como lo es
para las diferencias encontradas en la intoxicacion con Datura spp (alcaloides
tropanos) en bovinos y equinos, (Alexander et al, 2008) y una alta resistencia en los
conejos, ratas, cobayos y aves. Esta enzima estearasa ahora es conocida como
hiosciamina acil-hidrolasa (Bernheim y Bernheim, 1938; Alexander et al, 2008). Los
conejos que poseen hiosciamina acilhidrolasa en el suero, también poseen esta
actividad enzimatica en otros tejidos del cuerpo. Un idéntico sistema enzimatico
hemotropina estereasa fue encontrado en los cobayos y en las gallinas, pero para el
sustrato hemotropina (Alexander et al, 2008).

Es conocido que dentro de los glicoalcaloides existen compuestos mas

toxicos que otros, por ejemplo, la tomatina es mas tdxica que la chaconina y ésta a su
vez mas que la solanina (Friedman, 1991; Valkonen, 1996).
Del mismo modo son numerosos los estudios que revelan las diferencias que existen
entre las vias de administracion de sustancias activas y los signos y lesiones, asi
como la cantidad necesaria para ocasionar la muerte al 50% de la poblacién (DL50).
Un resumen de estos estudios aparece en el Cuadro N° V.

Cuadro N° IV. Diferencias de susceptibilidad y resistencia a la intoxicacion por
diferentes vegetales que contienen metabolitos secundarios entre especies animales.

Planta Especie Especie Autor
susceptible Resistente
Senecio spp Equinos, suinos, | Ovinos, caprinos | Cheeke, 1988; Smith,
pollos y bovinos. |y conejos. 1992.
flavonoides de los|Bovinos y con|Ovinos y | Hutchinson, 1977;
ajos (dipropil- | susceptibilidad caprinos. Verhoeff et al, 1985.
disulfido) intermedia los
equinos y perros.
Datura spp | Bovinos y | Conejos, ratas, | Bernheim y Bernheim,
(alcaloides equinos. cobayos y aves. |1938; Alexander et al,
tropanos) 2008.
hemotropina Bovinos y | Cobayos y | Alexander et al, 2008.
equinos. gallinas.
Solanum Bovinos. Ratas y ratones. | Verdes et al, 2000.
bonariense
Solanum Bovinos. Ratas y cobayos. | Riet-Correa et al, 1983.
fastigiatum
Solanum Bovinos. Ratones Mesia-Vela et al 2002,
paniculatum Medeiros et al 2004,
Verdes et al 2007.
glicoalcaloides humanos Ratas Vazquez, 1997.
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Cuadro N° V. Diferencias en la cantidad de sustancia activa para ocasionar algun
trastorno de acuerdo a la via de administracion en diferentes especies animales.

Sustancia Via ViaOral | Vial/P | VialV | Cuadro Autor
Activa S/IC

Allicina 120 60 mg/kg |LD 50 | Cavallitoy
(ratones) mg/kg Bailey, 1944,
Ergotamina 550mg/kg 3,0 LD 50 |Alexander et
(Conejos) mo/kg al, 2008.
Chaconina 84 mg/kg LD 50 |Keeleretal,
(ratas) 1991.
Chaconina 19,2 LD 50 |Keeleretal,
(ratones) mg/Kg 1991.
Solanina 225 toxicos | Keeler etal,
(Hombre) mg/Kg 1991
Solanina 500 50 Letal Keeler et al,
(ovejas) mg/Kg mg/Kg 1991.
Solanina 590 75 LD 50 |Keeleretal,
(ratas) mg/Kg mg/Kg 1991.
Solanina 30 mg LD 50 |Keeleretal,
(Ratones) kg 1991.

En otros casos, los intentos de reproduccién de intoxicaciones en animales de
laboratorio han sido desalentadores cuando se utilizan directamente las hojas de las
plantas causantes de la intoxicacion natural o sus extractos por via oral; algunos
ejemplos son Solanum fastigiatum (Riet-Correa et al, 1983); Solanum bonariense
(Verdes et al, 2000) y Delphinium spp (Ralph et al, 1988). Por el contrario el uso de
otras vias de administracion (subcutanea o intraperitoneal) para este mismo tipo de
sustancias, han demostrado ser efectivas para desencadenar el cuadro sintomético o
incluso provocar la muerte.

Utilizando extractos acuosos de Solanum paniculatum intra-duodenalmente,
se observo una actividad anti ulcerativa, aunque no se informa de la existencia de
otros signos tdxicos ni cuadro nervioso en los ratones tratados, pese a que la planta
ha sido reportada como causante de degeneracion cerebelosa en bovinos en Brasil
(Mesia-Vela et al, 2002, Medeiros et al, 2004, Verdes et al, 2007)

En otros casos se ha reportado baja absorcion del 3 - metilindol en el tracto
intestinal del hombre, mientras se confirma una alta absorcion para este mismo
alcaloide en el rumen, ademéas de una alta presencia en plasma sin modificacion
alguna (Fordtran et al, 1964; Carlson et al, 1975).

La absorcion de glicosidos de quercetina, es pobre a nivel intestinal y su transporte se
realiza pasivamente, sin embargo luego de una hidrélisis su absorcién aumenta
rapidamente en intestino aislado de roedores (Gee et al, 2000). Algunos estudios
sugieren que los tejidos de los pre-estbmagos son un importante lugar de absorcion
de los alcaloides, debido a que son solubles en los fluidos ruminales (Church, 1979;
Ruschbusche y Thivend, 1980), pudiendo ser este el motivo por el cual los rumiantes
suelen ser més sensibles a muchos de estos tipos de intoxicaciones con alcaloides. El
mecanismo de transporte para alcaloides del cornezuelo es un proceso activo
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(inhibido por azida de sodio), el rumen tiene un potencial de transporte 25% mayor
que el reticulo y aproximadamente 600% mayor que el omaso (Hill et al, 2001).

La transferencia de drogas (tales como pentobarbital, salicilatos y quininas) a
través de la pared ruminal, mediante perfusion por sonda (Jenkins et al, 1975) han
demostrado la capacidad absortiva que puede tener el rumen y la validez de los
modelos in Vitro para absorcién de cada tipo de sustancias. Utilizando modelos
similares a estos para estudiar la diferente capacidad de absorcion del intestino
delgado en ratones, se ha podido comprobar que para el caso de las antocianinas
existe una mayor capacidad de absorcién en el yeyuno que en el duodeno
(Matuschek et al, 2005).

3.2.3. Accion de los microorganismos sobre las sustancias activas.

Es bien conocido que el fluido ruminal contiene gran cantidad de bacterias
(de 10" 10™ células /ml) predominando las anaerobicas estrictas, dado que el
potencial de reduccién es de -0,4 voltios (Carrillo, 2003). Muchos son los beneficios
que derivan de la relacion simbidtica establecida entre los microorganismos
habitantes del rumen y los rumiantes, entre ellos se encuentran la utilizacion de
nitrbgeno no proteico, celulosa, sintesis de vitaminas solubles y acidos grasos
esenciales por parte de estos microorganismos (Church, 1992). Las condiciones que
mantienen en equilibrio la flora ruminal, pueden verse afectadas tanto por sustancias
activas presentes en algunos vegetales, como por el aumento de las bacterias
reductoras de sulfito presentes en el rumen de bovinos y ovinos alimentados con
cebollas (Lincoln et al, 1992; Knight et al, 2000). Ademas, la composicion de estos
microorganismos ruminales puede verse afectada por variaciones en la proporcién de
acetato, propionato y butirato en bovinos suplementados con aceite de anis (Cardozo
et al, 2004).

Por otra parte, dentro de las acciones de los diferentes grupos de
microorganismos se encuentran también: la detoxificacion de los constituyentes de
las plantas o la formacion de componentes toxicos a partir de sustratos vegetales
(Carlson et al, 1984). Algunos autores sugieren que la detoxificacion microbiana de
los xenobidticos jugé un papel importante en la evolucion del sistema de
fermentacion de los pre-estdmagos (Freeland y Janzen, 1974; Van Soest, 1994).

Existen otros ejemplos de la capacidad de detoxificacion de los pre-
estobmagos, para el caso de los alcaloides pirrolizidinicos (APs), éstos son
parcialmente reducidos en productos derivados no toxicos en el rumen (Alexanders
et al, 2007). Otro ejemplo bien caracterizado lo constituye la heliotrina que es
degradada completamente por las bacterias ruminales. Como mencionamos en los
ejemplos previos, este mecanismo muestra la potencial competencia que es capaz de
desarrollar el rumen para desintoxicar este tipo de sustancias en el propio
metabolismo ruminal (Alexanders et al, 2007).

En otros casos, se observa que el sitio de detoxificacion para varios alcaloides
en rumiantes sin previo contacto con el toxico (animales “naive”) no era el rumen
sino los rifiones y el higado como ocurre en los monogastricos (Aguiar et al, 2005).

Las bacterias ruminales tienen un papel importante, no solo en la
detoxificacién sino también en la formacion de compuestos toxicos, como ser la
hidrdlisis rapida de glucdsidos cianogénicos en cianuros (Carlson et al, 1984).

Es bien conocido que la microflora del intestino grueso de los ratones
hidroliza a los glucésidos de la quercetina aumentando su absorcion (Gee et al,
2000). El metabolismo intestinal de drogas y sustancias activas puede ocurrir por la
microflora presente en el lumen, asi como por las enzimas presentes en los fluidos
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luminales y en la mucosa intestinal. EI metabolismo de los xenobidticos por accion
de la microflora es bajo si lo comparamos con el metabolismo de estas mismas
sustancias a nivel de la mucosa intestinal y del higado. Sin embargo, la microflora
intestinal (por ejemplo Bacteroides y Bifidobacterias) pueden jugar un papel
importante en el metabolismo de los compuestos que se absorben pobremente o
incompletamente en la mucosa intestinal (Gee et al, 2000).

