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Resumen

Se evalud la calidad espermatica y testicular en ratas Wistar, tratadas con extracto metandlico de Opuntia ficus-indicay sus
particiones cloroférmica, hexanica e insoluble en cloroformo. Las ratas se dividieron en 6 grupos: control negativo, positivoy 4
tratamientos. Los niveles de testosterona del grupo tratado con la particion cloroférmica mostré disminucion significativa con
respecto al control negativo. Las variables espermaticas de los grupos tratados disminuyeron significativamente comparado
con los controles. La morfologia testicular mostré alteraciones en los grupos tratados, acentuandose alteraciones de la
morfologia testicular en el soluble en cloroformo. El ensayo cometa mostrd, rupturas de simple cadena del ADN en los grupos
tratados, presentando mayor migracion los extractos solubles en cloroformo y hexano. La particién soluble en cloroformo
disminuye la calidad espermatica de la rata afectando su estructura testicular.

Abstract

Testicular and sperm quality in Wistar rats treated with Opuntia ficus-indica methanol extract and its chloroformic, hexanic
and cloroformic insoluble partition were evaluated. The rats were divided into 6 groups: negative, positive and treated
control. Testosterone levels in the treated group with soluble in chloroform partition showed significant decrease
compared to the negative control group. Sperm variables of the treated groups were significantly decreased compared
to controls. The testicular morphology showed alterations in the treated groups, accentuating morphology alterations in
soluble in chloroform. The comet assay showed single strand breaks in DNA in the treated groups, showing increased
migration in soluble in chloroform and hexane extracts. Soluble in chloroform partition decreases sperm and testicular
quality in rat affecting its structure.
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ficus-indica, genotoxicidad, toxicidad. genotoxicity, toxicity.
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I ntroduccion

L as plantas medicinales se han utilizado desde tiempos antiguos
para el tratamiento de diversas enfermedades. A pesar del gran
avance observado en la medicina moderna en las Ultimas
décadas, las plantas todavia son una fuente importante en la
contribucién a la salud.! En la actualidad muchos de los
medicamentos empleados para e tratamiento de diversas
enfermedades incluyendo el cancer, son obtenidos de prototipos
aislados de especies vegetales.?

Historicamente desde el siglo XIX las plantas han contribuido
en el desarrollo de los anticonceptivos orales femeninos, pero la
blusgueda de nuevos anticonceptivos masculinos se encuentra
€en una etapaincipiente.?

La regulacion de la fecundidad con plantas o preparados de
plantas han sido referidas en los manuscritos de la medicina
tradicional de los pueblos indigenas. Un gran nimero de
especies de plantas con efectos anticonceptivos han sido
analizados en Chinay lalndiahace unos 50 afiosy sereforzaron
posteriormente por organismos nacionales e internacional es.
En México son pocas las fuentes que reportan métodos
anticonceptivos tradicionales, en razéon de que existen grandes
prejuicios, tanto religiosos como morales, asi como temor a
enfermedades de transmisién sexual y trastornos que pudieran
sobrevenir por su uso. Sin embargo, determinantes de tipo
econdémico son generalmente los que propician la necesidad
de prevenir un nuevo embarazo,’ |os anticonceptivos ofrecen
una forma eficaz de regular la fertilidad y proteger la salud,
aunque el acceso de las pargjas y |os adol escentes a éstos puede
verse limitado por factores como la falta de informacién y sus
condiciones econémicas.® Dentro del campo de la salud
reproductiva, la infertilidad implica una deficiencia que no
compromete la integridad fisica del individuo ni amenaza su
vida.” Se han realizado investigaciones sobre el desarrollo deun
anticonceptivo hormonal para hombres, andlogos a los
estrégenos y las pildoras de progesterona utilizadas con tanto
éxito por las mujeres debido a que los preservativos y la
vasectomia tienen cada uno deficiencias.®

En reproduccion humana, se presenta la oportunidad de buscar
en la medicina tradicional y especidmente en plantas
medicinales, nuevas alternativas de regulacién de la fertilidad.®
Opuntia ficus-indica es una de las muchas especies conocida
como nopa. Es una planta arbustiva de la familia de las
cactaceas, como la mayoria de los miembros de este género
carece de hojas, los segmentos o cladodios en que se divide, son
tallos capaces de ramificarse, emitiendo floresy frutos.

