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RESUMEN

INTRODUCCION. El nopal (Opuntia ficus indica) es un alimento en el que se ha
identificado la presencia de compuestos bioactivos benéficos para la salud con las
siguientes propiedades: hipoglucémico, hipolipidémico, antiviral, analgésico,
antiinflamatoria y antioxidante. Es esta Ultima propiedad de importancia
terapéutica en enfermedades cuya progresion esta asociada a la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrdgeno (ERN). El aumento de estas
especies reactivas (ER) genera estrés oxidante (EO), lo que provoca dafio celular
generalizado. Ejemplo de estas enfermedades son la obesidad y la diabetes tipo 2
(DT2). JUSTIFICACION. Existen reportes respecto a las diferentes propiedades
terapéuticas del nopal. Sin embargo no se han llevado a cabo estudios in vitro e in
vivo acerca de la actividad antioxidante del nopal. HIPOTESIS. El nopal tiene
compuestos que le confieren actividad antioxidante, por lo que atrapara diversas
especies reactivas in vitro, asi como también inducira la expresion de enzimas
antioxidantes en el higado de ratas Zucker (fa/fa) y la disminucién de marcadores
de EO en estos estudios in vivo. Ademas, aumentara la capacidad antioxidante
del plasma y los eritrocitos de sujetos sanos y con DT2. METODOLOGIA. Se
determiné la actividad antioxidante in vitro del extracto de nopal. Se evalu6 el
efecto in vivo del nopal como antioxidante higado de ratas Zucker (fa/fa), en
sujetos sanos y en pacientes con DT2. La capacidad atrapadora de las ER en el
extracto del nopal se evalu6 mediante el mediante el método DPPH, métodos
espectrofotométricos y fluorométricos. Se determiné de la expresién de las
enzimas antioxidantes por técnicas de biologia molecular y métodos bioquimicos
para la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes y los
marcadores de estrés oxidante. La determinacion de la actividad antioxidante in
vivo en plasma y eritrocitos de seres humanos se realiz6 mediante un método
espectrofotométrico con DPPH. RESULTADOS. En el estudio in vitro el extracto
de nopal present6 actividad antioxidante determinado por método DPPH (ICsp 0.33
+ 0.02 mg/mL), asi como actividad atrapadora especifica de las ER: radical
hidroxilo (OH, I1C504.2 + 0.89 mg/mL), peréxido de hidrégeno (H,O,, IC507.01 £ 1.1
mg/mL), anién peroxinitrito (ONOO , ICs0 817.6 + 60.13 ug/mL), anién superéxido



(O, , ICso 37.45 + 0.75 pg/mL) y acido hipocloroso (HOCI, 1Cso 0.184 + 0.09
mg/mL), lo que sugiere que el nopal es atrapador eficiente de las especies H,0,,
HOCI y 02°_ debido a la similitud del ICsy con los compuestos atrapadores

especificos de cada una de estas especies. Estudios in vivo: El nopal en el higado
de ratas Zucker (fa/fa) presenta efecto antioxidante directo, al disminuir los niveles
de lipoperoxidacion y la cantidad de ERO. Sin embargo, no presenté un efecto
como antioxidante indirecto, debido a que no indujo la actividad de enzimas
antioxidantes estudiadas en el higado. Ademas se demostré que el consumo de
nopal en humanos, aumenté significativamente la capacidad antioxidante en el
plasma y eritrocitos. CONCLUSION. EIl nopal es un antioxidante directo, ya que
presenta la capacidad de atrapar ER, efecto que puede estar relacionado con la
disminucion de EO en estudios in vivo, al disminuir los marcadores de estrés en
ratas Zucker (fa/fa) y un aumento en la capacidad antioxidante en el plasma de

sujetos sanos y con DT2.