3.2.4. Absorcioén a través de modelos in vitro.

El proceso de absorcion in vivo es el resultado de una serie compleja de
eventos y depende de una multitud de parametros relacionados con las caracteristicas
de la droga asi como de los aspectos fisiologicos del tracto gastrointestinal. Debido a
esos factores, ningun modelo in vitro sencillo puede imitar la complejidad de los
procesos de absorcién in vivo. Como el proceso intestinal de absorcién depende de
una multitud de parametros, no existe un modelo universal para simular dicho
proceso (Deferme et al, 2000).

Dentro de los modelos in vitro mas conocidos para el estudio de la absorcion

de nutrientes, el mas usado es el de camaras “Ussing“ o “parabidticas”, ya sea
mediante la utilizacion de tejidos digestivos o lineas celulares. La técnica de
“Ussing” fue desarrollada originalmente por Ussing y Zerahn para estudios
fisioldgicos y farmacol6gicos (transporte i6nico y de agua), pero nunca pudieron
anticipar la gran cantidad de aplicaciones para las que este sistema fue
posteriormente utilizado (Li et al, 2004). La técnica fue posteriormente adaptada para
las determinaciones de permeabilidad de tracto gastrointestinal por Grass y Sweetana
(Deferme et al, 2000). EI método utiliza secciones de segmentos intestinales
montados entre dos compartimientos de difusion (serosal y mucosal), a los cuales se
les agrega solucion buffer fosfato de Krebs (KRP), continuamente gasificada con una
mezcla de O, 95%: CO, 5% (carbdgeno) suficiente para mantener la viabilidad del
tejido. El compuesto de prueba es afiadido al compartimiento mucosal o serosal del
tejido para el estudio de las propiedades fisioldgicas o nutricionales.
Una revision de varios sistemas de absorcion, muestra que las camaras parabioticas
presentan maltiples ventajas competitivas sobre otros métodos in vitro (Deferme et
al, 2000). Un resumen de las fortalezas y limitaciones del método se muestra en el
Cuadro N° VI.

Cuadro N° VI. Comparacion de las fortalezas y limitaciones del modelo in vitro
“Ussing” o camaras parabioticas.

Fortalezas Limitaciones

Buen modelo para pruebas Viabilidad de los tejidos.

preparativas (del Inglés screening). Presencia de capas de mdusculo circular
Buena correlacion con los datos de que en los estudios de permeabilidad
permeabilidad in vivo. pueden resultar en una subestimacion de
No requiere ensayos bioldgicos la capacidad absortiva.

complejos  (soluciones tamponadas Dificultades de disponibilidad de algunos
simples). tejidos para estudio (por ejemplo: tejidos
Permite evaluar diferentes regiones de origen humano o de primates).

del tracto gastrointestinal.

Permite evaluar el mecanismo de

transporte (por ejemplo, polaridad en

el transporte).

Area absortiva bien definida.
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La técnica permite determinar el transporte transepitelial de drogas y toxicos
en combinacion con el metabolismo intestinal, permitiendo estudiar las diferencias
regionales en la absorcidn intestinal en una misma especie, 0 la existencia de
diferencias de absorcion entre diferentes especies (Deferme et al, 2000). Segun Hill
et al (2001), el uso de cdmaras parabidticas presenta grandes ventajas sobre el
estudio in vivo de la absorcion de alcaloides, ya que los tejidos aislados no estan
sujetos a las variaciones in vivo de:

a) dinamica de los receptores.
b) funciones metabdlicas.
c) funciones excretoras.

Se menciona como la principal fortaleza de la técnica de “Ussing” su utilidad
en ensayos de absorcion y biodisponibilidad de diferentes sustancias usando lineas
celulares diferenciadas (Caco?2) derivadas del carcinoma de colon (Maznah, 1999).

Dentro de las principales limitaciones de este método in vitro tenemos la
viabilidad e integridad de los tejidos montados en las camaras parabidticas durante
periodos prolongados. Habitualmente los ensayos de transporte de drogas se realizan
en periodos de 150 a 180 minutos, aunque algunos trabajos demuestran gque el tiempo
de uso de estas cAmaras no deberia ser menor a los 180 minutos, en la medida que el
tejido se mantenga viable (Deferme et al, 2000). Para confirmar la viabilidad e
integridad de los tejidos de segmentos intestinales utilizados en las cdmaras de
Ussing estan ampliamente aceptados algunos parametros electrofisiologicos, entre
los mas utilizados tenemos el registro de diferencia de potencial (PD) y el
mantenimiento de la resistencia transepitelial (TEER). Medir los parametros
bioeléctricos del segmento intestinal antes de iniciar los estudios de transporte es una
estrategia comuan para asegurar la viabilidad del tejido y para reducir la posible
variabilidad experimental (Deferme et al, 2000).

En nuestro caso, se ha demostrado su utilidad para la evaluacion de la
absorcidn en porciones especificas de tubo digestivo de rumiantes y monogastricos
en diferentes condiciones experimentales y con diferentes sustancias. Algunas de
estas condiciones experimentales, asi como la especie de procedencia de los tejidos y
las sustancias transportadas se resumen en el Cuadro N° VII.

Es importante destacar la relevancia y vigencia que tiene actualmente esta
técnica para el desarrollo de experimentos de validacion y comparacion de la
absorcion en ratas y para la técnica de perfusion para estudio de pasaje simple en
humanos. En estos dos casos, se ha buscado contar con un buen modelo in vitro que
ayude a comprender los mecanismos involucrados en los procesos absortivos de la
mucosa del tubo digestivo (Lennernas et al, 1997).
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Cuadro N° VII. Experimentos realizados utilizando la técnica de “Ussing” para la
determinacién de parametros absortivos utilizando diferentes tejidos aislados.

Especie Tejidos Sustancia Autor
transportada
Ovino Omasal. Aminoacidos. Mc Collum y Webb, 1998.
Ovino Ruminal, reticular y | Aminoacidos. Mathews y Webb, 1995.
omasal.
Ovino Ruminal, reticular y | Alcaloides del | Hill et al, 2001.
omasal. ergot.
Ovino Ruminal. Amonio / sodio. Abdoun et al, 2005.
Ovino Ruminal, reticular. | NH,. Bodeker et al, 1990.
Ovino Ruminal. 3-metil-D-Glucosa. | Gabel et al, 2002.
Ovino Ruminal. Magnesio / sodio. | Leonhard-Marek et al,
2005.
Ovino Ruminal. Sodio. Lang y Martens, 1999.
Ovino, Cabra |Ruminal. Sodio. Leonhard-Marek et al,
2006.
Cabra y rata Intestino delgado. | Calcio. Kozakai et al, 2004.
Rata Intestino delgado. | Quercetina. Gee et al, 2000.
Rata Colon. Aloemodin Kai et al 2002.
antrona.
Rata Intestino delgado. | Extracto etandlico | Tsai et al, 2004.
Planta medicinal.
Humano Yeyuno. Sodio. Berglund et al, 2001.
Humano Yeyuno. Goniatoxinas. Mardonesa et al, 2004.
Raton Yeyuno. Antocianinos. Matuschek et al, 2005.
Cobayo Mucosa gastrica. Amonio. Suzuki et al, 2000.
Cobayo Colon. Veratridina Lomax et al, 2007.
Cobayo Mucosa gastrica. Extracto de hierba|Miller et al, 2000.
medicinal (Croton
lechleri).
Conejo lleon. Cationes y aniones. | Field et al, 1971.
Conejo Yeyuno. Piper logum. Iwashita et al, 2007.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS.

4.1 HIPOTESIS: Las dificultades observadas en la reproduccion experimental por
via oral en roedores son debidas a:

1. Una diferencia en la capacidad de absorcion para este tipo de sustancias a
nivel de su tubo digestivo, con respecto a lo que sucede en rumiantes.

2. Una transformacion para este tipo de sustancias a nivel del tubo digestivo
del rumiante, preferentemente a nivel de los preestomagos.

4.2. OBJETIVOS GENERAL: Determinar los mecanismos responsables de las
diferencias de absorcién por via digestiva observada entre bovinos y ratas para los
diferentes componentes del extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense.

4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar los extractos hidroalcoholicos de las diferentes partes de la planta
de Solanum bonariense y comparalos segun su procedencia.

2. Validar la técnica de HPLC para la determinacion de picos caracteristicos de
Solanum bonariense en extracto hidroalacoholicos y sueros de animales
intoxicados.

3. Determinar in vitro si existen diferencias de absorcidn intestinal de los
diferentes componentes del extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense
entre los rumiantes y los monogastricos y si se produce alguna transformacion
de los componentes del extracto durante su transporte.

4. Determinar si la absorcion de los diferentes componentes del extracto

hidroalcohdlico se realizan por medio de un mecanismo de transporte activo o
pasivo.
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5. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION.

5.1. Caracterizacion del extracto hidroalcoholico de Solanum bonariense.

Se elaboraron extractos hidroalcohdlicos de las diferentes partes de Solanum
bonariense (hojas, flores y frutos maduros) y se procedié a identificar mediante el
uso de Cromatografia en capa fina (TLC), cada una de las fracciones por sus
respectivas Relaciones (cociente) respecto al frente de avance del solvente (Rf),
comparéandolas con el Rf de un alcaloide estandar (solanina). Una vez caracterizados
los extractos se procedié a la identificacion y cuantificacion de componentes
mediante densitometria utilizando el programa TotalLab (Nonlinear Dynamics Ltd,
2005, USA).

5.2. Validacién Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) como
técnica analitica para extracto hidroalcoholico de Solanum bonariense.