Dentro de sus actividades biol 6gicas, Opuntia ficus-indica se ha
utilizado para el tratamiento de la obesidad, ya que las fibras
insolubles que contiene, crean una sensacion de saciedad,
haciendo que disminuya el hambre de las personas y ayudan a
una buena digestion, asi mismo, las proteinas vegetal es promue-
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ven la movilizacion de liquidos en € torrente sanguineo,
disminuye la celulitis y la retencién de liquido.l® Otra
aplicacion reportada es contra la diabetes e hiperglucemia
incrementando los niveles y la sensibilidad a la insulina
logrando con esto estabilizar y regular el nivel de glucosaen la
sangre.’! En personas con colesterol elevado se ha demostrado
que el consumo de nopal, ayuda a eliminarlo evitando que se
absorba gran parte de éste y asi no se acumula en venas y
arterias. Contiene antibidticos naturales, esta propiedad esta
relacionada con e metabolismo del &cido crasuléceo de las
plantas, el cual, en las cactéceas inhibe el crecimiento de varias
especies bacterianas. De ahi que tanto el consumo del nopal
como la aplicacion de cataplasmas de pencas de nopal tengan
efectos benéficos en heridas e infecciones de lapiel. También se
hareportado € uso de esta planta contra el cancer,10 desérdenes
gastrointestinales y digestion y como abortivo.12

Sin embargo estudios sobre la fertilidad masculina en esta
especie no se han reportado a la fecha o no han trascendido en
laliteratura cientifica

En estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) se encontrd que entre €l 45y el 71 por ciento de los
hombres aceptarian usar un anticonceptivo masculino seguro,
reversible, conveniente y sin cirugia, que se podria utilizar por
separado de las relaciones sexuales,! por tal motivo y con €l
interés de profundizar en el conocimiento del empleo de plantas
con propiedades biolégicas, se evalud la actividad de Opuntia
ficus-indica sobre lafuncion testicular y calidad espermaticaen
ratas macho Wistar.

Material y método

Material bioldgico

Vegetal

L as partes aéreas de Opuntia ficus-indica se recol ectaron dentro
de las instalaciones de la Unidad Regional Universitaria de
Zonas Aridas en Bermgjillo, Durango ubicada en la Latitud
25.894259°, Longitud 103.602911° (APl Google Maps). Un
gemplar fue montado en prensa boténica y se deposito en el
Herbario de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
para su autentificacion, quedé registrado con e Boucher #
009/2012.

Animales de experimentacion

Las ratas macho Wistar fueron adquiridas en la empresa
Harlam, Laboratories, SA de CV (México, DF) y mantenidas en
el Bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Coahuila. La edad de los animaes fue
seleccionada de acuerdo alos eventos de maduracion en el ciclo
reproductivo de la rata.l® Para cumplir con los lineamientos
internacionales sobre e uso adecuado de los animales de
experimentacion y cumplir con la NOM-062-Z0O0-199914 €l



protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de
Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma de Coahuila.

Obtencion de extractos

El material vegetal se colocd en un desecador con aireacion por
un periodo de 5 dias a 45 °C, una vez seco se molié en un
molino mecanico (Wiley®) obteniendo un polvo fino.1>

Para la obtencion del extracto metandlico se pesaron en una
balanza analitica (Ohaus®) 30 g de material vegetal seco
triturado y se adicionaron 300 mL de metanol (CTR Scientific®)
grado reactivo en un matraz Erlenmeyer, se tapd con papel
parafilmy se agit6 abajavelocidad en un agitador (Dual Action
Shaker Lab- Line®) y temperatura ambiente por 24 h, €
macerado se filtrd6 en papel filtro (Whatman Internationa
LTD®, England) de poro grueso en matraz Kitazato con bomba
de vacio (Auto Science®), repitiendo €l proceso tres veces
utilizando la misma cantidad de solvente nuevo en cada
ocasion. El filtrado del macerado se destil6 en un
Rotaevaporador (LEV211-V®), para separar € solvente €
extracto crudo se llevé a sequedad completa en una estufa de
aire caliente (Riossa®) a temperatura menor a 50 °C. Los
extractos secos se almacenaron en refrigeracion a4 °C en frasco
&mbar hasta su utilizacion.1516