1. INTRODUCCION
1.1 Estrés oxidante. Causas y consecuencias.

El estrés oxidante (EO) se define como el desequilibrio entre factores pro-
oxidantes y los mecanismos antioxidantes encargados de eliminar dichas especies
quimicas (Parcker y Cadenas, 2002). EI EO puede ser provocado por la
disminucién en la transcripcion o actividad del sistema enzimatico celular, en el
que participan enzimas como superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT),
glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) o antioxidantes no
enzimaticos como el glutation reducido (GSH) y la vitamina E. En el EO también
esta involucrado el incremento en la produccion de especies reactivas (ER). La
produccion excesiva de las ER proviene de diferentes fuentes, como la exposicion
a grandes cantidades de O, la activacion de sistemas de defensa “natural” que
involucre la produccion de ER o activacion de procesos inflamatorios (Parcker y
Cadenas, 2007).

1.2 Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Su papel en el estrés
oxidante.
Las ER desempefian un papel dual en los sistemas celulares, ya que se generan
de manera constante en el metabolismo celular (Stanczyk et al., 2005) pero una
produccion excesiva de especies reactivas esta implicada en el dafio oxidante a
proteinas, lipidos y acidos nucleicos, esto se conoce como mecanismo general de
dafio celular (Venereo, 2002).
Las especies reactivas son aquellas moléculas que en su estructura atémica
presenta un electréon desapareado o impar en el orbital externo. Esta estructura
genera gran inestabilidad, por lo que tienen una vida media corta. Debido a esta
caracteristica reaccionan con cualquier otra molécula que esté a su alcance,
generando asi moléculas que son altamente toxicas para el funcionamiento

adecuado de la célula (Venereo, 2002).

Ejemplos de las especies reactivas de mayor importancia son las que se generan

por elementos que se encuentran normalmente en la atmosfera, como son el



oxigeno y el nitrogeno. Dichas especies a bajas concentraciones tienen un papel
regulatorio en diversos procesos fisioldgicos, mientras que a altas concentraciones
pueden ser tdxicas, debido a que aumenta la formacibn de ERO y ERN
(Hansberg, 2002). Las ERO se generan a partir de la reduccion univalente del

oxigeno (Fig. 1), las cuales son mas reactivas que el oxigeno en su estado basal

de energia.
+1e” +1e” +1le +1le
02 —> Oz - HQOQ \N—} OH — ZHQO
+2H* *H 0 +H*
Oxigeno Anidn Peroxido de Radical Agua
superdxido hidrégeno hidroxilo

Figura 1. Reduccidn univalente del oxigeno. Mecanismo de formacion de las
especies reactivas de oxigeno a través de la ganancia de electrones (Galatro
et al., 2006).

Se consideran también como ERO al ozono (O3) que se genera de la unién del O
al O,; ademas el oxigeno singulete (*O,) que se produce con la excitacién de uno

de los electrones desapareados del O,, y las mas comunes ERO son el
superéxido (Oz°_), el radical hidroxilo ("OH), el peréxido de hidrogeno (H,O0,) vy el

acido hipocloroso (HOCI) que son especies del oxigeno parcialmente reducidas
(Hansberg, 2002).

Otras especies que han cobrado gran importancia en la célula son las ERN, las
cuales son generadas a partir de compuestos que contienen en su estructura
quimica nitrégeno. Uno de los compuestos que se genera es el mondxido de
nitrégeno u oxido nitrico (NO"), el cual es altamente reactivo y dafiino para la
célula y para los procesos fisiolégicos. EI NO™ es soluble en disolventes organicos
y por lo tanto en las membranas celulares, por lo que difunde facilmente a través
de las células. En los organismos se forma a través de la enzima sintasa de 6xido

nitrico (NOS, por sus siglas en inglés) a partir del grupo guanidino de la L-arginina.

Cuando el NO’ reacciona con el Ozkse genera el anién peroxinitrito (ONOQO"), el



cual es el principal responsable de la nitracion de las biomoléculas (Hansberg,
2002). En esta tesis nos vamos a referir a las ERO y ERN en su conjunto con el
término especies reactivas (ER).

1.3 El estrés oxidante en la obesidad y diabetes tipo 2.

Las ER generan EO, esto produce alteraciones de la relacion estructura-funcion
en cualquier 6rgano, sistema o grupo celular especializado. Estas modificaciones
son causa de diversas patologias y/o complicaciones de las mismas (Olinescu y
Smith, 2002), y ejemplos de las cuales son la obesidad (Furukawa et al., 2004) y la
DT2 (Evans et al., 2002).