Se procedi6 a la busqueda de protocolos de HPLC para este tipo de extractos
con el fin de encontrar alguno con la suficiente sensibilidad para mejorar la
caracterizacion de los componentes del extracto hidroalcohdlico de Solanum
bonariense y para el estudio de los mismos en los experimentos in vivo.

5.3. Estudio in vivo del transporte de los diferentes componentes del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense en bovinos y ratas.

Para analizar si existen diferencias de absorciéon entre rumiantes y
monogastricos para los diferentes componentes del extracto hidroalcoholico de
Solanum bonariense, se administro el extracto a través de sonda ruminal en bovinos
y por via oral en ratas mediante un catéter oro-esofagico (Zufiga et al, 2001).
Posteriormente se procedio a la extraccion de muestras de sangre cada 30 minutos en
bovinos. En las ratas, las muestras sanguineas se obtuvieron por extraccién cardiaca
al momento del sacrificio (una muestra por animal) a tiempos crecientes (de 0 a 180
minutos). Se determind la presencia y concentracion de los diferentes componentes
del extracto hidroalcohdlico en suero mediante HPLC, en ambas especies.

5.4. Estudio in vitro de la absorcion intestinal de los diferentes componentes del
extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense.

Para realizar el estudio in vitro de la absorcion de los diferentes componentes
del extracto se utilizaron tejidos de diferentes porciones del tubo digestivo de
bovinos (rumen, reticulo, omaso) y ratas (yeyuno) y se montaron en camaras
parabidticas en las cuales se introdujeron cantidades conocidas de extracto
hidroalcohdlico, y se procedio a la extraccion de muestras a los 180 y 240 minutos
para evaluar la absorcion de los diferentes componentes mediante HPLC, en ambas
especies.

5.5. Determinacion de tipo de transporte involucrado en la absorcion del
extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense.

Mediante el uso de cAmaras parabioticas se expuso la luz intestinal al extracto
hidroalcohdlico en las mismas cantidades que en el estudio in vitro més 0,2 % de
azida de sodio que inhibe el transporte activo (segun Hill et al 2001) por inhibicién
de la fosforilacion oxidativa, a través del blogqueo del complejo IV de la cadena de
transporte de electrones de la mitocondria. Se procedio a la extraccion de muestras a
los 180 y 240 minutos para su posterior andlisis de presencia y concentracién de los
diferentes componentes del extracto hidroalcohdlico mediante HPLC.
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6. MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de la planta: Para este ensayo, se obtuvieron plantas completas en los
meses de enero-febrero del predio central de Facultad de Veterinaria y del predio de
Sayago de la Facultad de Agronomia, siendo identificadas como Solanum bonariense
(Linnaeus, 1753) por la Céatedra de Botanica de esta Ultima. Posteriormente se
procedid a la clasificacion y diseccion de las partes de la planta en tres grandes
grupos (hojas, flores y frutos), manteniendo su identificacion y lugar de procedencia,
las cuales fueron desecadas a la sombra hasta la elaboracion de los extractos
hidroalcohdlicos.

Obtencion de los extractos hidroalcoholicos: Se elaboraron los diferentes extractos
hidroalcohdlicos a partir de 1kg de hoja, 1kg de fruto maduros y 1kg de flores en
cada condicion, adicionandoles 4 litros de una mezcla de etanol:agua (70:30),
manteniéndolos en maceracion por 3 dias a temperatura de laboratorio.
Posteriormente se procedid a la roto-evaporacion del solvente con un equipo (Far®
Decalab) a 45 °C, vacio entre 200-600 mmHg y posteriormente se reconstituyé el
liofilizado con agua destilada para su posterior caracterizacion quimica y con el
buffer especifico para los experimentos in vitro, conservandose a 4°C para la
realizacién de los experimentos in vitro e in vivo.

Caracterizacion de los extractos hidroalcohdlicos. Se estudiaron los aspectos
correspondientes a la identificacion de las diferentes fracciones del extracto mediante
Cromatografia en capa fina (TLC), usando laminas K6F Silica gel 60 A 250 um
(Whatman Inc, USA), para lo cual se realiz6 una separacion preparativa en corridas
simultaneas de los tres extractos, usando como fase movil una mezcla de 60% de
cloroformo, 35 % de etanol y 5% de amoniaco al 2% comparando las diferentes
fracciones y revelandolas posteriormente con Reactivo de Dragendorff y secandolas
posteriormente en estufa a 70°C, posteriormente se realizd6 un escaneo de los
cromatogramas, seguido de un estudio densitométrico usando el programa TotalLab
(Nonlinear Dynamics Ltd, 2005, USA). A lo largo del experimento se mantuvieron la
identificacion del lugar de procedencia de cada muestra para la evaluacion de los
componentes segun el lugar de cosecha de la muestra.

Para conocer el espectro de absorcion del extracto hidroalcohdlico se
realiz6 una busqueda de absorcion méaxima a longitudes de onda entre 190-360 nm
utilizando un espectrofotdmetro UV-VIS Shimatzu, modelo UV mini-1240 y 30 pnl
de extracto hidroalcoholico de hoja reconstituido en 1000ul de Agua destilada
respectivamente. Posteriormente se realizaron corridas en HPLC a las longitudes de
onda donde se encontraron mayores unidades de absorbancia, probando diferentes
fases moviles utilizadas comunmente para alcaloides, en busca de picos
caracteristicos para el extracto hidroalcoholico de hojas de Solanum bonariense.

Para la caracterizacion de nuestro extracto, se utiliz6 un HPLC marca
VARIAN Pro-Star Modelo 410 photodiode array detector, columna C 18 simétrica
(150 X 45 mm i.d 5um) flujo de 2,1 ml/min, durante 10 minutos, 35° C de
temperatura, 10 a 12 mmHg utilizando como fase mévil Agua: Metanol: Acido
Acético (proporcion 69:28:3) luego de realizar corridas con los protocolos utilizados
para este tipo de extractos y sustancias indicadas en el Cuadro I.

Se procedio al calculo coeficiente de particion (Kow) del extracto hidroalcoholico de
hojas de Solanum bonariense, mediante la disolucion de esa sustancia en una mezcla
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bifasica formada por dos disolventes inmiscibles en equilibrio: n-octanol y agua,
segun la formula: Kow= (concentracion soluto en octanol) / (concentracion soluto en
agua) y mediante el anélisis por HPLC de las solventes utilizados en las condiciones
anteriormente enumerada.

Animales de laboratorio: El protocolo fue previamente aprobado por la Comision
de Bioética de la Facultad de Veterinaria (Universidad de la Republica, Uruguay). Se
realizaron estudios in Vivo e in Vitro del transporte de los diferentes componentes del
extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense en bovinos y ratas.

Para lo cual se utilizaron un total de 18 ratas Wistar machos (8 semanas de
edad) procedentes del Bioterio del IIBCE (Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable), las cuales permanecieron en jaulas en una habitacién con
temperatura controlada (21+1 °C), humedad (55+5°C) y luz (12h ciclos luz-
oscuridad). Las ratas tuvieron acceso ilimitado agua desmineralizada y comida hasta
el dia del experimento, siendo alimentadas con racion laucha Premium (Empresa
VITARON S. A., Montevideo, Uruguay) con la composicion indicada en el Anexo I.

Se utilizaron 3 bovinos Holando machos de 2 afios, mantenidos en el campo
N° 2 de la Facultad de Veterinaria (Libertad, San José) alimentados con pastura
natural, fardo de alfalfa y racién (composicién en Anexo Il), agua “ad libitum”.

Preparacion de los tejidos para el estudio in Vitro en ratas: Durante la noche
previa al dia del experimento 6 ratas fueron privadas de alimento y posteriormente
fueron anestesiadas por inyeccién intraperitoneal con solucion de tiopental sodico y
decapitadas inmediatamente. Al minuto de haber sido eutanasiadas, a cada rata se le
realizd6 una incision abdominal media; el intestino fue disecado y sumergido
rapidamente en una solucion KRPr (Mineo et al, 2001) estéril con la composicion
como lo indica el Anexo Ill, a temperatura ambiente. Se extrajeron dos piezas de 5
cm aproximadamente de yeyuno, las cuales fueron abiertas longitudinalmente a lo
largo del borde mesentérico, posteriormente se las mantuvo en una solucion de KRPr
gasificada con carbdgeno (O, 95%: CO, 5%) a 37°C hasta ser montados en camaras
parabidticas individuales (cAmaras de Ussing).

El tipo de camara utilizada en este experimento se denomina cadmara de
perfusion continua y consiste en dos compartimientos idénticos o “hemicamaras”
disefiadas para minimizar la presion hidrostatica y prevenir el dafio del tejido a
estudiar durante la perfusion, a una de las hemicamaras se le denomina
compartimiento mucosal por estar expuesto el lado mucoso del tejido digestivo a
estudiar, mientras que al otro se le denomina compartimiento serosal. La solucion se
agita en ambas hemicadmaras con una solucién de carbdgeno (AGA, Uruguay)
manteniendo de esta forma una presion adecuada de oxigeno. Cada una de estas
medias camaras tiene 25 ml de capacidad. La temperatura para los experimentos con
intestino aislado de ratas se mantuvo a 37 °C mediante un bafio de agua
termostatizado.

Posteriormente se seccionaron los tejidos en fracciones de 2 x 2 cm y se
colocaron en las cdmaras parabidticas, interponiendo entre el tejido y el borde de la
camara arandelas de gomas siliconada para evitar el dafio al tejido evaluado y
posteriormente se sellaron las cdmaras con clamps, siendo el area de tejido expuesta
entre los dos compartimientos de 0,21 cm? como se ve en la figura N°2.