Disefio experimental

Las ratas Wistar se mantuvieron bajo condiciones controladas
de ciclos de 12/12 h luz/obscuridad, temperatura de 22 + 2 °C,
humedad relativa de 35-60 %, alimento pararatas Harlam® con
18 % de proteina y con acceso de agua ad libitum hasta su
maduracién en el ciclo reproductivo y durante el experimento.
Se formaron seis grupos a azar de seis animales cada uno. Los
extractos se diluyeron en agua destilada y fueron administrados
diariamentevidaoral, por 45denlosgrupos1, 2, 3y 4, a grupo
cinco sele administrd undecanoato de testosterona (dosis Unica)
y a seis agua estéril via ora por 45 d. Al grupo 1 (extracto
metandlico crudo de Opuntia ficus-indica), se les suministré 50
mg/kg.

Al grupo 2 (particién insoluble en cloroformo del extracto
metandlico de Opuntia ficus-indica), se les administré 48.4
mg/kg. Al grupo 3 (particion soluble en hexano del extracto
metandlico de Opuntia ficus-indica), se les administré 1.345
mg/kg. Al grupo 4 (particion soluble en cloroformo del extracto
metandlico de Opuntia ficus-indica), se les administré 0.2515
mg/kg. Al grupo 5 (grupo control positivo), se les administrd
50 mg/kg de Undecanoato de testosterona diluido con aceite de
oliva extra virgen estéril por via intramuscular en dosis Gnica
Al grupo 6(grupo control negativo), se les administré 1mL de
agua destilada estéril (vehiculo) diariamente por via oral
durante 45 d.
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Obtencién de las particiones a partir del extracto
metandlico crudo

El extracto metandlico crudo de Opuntia ficus-indica se
sometio a calentamiento en un vaso de precipitado con 50 mL
de hexano, agiténdolo constantemente hasta e punto de
ebullicién durante 5 min, posterior al calentamiento se filtr6 la
porcidn soluble en hexano y ala parte insoluble en hexano sele
volvio a adicionar solvente volviendo a repetir el paso anterior
hasta obtener un liquido claro, el filtrado se llevd a
concentracion con el rota-evaporador.

Una vez que se abtuvo e mayor contenido de compuestos
solubles en hexano, a la parte que no se solubilizé con hexano
se le adicionaran 50 mL de cloroformo repitiendo € mismo
procedimiento que con el hexano, obteniendo de estamaneralas
particiones soluble en hexano, soluble en cloroformo e
insoluble en cloroformo

Toxicidad del extracto metandlico de Opuntia ficus-indica
sobreA. salina

Sevalor6 laactividad toxicadel extracto metandlico de Opuntia
ficus-indica con nauplios de Artemia salina por € método
descrito por Meyer y colaboradores (1982),17 modificado por
Molina-Salinas y Said-Fernandez (2006).18

Se utilizaron cinco concentraciones (50-1000 pg/mL) de
extracto con cinco repeticiones. Como control positivo se
utilizé dicromato de potasio a concentracion de 400 ppm!® y
agua de mar como control negativo. Después de 24 h'y con la
ayuda de un microscopio estereoscopico (Labomed®), se
contaron los nauplios vivos y muertos por concentracion, y se
calculo la dosis letal media (DLsp) del extracto utilizando el
método estadistico Probit de Finney.20

Evaluacién de los niveles séricos de testosterona en ratas
macho Wistar

Transcurridoslos 45 diasde administracion oral del extractoy
controles, se sacrificaron los animales por dislocacion cervical.
Se extrajo 1 mL de sangre por puncion cardiaca, se obtuvo el
suero sanguineo dejando coagular la muestra durante 2 h a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd por 20
min a 1000 rpm. Se removio €l suero y se amacend a -20 °C
para su posterior andlisis.