La obesidad es una patologia en la que la ingesta cal6rica es mayor que el gasto
energético, por lo que existe una acumulacion de lipidos generalizada. Un modelo
de obesidad muy utilizado son las ratas Zucker (fa/fa), las cuales son un modelo
genético de obesidad e hipertension. Este modelo presenta una mutacién en el
gen que codifica para el receptor de la leptina, dando lugar a ratas homocigotas
para la mutacion. La leptina es una hormona que tiene efecto sobre el peso
corporal. La actividad de esta hormona es mediada a través de los centros
hipotalamicos que controlan el hambre, la temperatura corporal y el gasto
energético. La deficiencia en este receptor induce ausencia de saciedad,
provocando un exceso en la ingesta de alimento y por tanto obesidad (Mufioz et
al., 2004). Las ratas obesas Zucker (fa/fa) presentan altos niveles de lipidos y
colesterol en la sangre, lo que genera un estado pro-inflamatorio (Rosen y
Spiegelman, 2006), en el que se eleva la cantidad de compuestos pro-
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a, por sus siglas en
inglés), las interleucinas (IL), el factor nuclear kappa B (NF-kB, por sus siglas en
inglés) y la proteina cinasa p38 activada por mitogenos (p38 MAPK, por sus siglas
en inglés) (Evans et al., 2003). Estas moléculas presentes en el tejido adiposo
generan cambios en el metabolismo general del organismo, entre los cuales se
encuentra el aumento en la produccion de ER, en los triglicéridos en plasma

(hipertrigliceridemia) (Rosen y Spiegelman, 2006), que junto con el aumento de



produccion de las ER provocan la oxidacion de lipidos, asi como también

resistencia a la insulina (Evans et al., 2003), lo que induce el desarrollo de DT2.

La DT2 (llamada anteriormente diabetes no insulinodependiente o del adulto) tiene
su origen en la incapacidad del cuerpo para utilizar eficazmente la insulina, lo que
a menudo es consecuencia del exceso de peso o la inactividad fisica (definicion
segun la Organizacion Mundial de la Salud). En esta patologia la principal
manifestacion es la hiperglucemia (aumento de la glucosa en sangre), la cual esta
implicada en la aparicion de las complicaciones asociadas con la enfermedad
(O’Keefe et al., 2008). Estas complicaciones consisten en un grupo heterogéneo
de disfunciones clinicas que afectan el sistema nervioso, el sistema vascular, el
rifion, la retina, el nervio periférico y la piel (Clapés et al., 2001; Obrosova et al.,
1998; Vassort y Turan, 2010).

Se ha reportado que altos valores de glucemia conducen a EO (Rains y Jain,
2011). Existen diversas vias por las cuales este desequilibrio en el metabolismo

genera ER. Una de ellas es la autooxidacién de la glucosa que da lugar a la
formacién de a-cetoaldehidos, H,O, y Oz°_, entre otras ERO. También se conoce

qgue el descontrol en la glucemia aumenta el proceso de glucosilacion, en el cual
se generan moléculas que se conocen como productos finales de la glucosilacion
avanzada (AGE, por sus siglas en inglés). Estas sustancias que se forman de
modo irreversible son capaces de unirse mediante enlaces covalentes con otras
proteinas para potenciar asi la oxidacion de lipidos y proteinas de membrana, lo
que provoca cambios conformacionales de estas macromoléculas y por lo tanto el

deterioro de sus funciones (Clapés et al., 2001).

1.4 Antioxidantes.

Un antioxidante es una sustancia que retrasa, previene, disminuye o remueve
significativamente la oxidacién de moléculas blanco de las ER (Halliwell y
Gutteridge , 2007).