El volumen de la solucion KRP adicionado en cada compartimiento fue de 15 ml con
un pH de 5,5 debido a que se utilizaron muestras de yeyuno en estos experimentos.
Durante todo el experimento los tejidos fueron clampeados, midiendo sus diferencias

22


http://es.wikipedia.org/wiki/Disolvente
http://es.wikipedia.org/wiki/Inmiscible
http://es.wikipedia.org/wiki/N-octanol
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua

de potencial, usando para ello, electrodos impolarizables de plata clorurada (en tubos
de gel con Ringer) conectados a un multimetro digital (marca Goldstar MD 333,
Corea).

| Electrodos Impolarizables |

Carbégeno

Carbdégeno
(95:5) 0,/ CO,

(95:5) 0,/ CO,

Tejido Aislado

Compartimiento MUCOSAL Compartimiento SEROSAL

DP=Diferencia de Potencial

PH=Presién Hidrostatica
Figura 2. Esquema general de la camara parabidtica “Ussing” usada para los
experimentos “In Vitro”, para todos los experimentos el extracto reconstituido se
agrega en el compartimiento Mucosal a la izquierda de la ilustracion y la muestra se
extrae del compartimiento Serosal a la derecha de la misma.

Se descartaron todos los tejidos que tuvieran registros de diferencia de potencial
menores o iguales a 4.5 milivoltios (Av < 4,5 £ 0.3 mv) segun los valores normales
encontrados en ileon aislado de conejos (Rose y Schultz, 1971), una vez estabilizada
la diferencia de potencial entre los compartimientos se procedio a la realizacion de
los experimentos previstos.

Preparaciéon de los tejidos para el estudio in vitro en bovinos: Para todo el
experimento se usaron tejidos del tracto digestivo obtenidos de bovinos sacrificados
por exsanguinacion posterior a induccidn anestésica intravenosa con tiopental sédico,
luego se procedio a la exeéresis de los tejidos para el ensayo. En los bovinos se
removieron quirdrgicamente los compartimientos ruminal (saco ventral posterior),
reticular y omasal de los animales hasta 5 minutos después de muertos, los cuales se
vaciaron de sus contenidos por inversion, limpiaron con agua destilada y se
transportaron al laboratorio en una solucion salina de cloruro de sodio al 0,85%
estéril. Los tejidos en el laboratorio fueron dispuestos inmediatamente en una
solucion de KRP con la composicién indicada en el Anexo 111 (Hill et al, 2001).

Los tejidos ruminal y reticular se prepararon removiendo la musculatura de la
cara serosa para luego ser montados en la cdmara parabidtica (Mattews y Webb,
1995) con KRPb, perfundido continuamente con carb6geno y mantenidos a 39 °C.
Los tejidos se montaron en las camaras de la misma manera que el procedimiento
descrito para el intestino aislado de ratas. Aproximadamente pasaron 30 minutos
desde la eutanasia de los animales y el montaje del disefio experimental del sistema
en el bafio de agua termostatizado.
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6.1. Experimento 1: Estudio in vivo del transporte de los diferentes componentes
del extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense en bovinos y ratas.

Se le administré a 2 bovinos de la raza Holando por medio de una fistula
ruminal, extracto hidroalcohdlico de hojas de Solanum bonariense liofilizado
reconstituido en agua destilada, equivalente al peso-planta correspondiente al 1,0 %
del Peso metabdlico (de acuerdo a la formula Peso Metabolico = Peso Vivo %) de
acuerdo a la dosis de utlizada por Verdes et al, (2006) para la intoxicacién cronica en
bovinos, permaneciendo uno de los animales como testigo de los experimentos. Se le
extrajeron muestras de sangre a los 0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 minutos y posterior
centrifugacion a 3000rpm en centrifuga clinica (marca Cavour VT-1675) para la
obtencion del suero de las muestras y conservacion a -20°C hasta su procesamiento.
Sé repiti6 el procedimiento a los 10 dias posteriores a la primera serie de
experimentos.

Para los experimentos en ratas se les administr6 por boca a 12 ratas Wistar,
extracto hidroalcoholico de hojas de Solanum bonariense equivalente al peso- planta
correspondiente al 1,0 % del Peso metabdlico de las ratas, dejandose dos como
animales testigo para determinar el tiempo 0, las cuales posteriormente fueron
utilizadas en los experimentos in vitro. Fueron asignadas al azar los tiempos de
extraccion de sangre a razon de dos ratas por tiempo, para 0, 30, 60, 90, 120, 150,
180 minutos respectivamente procediendo de forma similar a lo mencionado
previamente para la obtencion del suero de los bovinos.

Para el analisis de presencia y concentracion de los diferentes componentes del
extracto hidroalcoh6lico en los sueros de los animales se realiz6 su andlisis por
HPLC de acuerdo a la metodologia que resultdé previamente mas sensible para los
mismos.

6.2 Experimento 2: Estudio in Vitro del transporte de los distintos componentes del
extracto hidroalcoholico en tejido ruminal, reticular y omasal de bovinos e intestinal
de ratas.

Con los tejidos extraidos de 2 terneros se prepararon seis camaras
parabioticas usando tejidos de rumen, reticulo y pliegues de tejido omasal. A las
mismas se le agregd en el compartimiento mucoso 10,0 ml KRPb conteniendo un
total 5,0 ml de liofilizado reconstituido en buffer KRPb de extracto hidroalcohdlico.
Se asignaron 2 camaras para cada tipo de tejido por animal, a los 180 y 240 minutos
después de la administracion del extracto hidroalcoholico de hojas de Solanum
bonariense, se procedio a la aspiracion de 1,5 ml de la solucién de la camara serosal,
y posteriormente se analiz6 por HPLC.

Del mismo modo, con tejido aislado de 2 ratas se prepararon cuatro camaras
parabioticas usando muestras de yeyuno aislado de ratas y se le agregé 10,0 ml KRPr
conteniendo un total de 5,0 ml de liofilizado reconstituido en buffer KRPr. Se
asignaron 2 camaras para cada tiempo a los 180 y 240 minutos.
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6.3. Experimento 3. Transporte del extracto hidroalcoholico a través de tejidos
ruminal, reticular y omasal de bovinos e intestinal de ratas tratados con azida de
sodio (NaNs).

Al igual que en el disefio anterior, se usaron tejidos obtenidos de tubo

digestivo de 2 terneros, preparandose 2 camaras parabioticas para cada tejido, a los
cuales se le agrego en el compartimiento mucoso 10,0 ml KRPb conteniendo un total
5,0 ml de liofilizado reconstituido en buffer KRPb de extracto hidroalcohdlico mas
0,2% NaNj3 (inhibidor especifico del transporte activo). Se extrajeron 1,5 ml de
solucién del compartimiento seroso a los 180 y 240 minutos después de la
administracion del extracto hidroalcohdlico de hojas Solanum bonariense y
posteriormente se analizaron por HPLC.
Se prepararon otras cuatro camaras parabioticas con yeyuno aislado de ratas con el
agregado de 10,0 ml KRPr conteniendo un total 5,0 ml de liofilizado reconstituido en
buffer KRPr mas 0,2% de NaNj por camara. Se extrajeron 1,5 ml de solucién del
lado seroso 180 y 240 minutos después de la administracion del extracto, y se
analizaron por HPLC.

6.4 Analisis de datos:

Se realizd el procesamiento de las TLC por densitometria de las corridas de
los extractos hidroalcoholicos de las diferentes partes de la planta, segin la
procedencia de la muestra (Agronomia o Veterinaria) mediante el analisis de imagen
utilizando el software Total lab Versién 2005 (Nonlinear Dynamics Ltd, USA).

Meétodos estadisticos utilizados:

La comparacion entre la concentracion presente en los diferentes extractos de
frutos, hojas y flores, se realizd mediante el test de ANOVA. La comparacion entre
los diferentes extractos extraidos de diferentes locaciones (Veterinaria y Agronomia) se
realizd mediante Test de t. En el analisis descriptivo se calculé la media de las
variables incluyendo el intervalo de confianza correspondiente a un 95%.

Para los experimentos in vivo se realizo un ensayo clinico definiendose dos grupos,
uno con intervencion del toxico (extracto hidroalcoholico de Solanum bonariense) y
otro de control. Se recogi6 la informacién (area bajo la curva) de los componentes
extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense en el suero de los animales (bovinos
y ratas), siendo una variable de tipo continua. En el analisis descriptivo se calcul6 la
mediana de las variables, incluyendo el intervalo de confianza correspondiente a un
95%. En el analisis inferencial, se realizaron dos tests para comprobar la normalidad
de distribucidn de la variable (test de Anderson) y la homocedasticidad de los grupos
(test de Barttlet).

La concentracion de los componentes extracto Hidroalcohdlico de Solanum
bonariense en el suero de los animales, no tuvo una distribucién normal y los grupos
(intervencion vs control) eran heterocedasticas. Bajo estas hipotesis realizamos el test
no parametrico de Kruskall-Wallis. El analisis estadistico de todos los datos se
realizo a traves del software STATA10 y Epi Info 2003.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracterizacion de los extractos hidroalcohdlicos de partes de Solanum
bonariense.

7.1.2. Caracterizacion de los extractos hidroalcohdlicos mediante TLC vy
revelado con Reactivo de Dragendorff

En todos los extractos (frutos, flores y hojas) realizados se detecto presencia
de alcaloides, presentando en todas las corridas la misma relacién al frente (Rf =
0.25), notese la presencia de la misma mancha (probablemente con los mismos
componentes) en las 3 muestras corridas en forma simultanea y con una mayor
expresion en el extracto proveniente de los frutos (Figura. 3). Se puede ver en la
(Figura. 4), las corridas de los extractos hidroalcoholicos de hojas provenientes de
distintos predios (VET: Veterinaria; AGR: Agronomia), notese que presenta la
misma Rf.