La determinacion de testosterona se llevé a cabo con la técnica
de ELISA con kits comerciaes (NovaTein Biosciences®) segin
el protocolo y se obtuvo la lectura de las absorbancias con un
lector de placas de ELISA modelo WH100.2

Evaluacién de los parametros de la calidad esper mética

Posterior aunaincision abdominal de las ratas se obtuvo semen
de los vasos deferentes y de la parte terminal de los epididimos
con laretraccion del escroto, cortando el epididimo. Laregion
mas caudal de los epididimos y los conductos deferentes se
colocaron en una placa de Petri con 2 mL de solucién de NaCl
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a 0.9 % a 4 °C, con una aguja calibre 30 G se readlizaron
perforaciones para facilitar la dispersion del esperma. Se
determind la concentraci 6n espermatica en camara de Neubauer
siguiendo el procedimiento utilizado parael conteo de glébulos
rojos, la cantidad de espermatozoides por macho se expreso en
millonesmL de suspension. La morfologia se evalud en
alicuotas de suspension fijadas en formol y extendida en un
portaobjetos, se tifieron con eosina y se examinaron bajo
microscopio 6ptico a 1000 aumentos. Por cada macho se
analizaron 100 espermatozoides identificando normales y no
normales.2223

Las células consideradas morfolégicamente anormales
fueron aquellas que presentaron cabezatriangular, colapsada o
en martillo, presencia de curvatura a nivel de la pieza
intermedia, cola rectilinea o con curvatura en distintos grados
tanto en la porcién media como distal .24

Los paréametros de motilidad de los espermatozoides se
valoraron a partir del semen obtenido de las ratas
conteniendo 1mL de medio Holding Plus (Bioniche,
Pullman®, WA, USA). Las placas Petri se mantuvieron a 37 °C
en bafio Maria por 10 min. Se cargé una alicuota de cada
muestra en una camara de Makler de 20 mL y se observaron 6
campos.

Electroforesis en gel de células individuales (Ensayo
cometa)

El ensayo cometa es una técnica en microgeles que involucrala
electroforesis alcalina (pH 13) para detectar el dafio al DNA en
células individuales; se refiere ala migracion del DNA en una
matriz de agarosa bajo condiciones de electroforesis, que al ser
observada la célula a microscopio, por fluorescencia o tincion
con plata, presentala apariencia de un cometa, con una cabeza,
region nuclear, y cola, formada por fragmentos nucleares que
han migrado en direccion del anodo, por lo que es conocido
como Ensayo Cometa, debido a patrén de migracion del DNA
gue se produce. En las ratas macho en estudio se evaluaron
5x10° espermatozoides/mL ajustados y suspendidos en agarosa
(CONDA®) de bgjo punto de fusién a 0.5 % en ldminas
portaobjetos pre-tratadas con 100 uL de agarosa de punto de
fusion norma (CONDA®) a 0.5 %, se incubaron 10 min a
temperatura ambiente, |0s portaobjetos se colocaron en solucion
delisisnimero 1 (2.5 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10% DMSOy 1
% de Triton X 100) a un pH 10.0 a 4 °C durante 4 h.
Posteriormente los portaohjetos se depositaron en solucion de
lisis nimero 2 (2.5 M NaCl, 100 mM Na, EDTA, 10 mM Tris,
200 pg/mL de proteinasa K y 300 mM de DTT) con pH 74, a
37.5 °C durante 18 h. Terminadalalisis nimero 2, seincubaron
en tampon de electroforesis (NaOH 0.3 M, EDTA 200 mM) a
pH 13.0 a 4 °C durante 10 min en cuarto oscuro. Luego se
realizé una corrida electroforéticaa 25 V' y 100 mA/10 min. Se
lavaron los portaobjetos con tampon neutralizante (0.4 M
Tris-HCI; pH 7.5) y se deshidrataron con metanol puro.
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Una vez secas se sometieron a tincion con bromuro de etidio
(SSGMA®) 35uL a 4X, se observd en microscopio de
fluorescencia (Labomed® L X-400) a 40X.

Se midi6 la longitud de la migracion de 100 células por cada
rata por medio del Software Comet Assay |V ©.