Los antioxidantes se clasifican en antioxidantes directos, indirectos o bifuncionales

dependiendo de su mecanismo de accion, estos Ultimos poseen ambas
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caracteristicas. Los antioxidantes directos actian sobre las ER, y los antioxidantes
indirectos actdan sobre vias de sefializaciébn que activan mecanismos de defensa

antioxidante (Dinkova y Talalay, 2008).

1.4.1 Enzimas antioxidantes.

El mecanismo antioxidante presente en los sistemas biolégicos involucra a
enzimas que intervienen en la disminucion y metabolismo de las ER. Estas
enzimas son muy importantes para mantener el equilibrio redox y el
funcionamiento adecuado de las células. Entre estas enzimas se encuentran la
GR, la GPx, la SOD, la CAT, la glutatién sintetasa y la hemo oxigenasa (HO)
(Tabla 1).

Tabla 1. Enzimas antioxidantes presentes en los sistemas bioldgicos y su
funcién especifica para mantener el equilibrio en las células (Halliwell y
Gutteridge, 2007)

Enzima Funcion Localizacion
Glutation Cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG)
reductasa (GR) a glutatién reducido (GSH). Citoplasmética
Glutation Cataliza la reduccién de peréxidos, utilizando GSH
peroxidasa gue se transforma en GSSG. Citoplasmatica
(GPx)
Glutation Forma GSH, a partir del dipépetido gama- Citoplasmatica
sintetasa glutamilcisteina y glicina.
Superoéxido Cataliza la conversion del anién superéxido en Citoplasmatica (SOD1)
dismutasa perdxido de hidrégeno. Mitocondrial (SOD2)
(SOD)
Hemo Degrada el grupo hemo, que es un compuesto Citoplasmética. Reticulo
oxigenasa prooxidante (requiere oxigeno molecular y endoplasmatico
(HO) NADPH).
Catalasa (CAT) Cataliza la conversion del peréxido de hidrégeno Citoplasmatica.
en agua. Peroxisomas




Una de las principales vias de regulacion en la expresion de genes de enzimas
antioxidantes, es a través de una secuencia especifica en el &cido
desoxirribonucleico (ADN) conocida como elementos de respuesta antioxidante
(ARE, por sus siglas en inglés). Esta secuencia de ADN es importante para
induccion de genes citoprotectores. Esta region promotora se puede activar por
diversos compuestos antioxidantes y/o electrofilos de naturaleza quimica diversa.
Algunos antioxidantes de origen natural como la quercetina (Yao et al., 2007;
Miyamoto et al., 2011) y resveratrol (Zhang y Go, 2011) inducen la expresion y
actividad de estas enzimas antioxidantes. Se ha demostrado que la inducciéon de
estas enzimas mediante antioxidantes naturales contribuye a la proteccién contra
diversas patologias como el cancer, la hepatotoxicidad y los procesos

inflamatorios (Kénigsberg, 2007).

Por lo anterior, se ha ampliado la busqueda de estrategias para mantener el
equilibrio redox o disminuir y/o prevenir el dafio oxidante que causan las ER.
Como alternativas se encuentran moléculas exdgenas que ayudan a la activaciéon

de estos mecanismos de proteccion celular.

1.4.2 Antioxidantes naturales.

Otra manera de clasificar a los antioxidantes es dependiendo de su origen,
ejemplo de esto son los antioxidantes naturales. Los antioxidantes naturales
pueden estar presentes en alimentos que forman parte de la dieta diaria del ser
humano. Dentro de estos alimentos se encuentran frutas y vegetales, en los
cuales se ha descrito la presencia de compuestos con actividad antioxidante
(Jacobo y Cisneros, 2009; Kumar y Devasagayam, 2010; Borek, 2001;
Shivashankara et al., 2011). Se ha descrito que los compuestos que confieren
actividad antioxidante a los alimentos son los polifenoles, los carotenoides, las

vitaminas y los flavonoides (Gil et al., 2002; Jacobo y Cisneros, 2009).
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1.4.3 Los polifenoles como antioxidantes.