Figura 3. TLC de los diferentes Figura 4. TLC de los diferentes
extractos  hidroalcohdlicos  de extractos hidroalcohdlicos de hojas
partes de Solanum bonariense de Solanum bonariense de Facultad
(Flores, Frutos y Hojas). de Veterinaria y de Agronomia.

7.1. 3. Estudio densitométrico de los extractos hidroalcohodlicos de flores, frutos
y hojas de Solanum bonariense.

En el analisis densitométrico se obtuvieron los siguientes resultados indicados
en el Cuadro N° VIl y en la (Figura 5.) Se observaron diferencias significativas en la
cantidad de sustancia presente en cada uno de los extractos (p < 0,0001) mediante
ANOVA. Se pudo comprobar que no existen diferencias significativas entre los
diferentes extractos extraidos de diferentes locaciones (Veterinaria y Agronomia)
mediante Test de t, como se observa en el Cuadro IX.
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Cuadro N°VIII Resultados del andlisis densitométrico de los cromatogramas de los
extractos de las diferentes partes de la planta de Solanum bonariense

Cromatogramas n Media Std error p
Frutos 10 1,36E+06 49169,3 <0,0001
Hojas 10 532596 22463,3 <0,0001
Flores 11 219262 23677,7 <0,0001

Volumen Densitométrico

Densitometria de las TLC mediante software Totallab 2005

1600000
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1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

]

Frutos Hojas Flores

Figura 5. Variacion de los alcaloides especificos de cromatogramas de los diferentes
extractos hidroalcohdlicos (frutos, hojas y flores) utilizando analisis densitométrico
(Software Total Lab 2005).

Cuadro N° IX Resultados del andlisis densitométrico de los cromatogramas de los
extractos de las diferentes partes de la planta de Solanum bonariense

Extracto Locacion n Media  Std. error p

ol

Fruto Agronomia 1,35E+06  77801,5

Veterinaria 5 1,36E+06  69186,9 0,8689
Hoja Agronomia 5 555724 13663,9

Veterinaria 5 509468 42621,1 0,351
Flores Agronomia 6 200617  39951,6

Veterinaria 6 248310 18737,7 0,3151
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7.1.4. Estudio del espectro de Absorcion del extracto hidroalcohodlico de hojas de
Solanum bonariense.

Se encontr6 que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Solanum bonariense
presenta una absorcion Optima entre los 250 y 290 nm, ya que por debajo de estas
longitudes de onda los valores de absorcién resultan muy inespecificos, debido a la
gran cantidad de compuestos que absorben entre 190 y 210 nm. (Figura 6).
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Figura 6. Variacion de la absorbancia del extracto hidroalcoholico de hojas de Solanum
bonariense a diferentes longitudes de onda. NGtese como se estabiliza la absorcion
entre 250 y 290 nm.

7.1.5. Caracterizacion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Solanum
bonariense mediante HPLC.

Aparecieron 3 picos que resultan caracteristicos debido a su repetibilidad en
el extracto hidroalcohdlico reconstituido en agua destilada (Figura 7) y Cuadro N° X,
cuando se realizaron las corridas en las condiciones propuestas para identificar
Cafeina, Aspirina y Acetominofem (Fay, 1993) utilizando como fase mdvil Agua:
Metanol: Acido Acético (proporcion 69:28:3) a una longitud de onda 280 nm.
También, en esta serie de experimentos se trabajo con longitudes de onda entre 210 y
290 nm, encontrandose que los mayores picos aparecen a una longitud de onda de
275 nm.

Cuadro N° X. Valores de las &reas bajo la curva de los cromatogramas del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Solanum bonariense reconstituido en buffer KRPb.

Tiempo Area bajo Tiempo Area bajo Tiempo Area bajo
Muestra Elusion Curva Elusion Curva Elusion Curva
(min.) (UAbs/min.) (min.) (UAbs/min.) (min.) (UA/min.)

Extracto 1.432 29420142 1.877 35746204 2.496 152551776
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Figura 7. Cromatograma del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense
utilizando las condiciones descriptas por
Fay (1993) a 275 nm.

7.1.6. Coeficiente  de particion Octanol / Agua (KOW) del extracto
hidroalcohélico de hojas de Solanum bonariense mediante HPLC.

El extracto hidroalcoholico de hojas de Solanum bonariense reconstituido
en agua destilada presenté un KOW = 0.04, lo cual revela una alta hidrofilicidad del
mismo y una baja afinidad por los lipidos, se utilizaron en estos experimentos las
mismas condiciones experimentales que las usadas en la caracterizacion del extracto.

7.2. Estudio in Vivo del transporte de los diferentes componentes del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense en terneros y en ratas.

7.2.1. Evaluacion mediante TLC de sueros bovinos a los cuales se le suministro
extracto hidroalcohdlico Solanum bonariense.

No se pudo identificar mediante TLC la presencia de revelados de alcaloides
en los sueros de los bovinos a los cuales previamente (180 y 210 minutos) se le habia
administrado extracto hidroalcoholico de hojas de Solanum bonariense (Figura 8).
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Suero Bov Suero Bov  Hoja
Frutos oo min. 210 min.

Figura 8. TLC de extracto hidroalcohdlico de
frutos, hojas y sueros bovinos a los 180 y 210
minutos pos administracion de  extracto
hidroalcohdlico de hojas de Solanum bonariense.

7.2.2. Evaluacion mediante HPLC de sueros bovinos a los cuales se le suministré
extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense.

En los sueros de los rumiantes aparecen 2 picos caracteristicos en el suero a
partir de los 30 minutos del suministro del extracto hidroalcoh6lico de hojas de
Solanum bonariense y hasta los 180 minutos, como se muestra en las (Figuras 9,10 y
11) respectivamente, no existiendo la aparicion de ningun pico en el animal testigo a
lo largo de los 180 minutos. Se comprobd que existe un efecto tratamiento (p <

0,0044) comparandolo con el testigo mediante el test Kruskal-Wallis para dos
grupos.

H [2 H

10

os

Figura 9. Suero de bovino a Figura 10. Suero de bovino a Figura 11. Suero de bovino
los 30 minutos posteriores al los 90 minutos posteriores al a  los 180  minutos
suministro  de  extracto suministro de extracto posteriores al suministro de
hidroalcohdlico de Solanum hidroalcohdlico de Solanum extracto hidroalcohdlico de
bonariense. bonariense. Solanum bonariense

30



7.2.3. Evaluacién mediante HPLC de sueros ratas dosificados con Solanum
bonariense.

En el suero de las ratas aparecieron de 2 a 3 picos diferentes a partir de los 30
minutos y hasta los 180 minutos como se muestra en las (Figuras 12,13 y 14)
respectivamente. Del mismo modo que para la aparicion en suero de bovinos de
componentes del extracto hidroalcohdlico, en suero de ratas existe un efecto
tratamiento (p < 0,046) comparado con los animales sin tratar mediante el test
Kruskal-Wallis. Existiendo diferencias significativas entre las curvas de sueros
bovinos y de ratas como se indica en la (Figura 15), encontrandose un efecto especie
(p < 0,048) mediante el test Kruskal-Wallis.
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Figura 12. Suero de rata a Figura 13. Suero de rata a Figura 14. Suero de Rata a los
los 30 minutos posteriores al los 90 minutos posteriores al 180 minutos posteriores al
suministro  de  extracto suministro de  extracto suministro de extracto
hidroalcohdlico de Solanum hidroalcohdlico de Solanum hidroalcohdlico de Solanum
bonariense. bonariense. bonariense.

Variacién de los cromatogramas de los sueros luego de suministrado
el extracto hidroalcohdlico de Sofanum bonariense
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Figura 15. Grafico de variacion de area bajo la curva en bovinos y ratas luego del
suministro de extracto hidroalcohdlico de S. bonariense a 1% del P Metab.
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7.3. Estudio in vitro del transporte de los diferentes componentes del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense en terneros y ratas.

7.3.1. Evaluacién mediante TLC del buffer serosal y mucosal de los
experimentos in vitro a los 210 minutos de inoculado el extracto de hojas de
Solanum bonariense.

Se identific6 mediante TLC la presencia de revelados de alcaloides en el
buffer de los compartimientos ruminal de la cAmaras parabiéticas (Ussing) de los
experimentos in vitro a los cuales previamente (210 minutos) se le habia
administrado extracto hidroalcohdlico de hojas de Solanum bonariense, por el
contrario no se identific6 la presencia de revelados de estos mismos u otros
alcaloides en el compartimiento serosal de las camaras parabiGticas en ambas
especies estudiadas (Figura 16).

BUFFER  BUFFER BUFFER BUFFER
SERDSAL SERDSAL MUCOSAL MUCOSAL
Figura 16. TLC de los compartimientos
de las camaras parabidticas con extractos
hidroalcohdlicos de hoja de Solanum

bonariense a los 210 minutos.

7.3.2. Evaluacidon mediante HPLC del buffer serosal de los experimentos in vitro
a los 180 y 210 minutos luego de administrado el extracto de hojas de Solanum
bonariense.

Se constato la aparicion de picos caracteristicos en el compartimiento serosal
de las camaras parabiéticas preparadas con tejidos ruminal, reticular e intestinal de
rata a los 180 y 240 minutos, en cambio no pudo determinarse la presencia de ningun
pico en las camaras con preparaciones de tejido omasal, como se puede ver en las
(Figuras 17, 18 y 19), notese que en la (Figura 19) la unidad de medida es mil veces
menor que en los cromatogramas de las (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Cromatograma Figura 18. Cromatograma Figura 19. Cromatograma
de Buffer Serosal de de Buffer Serosal de de Buffer Serosal de CAmara
Céamara Parabiotica Camara Parabidtica con Parabidtica con  tejido
preparada  con  tejido tejido reticular a los 240 intestinal ratas a los 180
ruminal a los 180 minutos minutos (AU en funcion del minutos. (mAU en funcion
(AU en funcion del tiempo) tiempo) del tiempo)

No se encontraron diferencias significativas por efecto del tiempo, aunque se
encontraron diferencias significativas en la presencia de componentes del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense por un efecto tejido, entre rumen, reticulo,
omaso e intestino (p < 0,0025) mediante el test Kruskal-Wallis.