Evaluacion histologica detesticulo derata

Después del periodo de tratamiento de las ratas macho se
tomaron muestras de testiculo y se procesaron por la técnica
convencional histologica hasta su inclusion en blogues de
parafina. Se obtuvieron en microtomo cortes histol 6gicos de 5
pm de grosor que se tifieron con Hematoxilina- Eosina (H y E)
para su evaluacion histolégica general. Las muestras se
analizaron con microscopio de luz.28

Resultadosy discusion

Laespecie vegetal seleccionada para este estudio fue elegidaen
base a estudios previos sobre la actividad bioldgica, aplicacién
etnofarmacologica y por su distribucion en la Regidn de la
Comarca Lagunera de Durango, al Norte de México. Se sabe
gue determinados rangos de temperatura e intensidad luminica
intervienen de manera directa en el comportamiento de estas
plantas, tanto en su crecimiento y desarrollo, como en la
biosintesis de los principios activos.?’

Un gjemplar vegetal debidamente prensada fue entregada para
su identificacion a Herbario de la Universidad Auténoma
AgrariaAntonio Narro el cual extendi6 el Boucher # 009/2012.
Los rendimiento del extracto metandlico crudo de Opuntia
ficus-indica y sus particiones se muestran en latabla 1, Barbosa
y colaboradores en 2009, realizaron particiones de un extracto
crudo hidroalcohdlico de Ruta chalepensis, e cua fue
administrado en relacion al porciento de rendimiento obtenido
en cada particion con respecto al extracto crudo, a igua que en
esta investigacion, la particion que obtuvo menor rendimiento,
fue la particion con menor polaridad y € solvente con mayor
polaridad fue el que mostré mayor rendimiento, esto debido a
gue los extractos crudos fueron probados con solventes de ata
polaridad.

Tabla 1. Rendimiento del extracto metandlico crudoy sus
particiones deOpuntia ficus-indica

Particion % Rendimiento
Extracto metandlico 6.12
Insoluble en cloroformo 96.8
Soluble en hexano 2.69
Soluble en cloroformo 0.503

%= porciento



Con respecto al ensayo de letalidad sobre A. salina, los valores
obtenidos de la DL g, para todos |os extractos fueron superiores
a 1,000 pg/mL, la técnica empleada ha sido ampliamente
utilizada para sel eccionar extractos crudos con posible actividad
biolégica ya que € crustéceo es sensible a un amplio rango de
compuestos.17:31.32:33.34.3536 Sa ha determinado que este ensayo
tiene una posible correlacion con la pruebas especificas de
toxicidad,” lo cual indicaque €l extracto no es toxico seglin los
criterio de Lagarto-Parra y colaboradores, (2001)38 y segin la
escala de Déciga-Campos (2010).3° Considerando estos
criterios se puede establecer un futuro prometedor de Opuntia
ficus-indica, ya que demostré actividad bioldgica contra la
calidad esperméticay menor toxicidad contralos nauplios de A.
salina y ha sido empleado como aimento desde tiempos
ancestrales hasta la actualidad sin presentar reportes de
toxicidad.

Durante el estudio se midié e comportamiento del peso
corporal de las ratas tratadas y controles (tabla 2) en intervalos
de tiempo de 1 semana cada medicién, observandose que en los
grupos administrados con el extracto metandlico de Opuntia
ficus-indica y la particién insoluble en cloroformo con respecto
al control negativo, mostraron una disminucion en latendencia
del incremento de peso corporal. Grube y colaboradores en
2013, reportan el efecto sobre la disminucién de peso corporal
en pacientes administrados con una fibra aislada de Opuntia
ficus-indica sin reportar efectos secundarios en los pacientes,*0
de la misma forma pero en un experimento en ratas Ennouri y
colaboradores en 2006, observaron la disminucion de
colesterol, proteinas de baja densidad y disminucion de peso
corporal, sin reportar ateraciones en el estado de salud de los
animales de experimentacion,*l ambas investigaciones
mantienen una relacién estrecha con estos grupos ya que
aparentemente no se ve comprometida la salud de las unidades
experimental es con la administracion de Opuntia ficus-indica.