Es importante destacar que en el compartimiento serosal de tejido omasal no
se identifico la presencia de ningun pico en los cromatogramas, lo que nos indicaria
que este preestomago no tiene ninguna implicancia en la absorciéon del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense.

En cuanto a los diferentes compartimentos, se puede decir que presentaron
diferencias entre los mismos, siendo el compartimiento serosal ruminal el que
presentd un area bajo la curva mayor al tiempo de 180 y 240 minutos
respectivamente, seguido del compartimiento reticular y posteriormente los
compartimientos con tejido intestinal de rata, como se observa en la (Figura 20.)
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Analisis del Buffer Serosal de las camaras
parabioticas con diferentes tejidos
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Figura 20. Grafico de variacion de la cantidad de componentes del extracto
hidroalcohdlico Solanum bonariense en el compartimiento serosal en tejido aislado
de rumen, reticulo e intestino usando camaras parabidticas.

7.4. Determinacion del tipo de transporte involucrado en la absorcion del
extracto hidroalcoholico de Solanum bonariense.
En los experimentos con azida de sodio existe una disminucion en el area
bajo la curva de todas las preparaciones de tejidos, ademas de una disminucion en el
numero de picos en algunos casos como se puede ver en las (Figuras 21, 22 y 23.)

Existen diferencias significativas en la cantidad encontrada en el compartimiento
serosal para los tejidos ruminal con y sin azida de sodio (p < 0,002), del mismo modo
para el tejido reticular con y sin azida de sodio (p < 0,002) mediante el test Kruskal-
Wallis. Ademas se observaron diferencias significativas cuando interponemos tejido
intestinal de rata con y sin azida (p < 0,001) mediante ANOVA. También disminuyé
el area bajo la curva del pico caracteristico cuando se agregé azida de sodio 0,2 % al
medio para ambos tejidos reticular y ruminal respectivamente (Figuras 24, 25, 26,
27,28y 29).
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Figura 21. Cromatograma Figura 22. Cromatograma
de Buffer Serosal de Buffer Serosal de Camara
Camara Parabidtica Parabidtica preparada con

preparada  con

tejido tejido reticular y 0,2 %

ruminal y 0,2 % NaN;3; a NaNj; a los 240 minutos.

los 180 minutos.

02

L

Figura 23. Cromatograma
Buffer Serosal de Camara
preparada con intestino de
ratas y 0,2 % NaNg3 a los
180 minutos, nétese que
la unidad de medida es
mil veces menor que para
los otros experimentos.

Figura 24. Comparacion de los cromatogramas del Buffer
Serosal de Camara Parabiotica preparada con tejido
ruminal a los 180 minutos | (negra). Notese la
disminucion del area bajo la curva al mismo tiempo
cuando se le suministré 0,2 % NaN; al buffer mucosal 1l
(verde).
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Figura 25. Comparacion de los Cromatogramas Buffer
Serosal de Camara Parabiotica preparada con tejido
reticular I (negra) y Il (azul) con 0,2 % NaNj3 a los 240
minutos.

10 mAU

Figura 26. Comparacion de los Cromatogramas Buffer
Serosal de Camara Parabiotica preparada con tejido
intestinal ratas | (negra) y Il (rojo) con 0,2 % NaNj3 a los
180 minutos.
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Analisis del Buffer Serosal en camaras
parabioticas con tejido Ruminal

T

e E 5 |

/ KRPb + extracto

B KRPb + extracto
+ 0,2 % NaN3

180 minutos 240 minutos

Figura 27. Variacion de la cantidad de componentes del extracto hidroalcohélico de
Solanum bonariense en el compartimiento serosal cuando se le agrega 0,2 % de
NaN3 a la cdmara parabioticas montada con tejido ruminal a los 180 y 240 minutos.

Analisis del Buffer Serosal en camaras parabioticas
con tejido Reticular
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Figura 28. Variacion de la cantidad de componentes del extracto hidroalcoholico de
Solanum bonariense en el compartimiento serosal cuando se le agrega 0,2 % de
NaNj3 a la cdmara parabi6ticas montada con tejido reticular a los 180 y 240 minutos.
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8. DISCUSION

Al igual que para otras especies de Solanum (Hiroyuki et al, 1997; Mosquera

et al, 2004; Friedman, 2004) se pudo comprobar la presencia de alcaloides
caracteristicos en el extracto hidroalcohélico de todas las partes de la planta (hojas,
flores y frutos) de Solanum bonariense utilizando TLC y revelado con Drangedorff
presentando las misma Rf que el extracto hidroalcohdlico de hojas, previamente
reportado por nuestro grupo (Verdes et al, 2000). Por el contrario Higa et al (2007)
solamente encontraron flavonoides glicosidicos en hojas de Solanum fastigiatum
usando la misma técnica cromatografica, siendo esta una especie de solanaceas muy
emparentada con Solanum bonariense.
A diferencia de lo visto en nuestro caso, en algunos otros estudios se han observado
diferencias en el tipo y la concentracion de glicoalcaloides de especimenes de otra
solanacea (Solanum commersonii) obtenidos de diferentes locaciones del sur del
Uruguay (Pianzzola et al, 2005; Siri et al, 2004) o de dos regiones diferentes del
mundo (Solanum torvum Sw) en Chiapas (México) e India, estas diferencias pueden
ser debidas posiblemente a diferentes condiciones atmosféricas o del microambiente
de la planta (Pérez-Amador et al, 2007) o a cambios estacionales y diarios,
presumiblemente relacionados con la temperatura ambiente (Vazquez, 1997).

Se pudo constatar mediante TLC y densitometria que todos los extractos
obtenidos de diferentes partes de la planta (flores, hojas y frutos) presentan el mismo
alcaloide especifico y que se distribuyen de forma diferencial en los diferentes
tejidos de la planta, tal como ocurre en otros tipos de solanaceas (Vazquez, 1997).

Encontramos que los frutos concentran la mayor cantidad de estas sustancias por
unidad de peso, conteniendo a razon de 2,5 veces mas sustancias que las hojas, éstas
ultimas a su vez concentran estos compuestos secundarios a razon de 3 veces mas
gue lo que lo hacen las flores de la misma planta, en contraposicion (Kozukue et al.
1987; Friedman et al 1998; VVazquez, 1997) encontraron una mayor concentracion de
glicoalcaloides del Solanum tuberosum en brotes, seguido por las flores y
posteriormente sus frutos y hojas verdes. Cabe resaltar que en nuestro trabajo se
realizaron los extractos con frutos maduros y que la concentracion de estos
metabolitos secundarios podria estar aumentados aun mas en el fruto verde o en
crecimiento (Vazquez, 1997) como sucede para el caso de Solanum nigrum (Cooper
y Johnson, 1984), aungue se ha demostrado que los glicoalcaloides del tomate estan
mas concentrados en hojas verdes que en hojas maduras, sin embargo cuando se
expresa en peso seco la concentracion parece ser similar (Friedman et al, 1998).

Esto confirma lo visto por otros autores en cuanto a que esta distribucion
variable de los compuestos secundarios en los diferentes tejidos vegetales podria ser
una estrategia de defensa utilizada frecuentemente por muchas plantas, dependiendo
la redistribucion de estos metabolitos del valor especifico que posea para la planta y
de acuerdo al desarrollo fenologico de la misma (Ramos et al 1998).

Es importante destacar que el Solanum bonariense fructifica desde abril a
junio (Chiarini et al, 2007) siendo en esta época del afio de acuerdo a nuestros
resultados en la que podria haber mayores niveles de alcaloides en la planta
(particularmente en los frutos) y por tanto podria existir en otofio un mayor riesgo de
intoxicacién, ya que por unidad de planta habria una mayor concentracion de
sustancia activa. Pese a que no se han encontrado intoxicaciones en el hombre por
esta planta en el estado de Rio Grande do Sul, se comercializan productos a base de
Jurubeba (extracto hidroalcohdlico) para las dolencias hepaticas y esplénicas que
segun la Farmacopea Brasilera 1 (1929) deberia de ser Solanum paniculatum, pero
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las preparaciones hecha en ese estado son en base a Solanum fastigiatum Willd e
inclusive Solanum bonariense que son morfoldgicamente semejantes (Mentz et al,
1989) y que algunos autores clasifican como la misma (Chiarini et al, 2007).

Mediante la técnicas utilizadas en nuestro trabajo, no se pudo confirmar la
presencia de alcaloides en los sueros de bovinos y ratas a los cuales se les habian
suministrado previamente los extractos hidroalcohdlicos de hojas, asi como tampoco
en el buffer de los compartimientos serosal en los experimentos in Vitro para todos
los tejidos. En este caso, podria resultar una alternativa interesante explorar el
desarrollo de TLC asociada a inmunotincién mediante anticuerpo monoclonales
como los usados en el analisis de alcaloide del Solanum khasiamon para la
determinacion de estas sustancias en el suero o plasma de animales por su altisima
sensibilidad (Hiroyuki et al, 1997), aunque para ello se deben elucidar
estructuralmente los alcaloides involucrados en nuestro caso.

La identificacién de picos caracteristicos en el extracto hidroalcohdlico de
Solanum bonariense utilizando como herramienta la HPLC con la condiciones
experimentales propuestas para la identificacion de otros alcaloides previamente
caracterizados (como la cafeina, aspirina y acetominofem) coincide con los planteado
por Fay et al (1993), y nos permite decir que esta metodologia resulta especialmente
sensible para identificar alcaloides también en nuestras condiciones experimentales,
brindandonos asi una herramienta para futuros estudios experimentales en modelos
in Vitro para identificar picos caracteristicos en el extracto hidroalcohdlico de
Solanum bonariense. Estos resultados refuerzan la idea planteada por Verdes et al
(2000) de que nos encontramos ante la presencia de uno o mas alcaloides
caracteristicos de esta solanacea.

Esta metodologia antes mencionada también resulté de utilidad en modelos in
Vivo, pero esta vez partiendo de muestras de sueros de bovinos y ratas a los que
previamente se le habia suministrado extracto hidroalcoholico de Solanum
bonariense, asi se pudo evaluar la presencia de picos caracteristicos en los sueros
ambas especies a partir de los 30 minutos y a lo largo de todo el experimento, al
igual que lo observado para el caso de alcaloides de Nicotiana tabacum (nicotina)
administrados por via oral en humanos, aparecen picos a partir de los 30 minutos y se
mantienen hasta las 2 horas donde empieza a declinar (Hukkanen et al, 2005). Por el
contrario, la identificacion de picos caracteristicos en el suero de los animales en
nuestras condiciones experimentales durante varias horas no coincide con lo
planteado por Hill et al (2001) para el caso de los alcaloides del ergot, en este caso
desaparecen rapidamente del torrente sanguineo de los animales tratados debido al
alto clearence renal de estos alcaloides, cuya vida media es de 24 minutos en ovejas,
32 minutos en cabras y 2 horas en el hombre (Shappell et al, 2005).

En nuestras condiciones experimentales, se confirmaron diferencias
cualitativas de los perfiles cromatogréaficos entre los sueros de bovinos y ratas,
apareciendo en bovinos solo 2 picos caracteristicos a lo largo de los 180 minutos del
experimento, mientras que en los sueros de ratas pueden aparecen hasta 3 picos de
elusion diferentes para los mismos tiempos utilizados en los experimentos con
bovinos.

Cabe destacar que existe una variacion en los niveles detectados en los sueros
a medida que transcurre el tiempo post-suministro del extracto hidroalcohodlico de
Solanum bonariense, siendo méximo el nivel detectado en ratas hasta los 60 minutos,
mientras que para el caso del suero de los bovinos, el nivel maximo se observa a

40



partir de los 90 y hasta los 150 minutos. Estas variaciones detectadas entre diferentes
especies animales para un mismo alcaloide han sido extensamente estudiadas en las
solanaceas, es asi que luego del suministro de soladinina y a-chaconina a humanos se
encuentran niveles detectables en suero a las 4 a 8 horas (Harvey et al, 1985), por el
contrario en hdmsters dorados se encuentran picos de a-chaconina a partir de las 12
horas y hasta las 168 horas después de la dosificacion (Alozie et al, 1979), de manera
similar en ratones se encuentran picos en suero luego de las 14 horas y hasta las 120
horas posteriores al suministro (Sharma et al, 1983).

Estas diferencias pueden ser atribuidas a la posible existencia de un retraso en
el proceso de absorcion de los compuestos presentes en el extracto hidroalcohdlico
disueltos en el contenido total de los preestbmagos y a una mayor absorcién del
extracto cuando es expuesto en poco volumen directamente a muestras del sistema
digestivo de los bovinos. Estos datos, confirman nuestra hipotesis de que las
sustancias no sean absorbidas de manera similar en bovinos o que sean hidrolizadas
(al menos parcialmente) en el tubo digestivo y/o en el suero de las ratas. Este tipo de
mecanismos dentro del suero de los roedores a través de enzimas hidroliticas que se
encargarian de la degradacion de dichos componentes, ha sido observado en el suero
de los conejos para la hiosciamina y hemotropina en los cobayos (Alexanders et al,
2007). Westendorf et al. (1992) también encontraron que el suministro de alcaloides
del ergot previamente incubados con fluido ruminal a ratas, no provoca ninguna
alteracion clinica probablemente debido una degradacion de los compuestos toxicos
en este caso.

Esta variacion en el perfil cromatografico entre rumiantes y roedores también
podria deberse a un cambio en algunos de los componentes del extracto
hidroalcohdlico dentro del compartimiento ruminal por accion de las bacterias
ruminales o por las condiciones reductoras presentes en el mismo (Carlson et al,
1984), cambiando de esta forma la estructura quimica del compuesto y haciéndolo
mas toxico, similar a lo observado en el caso de los alcaloides del ergot donde la
ergovalina es degrada a acido lisérgico por accion de los microorganismos ruminales
y posteriormente estos metabolitos son absorbidos a través de la pared ruminal (De
Lorme et al, 2007).

Estas caracteristicas observadas en otros casos, pueden hacer que en el rumen
se produzca una neoformacion de compuestos toxicos, aungque también existen otros
trabajos que confirman que el rumen es incapaz de digerir varios tipos de alcaloides
y de absorberlos sin ninguna variacion en la composicién de los mismos (Aguiar et
al, 2005). Otro aspecto no menos importante es la existencia de una diferencia
marcada en el perfil de aparicion de los componentes del extracto hidroalcohdélico en
el suero de los bovinos debido posiblemente al retardo existente a nivel de los
preestdmagos, posibilitando asi una mayor absorcion del mismo a lo largo del tiempo
y un posible cambio en su composicion por simple degradacién quimica sin
mediacion de procesos hidroliticos.

El potencial de transporte in vitro de los componentes del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense ocurrio en todos los tejidos menos en el
tejido omasal, pero con diferentes rangos de absorcién para cada tipo de tejido.

Estos datos sugieren que los tejidos ruminales y reticulares presentaron una mayor
capacidad de transporte a razén de 165 a 67 veces mayores respectivamente que el
tejido intestinal de ratas, En cambio, Hill et al (2001) encontraron que el rumen
presentaba una absorcion de alcaloides de ergot a razon de 6 veces mayor que la del
reticulo y 2,5 veces mas que la del omaso. Estas diferencias observadas entre los
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tejidos de bovinos y de ratas, probablemente se deban a una amplificacion del area de
exposicion en la camaras parabidticas por la presencia de papilas en la mucosa de
rumen y reticulo que aumentarfan hasta 614.4 mm?cm?® (Reynolds et al, 2004).
Similares son las conclusiones de Hukkanen et al (2005), quienes plantean que la
absorcion de nicotina es pobre en el estomago y alta en intestino de humanos,
posiblemente por una mayor area de exposicion.

Por el contrario en el compartimiento serosal del tejido omasal no se obtuvo ningun
componente del extracto hidroalcohdlico, sugiriéndose que este preestomago no tiene
ninguna implicancia en la absorcion de este tipo de compuestos, que por el contrario
es un importante sitio de absorcion de alcaloides ergot llegando a ser muy superior a
la absorcion del reticulo (Hill et al, 2001). Cabe resaltar que los perfiles de los
cromatogramas del buffer serosal son diferentes a los encontrados en los sueros
sanguineos de los animales, presentando los compartimientos serosal de bovinos
hasta 5 picos diferentes en contraposicién a los 2 picos encontrados en el suero
sanguineo, mientras que en ratas se constaté la presencia de un solo pico en el buffer
serosal a lo largo de los 240 minutos que duraron los experimentos in vitro. En este
experimento se pudo comprobar que el rumen es un importante sitio de absorcion y
de cambio estructural a nivel de los componentes del extracto hidroalcoholico de
Solanum bonariense al igual que sucede para los alcaloides del ergot (Westendorf et
al, 1992; Hill et al, 2001).

En los experimentos en los cuales se busco elucidar los mecanismos involucrados en
el transporte de los componentes del extracto hidroalcohdlico de Solanum
bonariense, se determind que existe un mecanismo muy importante mediado por
energia ya que en los experimentos en los que se adiciond azida de sodio 0,2 % al
medio se produjo una disminucion de la absorcion de compuestos a razon de 47
veces para el rumen y de 9 veces para el reticulo, estos datos son similares a los
obtenidos para el caso de los alcaloides del ergot (Hill et al, 2001).

Para el caso de los experimentos in vitro con intestino delgado de rata se
observaron diferencias significativas de absorcion en el intestino aislado de ratas con
azida de sodio con una disminucién a razén de 1,9 veces, lo que indicaria que solo
una pequefia parte del mecanismo involucrado en la absorcion de componentes de
extracto hidroalcohdlico en el intestino de ratas estaria mediado por energia, siendo
el transporte pasivo el dominante en la absorcion de los componente del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense.

La reduccion del transporte de componentes del extracto hidroalcohélico por
los tejidos tratados con azida de sodio sugiere que el tejido debe de estar viable para
que eso suceda, por lo que parte del mecanismo que estaria involucrado en el pasaje
de estos componentes, estaria mediado por consumo de energia, 0 sea transporte
activo, ya que la azida de sodio inhibe el complejo IV de la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria disminuyendo asi la cantidad de ATP disponible para
realizar dicho trabajo. No solo significa que la célula debe estar viva, sino que
seguramente ademéas en dicho transporte debe participar al menos alguna
macromolécula especializada en el transporte de los alcaloides y probablemente
hasta un receptor especifico que los reconozca. También puede ser que los alcaloides
sean similares a otras moléculas que son transportadas normalmente a traves de las
membranas y los alcaloides sean confundidos o compitan con las otras moléculas
para ser transportadas.