En latabla3 se muestran los pesosy lalongitud de lostesticulos
tomados de las ratas a término del experimento; en la cual
observamos diferencia entre los promedios de la longitud y
peso delostesticulos, en €l grupo 4 se observa un aumento en el
crecimiento de los testiculos con respecto alos grupos control,
en el grupo 1,2 y 3 existe unadisminucién en lalongitud y peso
de los testiculos con respecto a grupo control, es de destacar
gue en e grupo 1 se observa una relacion estrecha entre la
disminucion delos niveles detestosteronay el tamafio y peso de
los testiculos, estos resultados son similares a los que se
encontrd con €l extracto de semillade Madhuca latifolia, donde
se reporto la disminucién del tamafio de los testicul os en ratas,
en concordancia con la disminucion en los niveles plasméticos
de testosterona.3 Otro estudio mostré que la administracion del
extracto de semilla de Abrus precatorius en ratones machos
ocasiond una disminucion significativa del peso del testiculo y
del epididimo en ratones con respecto a control, lo cual pudo
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ser atribuido ala pérdida de espermatozoides en los testicul os,!
observandose en ésta investigacion que la estructura testicular
se ve afectada, a igua que los pardmetros de peso y longitud
del testiculo.

Tabla 2. Peso corporal promedio delosanimales en estudio en
diversosintervalos detiempo

Grupo Periodo de tiempo
1 ] 2] 3] 415 116 |7
|. Extracto 239 245 252 260 266 277 285
metandlico
I1. Insoluble 171 173 229 2417 252 264 275
en
cloroformo
Ill.Solubleen 1744 199 208 229 239 246 260
hexano
IV.Soluble 181.1 232.6 264.6 280.2 298.5 309.2 336.4
cloroformo
V. Control 142.8 225.7 261.6 2835 305.0 321.4 349.2
negativo
VI.Control 170.0 246.4 280.6 295.2 318.34 331.4 360.8
positivo

Los valores estan representados en las medias de los gramos por seis
animales (n=6) por grupo.

Cadaperiodo equivale asiete dias con un total de 45 dias de exposicion
acontrolesy tratamiento.

Se encontr6 diferencia entrelos tratamientos p<0.05 con respecto a
control negativo, excepto en el grupo soluble en cloroformo

Tabla 3. Niveles séricos de Testosterona, longitud y peso de
testiculos deratastratadasy controles

Grupo Peso Peso Longitud | Longitud [Testosterong
Testiculo | [Testiculo 11| Testiculo || Testiculo 11
g g cm cm ng/mL

|. Extracto 1.147 1.127 1.79 1.80 1.133
metandlico

I1. Insoluble 1.08 1.06 1.79 1.80 4.29
en
cloroformo

Il.Solubleen | 1.17 117 1.77 1.76 3.72
hexano

IV.Soluble 1.55 1.56 2.12 2.10 1.94
cloroformo

V. Control 153 155 1.99 1.97 3.012
negativo

V1.Control 151 1.55 1.91 1.93 3.79
positivo

Los valores estén representados en medias por seis animales (n=6) por

grupo.
Se encontrd diferencia entre los tratamientos p<0.05
g= gramos, cm= centimetros; ng/mL= nanogramos por mililitro

En los grupos 2 y 3 se observa un aumento en los niveles de

testosterona con respecto a grupo control negativoy lalongitud
y peso de los testicul os se ve disminuido, existe evidencia de
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gue atos niveles de testosterona en €l cuerpo pueden ocasionar
encogimiento de los testicul os.

En latabla 4, se muestran los resultados de la evaluacion de la
calidad espermética concentracion, motilidad, viabilidad
espermatica, asi como € ensayo cometa donde se evalud el
dafio en las cadenas de ADN del nuicleo de los espermatozoi des;
parametros androl 6gicos que son evaluados para determinar la
fertilidad de un sujeto masculino,*® observandose en € grupo
administrado con e extracto metandlico de Opuntia
ficus-indica una disminucion marcada en la concentracion,
motilidad y viabilidad espermatica asi como un aumento en los
niveles de migracion de las cadenas de ADN de los
espermatozoides, existiendo una diferencia significativa con
respeto a control negativo. Este grupo presentd una
concentracion espermética de 10.8 millones de espermatozoides
por mL y e grupo control negativo 28.20 millones de
espermatozoides por mL, solo el 31.8 % de estas células se
encontraban vivas, en cuanto al control negativo el 75 % de las
células presentaron vida, lamotilidad o movimiento progresivo
que present6 el grupo 1 fue de 28.6 % y €l control negativo
presento un movimiento progresivo de 78.20 %, a evaluar por
medio del ensayo cometa las células individuales del grupo
administrado con € extracto metandlico de Opuntia,
observamos que el promedio delalongitud de migracion de este
grupo fue de 13521 um, en lafigura 1 se muestran lasimagenes
de las células individual es esperméticas de |os grupos control y
tratados, imégenes de las cuales se obtuvo la distancia de
migracion que se presenta en latabla 4.