Cabe resaltar que muchas veces los mecanismos de transporte para alcaloides
de plantas utilizan la difusion pasiva o mediada por energia, como es el caso del
transporte intestinal in vitro de 4 alcaloides indoloquinazolines de Evodiae fructus
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(Wei Yang et al, 2009) en el cual tres de ellos se realizan por difusion pasiva,
mientras que el alcaloide Wuzhuyurutine B se transporta activamente por un
mecanismo de Eflujos, en el cual la proteina MRDP; juega un rol protagonico. Estas
proteinas MRDP, pertenecen a la familia ABC consideradas transportadores
unidireccionales a través de la membrana (Saurin et al, 1999). Los sustratos de estas
enzimas son extraordinariamente variados, desde pequefias moléculas hasta
macromoléculas, estas proteinas purificadas fijan e hidrolizan ATP para el
movimiento de sustratos por un mecanismo aun no bien dilucidado (Deferme et al,
2000; Scheffer et al, 2000).

El extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense presenta un altisima
hidrosolubilidad siendo el log KOW= -1,44 similar al encontrado para los alcaloides
de Paeoniflor spp., los que presentan una baja lipofilicidad con un log KOW = -2,88
absorbiéndose a través de un transporte activo por eflujos en la membrana apical del
enterocito (Qiu Liu et al, 2006). Del mismo modo, las calisteginas son absorbidas
desde el intestino hasta la circulacion posiblemente por transporte activo o facilitado
debido a su baja lipofilicidad (Cordell, 2007). En cambio para los casos de la
solanina y la tomatidina presentes en muchos miembros de la familia solanécea se ha
observado que pueden formar complejos con el colesterol, presentando asi una alta
lipofilicidad (Wink, 2003). Esta caracteristica de baja liposolubilidad del extracto
hidroalcohdlico de Solanum bonariense determinaria una baja absorcion por difusion
simple a través de los tejidos e indicaria que esta sustancia requiere de un
transportador especifico para atravesar los mismos, resultando que este transportador
deberia expresarse mucho mas en las mucosas del rumen y el reticulo, siendo este
hallazgo una de las posibles causas de la especificidad de la intoxicacion en
rumiantes y de la imposibilidad de intoxicar experimentalmente a los roedores por
via oral.

De futuro este trabajo deberia orientarse a demostrar la existencia y
funcionalidad de estos mecanismos especificos de transporte a través del uso de
herramientas moleculares especificas como prodrian ser entre otras: los inhibidores
especificos del sistema ABC (Qiu Liu et al, 2006; Emi et al, 1998), las P-
glicoproteinas (ciclosporina A, Verapamil, Sinomenine) o los MRDP (MK-571,
Leucotrieno) ya que por las caracteristicas del extracto y su sensibilidad a la azida de
sodio no cabe duda que estamos ante un transporte mediado por este tipo de
proteinas.

En este estudio se observé una elevada concentracion de alcaloides en el
extracto de frutos maduros de Solanum bonariense, pero no se cuantifico el fruto
verde, que como se sugiere para otras solanaceas es un importante concentrador de
metabolitos secundarios, asi siguiendo esta linea de trabajo, de futuro podriamos
realizar un analisis de riesgo sobre la época de afio donde habria mayor peligro de
que ocurra esta intoxicacion. En el futuro con el estudio de los mecanismos de
transporte de los alcaloides del Solanum bonariense se podria evaluar la utilizacion
de adsorbentes en la alimentacion para evitar o disminuir la absorcién en el tracto
gastrointestinal de los rumiantes, como ocurre para el caso de otros alcaloides y
micotoxinas. Entre los aditivos mas usados en bovinos tenemos preparados de
levaduras de pared ruminal (Merrill et al, 2007), minerales como bentonitas
(Chansiripornchai y Fink-Gremmels, 2004) o Hidrato de Sodio Célcico alunisilicato
(Chestnut et al, 1992), complejos de carbohidratos indigestibles como Glucomannans
0 mannanoligosacaridos (Huwig et al, 2001; Binder, 2007).

Akay et al (2003) encontraron que Glucomannans aumenta la excrecion de
alcaloides ergot, aunque Bohnert y Merrill (2007) no han podido confirmar estos
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datos y muy por el contrario Gunter et al (2009) no encontraron una disminucién de
los niveles sanguineos de estos ergot cuando se le suministraban a los animales estos
aditivos.

La identificacion y caracterizacion de transportadores o receptores de los

alcaloides especificos del Solanum bonariense en los tejidos digestivos puede ser una
futura linea de trabajo a los efectos de encontrar sustancias capaces de inhibir los
procesos absortivos de estas sustancias a nivel ruminal, y prevenir la intoxicacion
observada naturalmente en bovinos en pastoreo en Uruguay.

9. CONCLUSIONES

a)

b)

c)

d)

9)

El Solanum bonariense presenta alcaloides especificos en todos sus tejidos pero
expresados diferencialmente, siendo su contenido més alto en los frutos que en
las hojas y en estas mas altos que en las flores.

Se sugiere una cierta estacionalidad en la expresion de estas sustancias
dependiendo del estado vegetativo de la planta, pudiendo ser potencialmente
mas tdxica durante el otofio, estacion en que se produce la fructificacion.

La Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) resulté ser una buena
herramienta para la deteccion de sustancias en el extracto hidroalcohodlico de
Solanum bonariense.

La relativa resistencia de los roedores a la intoxicacion por via digestiva podria
deberse a la baja absorcion del intestino delgado de la rata de las sustancias
presentes en el extracto hidroalcohdlico de Solanum bonariense.

En el bovino hay una alta absorcion en el tejido ruminal y reticular, siendo varias
veces mas elevada en el rumen que en reticulo. Ademas, esta elevada absorcion
es en parte mediada por transporte activo. En el omaso no se produce absorcion
de los componentes presentes en el extracto hidroalcohdlico de Solanum
bonariense.

Puede existir un transportador especifico de estos alcaloides en el intestino de los
bovinos ausente en el intestino de la rata.

La HPLC podria ser utilizada para identificar la presencia de los alcaloides en
los bovinos a campo que estan sufriendo de esta intoxicacion cronica y que aun
no presentan sintomatologia caracteristica de dicha intoxicacion.
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11. GLOSARIO

Alelopaticos: Algunas plantas liberan componentes quimicos capaces de interferir
en el desenvolvimiento de las especies vecinas.La alelopatia consiste en el efecto
causado por una planta sobre otra a través de compuestos quimicos liberados al
medio. Estos efectos tanto pueden ser beneficiosos como perjudiciales.

Fenologia: Es el estudio las manifestaciones periodicas o estacionales de las plantas
(floracion, aparicion de frutos y su maduracion, caida de hojas y las variables
meteoroldgicas que afectan a las mismas).

Xenobidticos: deriva del griego "xeno" (“extrafio") y "bio" ("vida"). Se aplica a los
compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es poco frecuente o inexistente
debido a que son compuestos sintetizados por el hombre en el laboratorio. La
mayoria han aparecido en el medio ambiente durante los dltimos 100 afios.
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12. ANEXOS

Anexo N°I. Composicion quimica e ingredientes del alimento balanceado de rata.

Composicion Quimica Porcentaje | Elementos que integran el alimento
Proteina al éter -  Minino 23% Arroz y /o Sorgo y/o Maiz y/o Cebada
Humedad Maximo 6% y/o Trigo, afrechillo de Arroz y/o Trigo/
Fibra Maximo | 12-13% |Harina de Carne y Huesos y/o Soya y/o
Fibra Minimo 4% Sangre y/o Girasol y/o Pescado, Grasa
Minerales Totales Maximo 10% |adicionada,  Sal, Melaza,  Ncleo
NaCl Méaximo 0,7% Vitaminico Mineral: 1 (grs/kg de mix)
Calcio Maximo 2.5% Vitamina Al.4 MIL, Vitamina D3 0,20 ;
Calcio Minimo 1% Vitamina E ( 10.0); Vitamina B1 (0,80)
Fosforo Maximo 1.2% Vitamina B2 (1,0) ; Vitamina B6 (1,2) ;
Fosforo Minimo 0,8% Vitamina B12 (0.004) ; Vitamina B5 (5,0)
Insoluble al HCI  Maximo 2% 't;io_tcijna f(’l'o’ozzo ;28)/itan2:inia_ B (350(3’)0)F,;
fi cido fdlico (0, ; Colina : é
D-ON Maximo | 2ppm 11 & 0): Zn ( 10,0) Mn (10,0) : Cu (L0) |
(0,10) Co (0,14) ; Sn (0,04) ; Mg (100,0)
;Ca (147,8)

Anexo Il. Composicion quimica e ingredientes del alimento balanceado de los
bovinos en base fresca.
Composicion Porcentaje | Elementos que integran el alimento
Quimica
Proteina al éter - Minino 18% Vitamina A 7.200 UI
Humedad Maximo 13,5% Vitamina D3 1.800 UI
Fibra Méaximo 9% Vitamina E 22,5 mg
Minerales Totales  Méaximo 10% Manganeso 33mg
NaCl Méaximo 0.6% Yodo 1,2 mg
Calcio Maximo 2.0% Hierro 51mg
Calcio Minimo 0.7% Cobre 20,4 mg
Fosforo Maximo 1.2% Zinc 90 mg
Fosforo Minimo 0.4% Selenio 0,6 mg
Insoluble al HCI Maximo 2% Magnesio 0,45 mg
D.O.N Méaximo 5ppm Azufre 0,36 mg
Claviceps Purp Maximo 0,03% Cobalto 0,39 mg
NDT 89%
Anexo I1l. Composicion de las soluciones Buffer utilizadas en los experimentos in
Vitro.
Composicion del Ringer Krebs Rata (KRPr) Bovinos (KRPb)
NaCl 125 110
KCI 4 4.7
CaCl2 1.25 2.56
MgCI2 - 1.1
NaH2PO4 - 1.8
Na2HPO4 - 0.8
NaHCO3 - 33.3
Glucosa 10 13.9
TRIS 30 -
Cantidad Mmol/l Mmol/l
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