Tabla 4. Evaluacién de parametros de calidad espermatica:
concentracion, motilidad, viabilidad esperméticay nivel de dafio
en las cadenas de ADN del nucleo de los esper matozoides

Grupo Motilidad | Densidad | Viabilidad |Migracion
espermétical espermética |espermética | de ADN
% millones/mL % pm

|. Extracto 28.6 10.8 318 13521
metandlico

I1. Insoluble 52.83 11.13 53.16 1373
en
cloroformo

I11.Soluble en 56.6 19.06 58.83 7688
hexano

IV.Soluble 37.33 27.28 39.83 13221
cloroformo

V. Control 78.20 28.20 75.60 1202
negativo

VI.Control 60.80 29.00 48 7711
positivo

%= por ciento; millonesymL= millones por mililitro; pm=
micrometros
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a) Control negativo b) Control positivo

c¢) Grupo 1
Extracto metandlico

d) Grupo 1
Insoluble cloroformo

€) Grupo 2
Soluble hexano

f) Grupo 3
Soluble cloroformo

Figura 1. Ensayo cometa, fragmentacion de ADN, en células
esperméticas de rata macho Wistar con administracion oral del
extracto metandlicocrudo de Opuntiaficus-indicay susparticiones.
a) Control negativo; nucleo de células espermaticas sin dafio, se
aprecia la integridad del material genético. b) Control positivo;
células con fragmentacion de ADN. ¢) Grupo administrado con €l
extracto metandlico de Opuntia ficus-indica; se observa e ADN
fragmentado, con frecuencia importante de rupturas de cadena
sencillaen el ADN, seaprecialadispersion del material genético de
la célula. d) Grupo administrado con la particion insoluble en
cloroformo; nucleo de células esper méticas con baja frecuencia de
dafio, se aprecia la integridad del material genético. €) grupo
administrado con la particion soluble en hexano; células con
fragmentacion de ADN vy f) grupo administrado con la particién
soluble en cloroformo; se observa el ADN fragmentado, con alta
frecuencia de rupturas de cadena sencilla en el ADN, se apreciala
dispersion del material genético dela célula.

La particion cloroformica disminuyo significativamente la
concentracion espermatica, la motilidad y la viabilidad
espermatica, asi mismo los niveles de testosterona en suero
presentan una disminucién significativa con respecto a los
controles (tabla 4). El nivel de dafio observado en las cadenas
de ADN de las células esperméticas del grupo tratado con la
particion cloroférmica, presenta atas rupturas, con un
promedio de migracion de 13221 um, lo que se traduce como
niveles atos de migracion de ADN. En un trabajo con ratas donde
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se administré extracto etandlico de Lagenaria breviflora,*® los
espermatozoides presentaron anormalidades en la morfologia
pero laviabilidad de las células estaban dentro del rango de las
ratas control, o que demuestra que €l extracto no afectd la
viahilidad de espermatozoides pero causo la deformacion de las
céulas afectando su movilidad; caso contrario a este estudio
donde los pardmetros de la concentracion espermética,
motilidad y viabilidad fueron afectados significativamente en
comparacién con el grupo control. Otro reporte pero con
extracto etandlico al 50 % de la raiz de Martynia annua dio
como resultado un nulo conteo de los espermatozoides
testiculares y epididimales causando lesiones en los tdbulos
seminiferos relacionados con la dosis administrada.* En una
investigacion redlizada en ratas Sprague Dawley donde se
compar0 larespuesta de ciclofosfamida (CF) y bleomicina(BL)
se observd un efecto mutagénico de ambos compuestos,
obteniéndose cabezas de espermatozoides andmalas con la CF
en comparacion con la BL, a la misma dosis, disefio y via
utilizada, observéndose a la vez una disminucién en la
concentracion espermatica,*! lo cual reflejaresultados similares
a esta investigacion. Ratas macho administradas con
nanoparticulas de plata de diferente tamafio y bajo diferentes
tiempos de exposicion revel6 que estas causaron disminucion
en el conteo de espermatozoides, en paralelo aumentd los
niveles de dafios en células esperméticas evaluadas por
electroforesis en gel de células individuales, la morfologia
espermética se vio comprometida®  observandose gran
similitud en los resultados encontrados en nuestra
investigacion, arazon que de una menor viabilidad y motilidad
se aumenta €l nivel de dafio en las dobles cadenas de ADN
espermético.

En la figura 2, se muestran las micrografias de cortes
histol égicos de testiculos de ratas Wistar, en el grupo control
negativo se observa una morfologia normal con una elevada
densidad de células esperméticas, no se observd vacuolizacion
y se observaron limites celulares bien definidos y estructura de
la apariencia histolégica normal; en el grupo control positivo y
el grupo 1, se observa una inhibicion de la espermatogénesis,
dafio generalizado en e tgido testicular, presencia de
abundantes vacuolas, signos de necrosis y ateracion de la
arquitectura testicular normal  caracterizada por la
desorganizacion y amplias zonas carentes de células, en el
grupo 2 se observa una disminucion en la densidad de céulas
esperméticas en € haz de luz de los tubulos seminiferos,
presencia de abundantes vacuolas, desorganizacion y amplias
zonas carentes de células. En e grupo 3 y 4 la densidad
espermética con respecto a los grupos 1 y 2 se encuentra
aumentada, asi mismo se observa en estos grupos una
vacuolizacion de la estructura testicular. En un estudio similar
pero con €l extracto metandlico de Tagetes lucida® se reporto
gue la estructura testicular a igual que en estainvestigacion se
veia comprometida, observando una relacion estrecha entre la
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concentracion esperméticay la densidad espermatica observada
en el haz de luz de los tdbul os seminiferos.

Grupo 1 Grupo 2
(Extracto metandlico (Insoluble en
cloroformo)

crudo)

§- y £AY
Grupo 3 Grupo 4
(Soluble en hexano) (Soluble en cloroformo)

Figura 2. Cortes histolégicos de testiculo de las ratas tratadas con
el extracto metandlicoy sus particiones de Opuntia ficus-indica y
controles.

Grupo control negativo: se observa una morfologia normal con
una elevada densidad de células esperméticas, no se observo
vacuolizacion y se observaron limites celulares bien definidos y
estructura de la apariencia histolégica normal; Grupo control
positivo y grupo 1. se observa una inhibicion de la
espermatogénesis, dafio generalizado en el teido testicular,
presencia de abundantes vacuolas, signos de necrosis 'y alteracion
de la arquitectura testicular normal caracterizada por la
desorganizacion y amplias zonas carentes de células;Grupo 2: se
observa unadisminucion en la densidad de células esperméticasen
el haz de luz de los tubulos seminiferos, presencia de abundantes
vacuolas, desorganizacion y amplias zonas carentes de células;
Grupo 3y 4: ladensidad espermética con respecto alosgruposly
2 se encuentra aumentada, asi mismo se observa en estos grupos
una vacuolizacion dela estructuratesticular.

Conclusiones

La administracion oral del extracto metandlico de Opuntia
ficus-indica a ratas macho Wistar produjeron efectos en la
calidad espermatica y estructura testicular, especificamente en
los tubulos seminiferos. Asi mismo la particion soluble en clo-
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roformo y soluble en hexano, realizadas a extracto metandlico
ateraron los pardmetros de la calidad espermética y la
estructura testicular. Probablemente los compuestos presentes
en e extracto metandlico de Opuntia ficus-indica tengan
influencia inhibidora sobre la liberacion de las hormonas
gonadotropicas las cuales a su vez son las responsables de la
produccion de testosterona por 1o que al verse afectadas dichas
hormonas, se produce una disminucién de la produccion de
testosterona, lo que conduce a cambios en la espermatogénesis
contrastada con la afectacion de la concentracion espermética,
viahilidad y motilidad asi mismo el dafio en la estructura
testicular, aunado a su efecto genotdxico. Se proponen estudios
complementarios para evaluar completamente la fertilidad y
reversibilidad con este extracto y otras fracciones de esta planta.
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