Los compuestos polifendlicos son micronutrientes presentes en los vegetales, por
lo que forman parte importante en la dieta humana. Constituyen un amplio grupo
de sustancias quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con
diferentes estructuras quimicas y actividad. Los compuestos polifendlicos tienen
en su estructura uno o mas anillos aromaticos con al menos un sustituyente
hidroxilo —OH (Bravo, 1998). Su estructura quimica es propicia para reaccionar
con los radicales libres, debido a la facilidad con la que puede donar el atomo de
hidrogeno del grupo hidroxilo aromatico (Fig. 2) (Pannala et al., 2001).

+ REoOe. .

SO )
O/DO+ REOOH
S T
+ RoO= — CI/ + FOH

Figura 2. Estructura quimica de los polifenoles. La capacidad de donar H le
confiere la actividad atrapadora de especies reactivas y su estructura se
estabiliza por resonancia.

Uno de los factores mas importantes que determina la actividad antioxidante de
los polifenoles es la posicion de los grupos hidroxilos en la molécula (Rice et al.,
1996; Cao et al., 1997).

La importancia en el consumo de frutas y vegetales esta asociada a la presencia
de polifenoles debido a su efecto antioxidante. Como se menciond anteriormente,

uno de los alimentos en los que se ha descrito la presencia de compuestos
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polifendlicos es el nopal (Stintzing y Carle, 2005) que es un alimento de gran valor

y tradicion para los mexicanos (Mayer y Mc Laughlin 1981).

1.5 El Nopal (Opuntia ficus indica).

El nopal es una especie que pertenece al género Opuntia subfamilia Opuntioidae,
familia Cactacea. Opuntia spp (nopal) es una cactacea endémica del continente
americano, la cual crece en regiones aridas y semiaridas de nuestro pais. Por ello
esta especie posee adaptaciones que le permiten almacenar y conservar el agua
en sus tejidos. Esto se debe a que Opuntia ficus-indica presenta metabolismo del
acido crasulaceo (MAC). MAC es el proceso fotosintético, en el cual los estomas
estan cerrados durante el dia y abiertos durante la noche, evitando la pérdida de
agua por transpiracion, lo que le permite soportar las condiciones extremas en las

gue se desarrolla.

1.5.1 Composicion quimica del nopal.

La composicién del nopal es dificil de exponer, debido a que las cantidades de los
diferentes compuestos en el nopal pueden variar en un rango que no es
significativamente amplio. Sin embargo, existen diferencias de especie a especie,
asi como en la etapa de desarrollo (madurez) en el que se encuentre el nopal
(Stintzing y Carle, 2005), y también en los procesos a los que se somete antes de
llevar a cabo el analisis proximal de sus componentes. Una de las

determinaciones de la composicion del nopal se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2. Composicion quimica del nopal Opuntia ficus indica (adaptado de
Ayadi et al., 2009).

Composicién quimica del Nopal

Componente Cantidad en g presentes en 100 g de
nopal
H,O 91.04
Proteina 0.8
Lipidos 0.42
Carbohidratos digeribles
Almidén 1.17
Azlcares 0.54
Fibra 3.17
Minerales 2.09

Entre los minerales que se encuentran presentes en la composicion del nopal
estan, el potasio (K) que representa hasta el 60% del total de los minerales ya que
contiene 166, seguido por el calcio (Ca) con 93, el sodio (Na) con 2y el hierro (Fe)
con 1.6 (cantidades reportadas en mg/100 g de nopal fresco). El contenido de
azlcares es muy variable, ya que su contenido puede variar desde 0.32 hasta
0.84 (cantidad reportada en g/100 g de nopal fresco), el rango en las variaciones
se dan por el estado de madurez del nopal, asi como también de la especie
analizada. Los acidos organicos son variables dependiendo del tipo de especie, ya
gue en Opuntia ficus indica no se ha reportado la presencia de acido malico y en
otras especies se encuentra en una mayor proporcion, asi como también en esta
especie hay un menor contenido de &cido citrico (Stintzing y Carle, 2005). La
cantidad de los aminoacidos también es muy variable, y uno de los principales
factores que modifican las cantidades de aminoacidos presentes en el nopal es la
madurez en la que se encuentra el nopal (Stintzing y Carle, 2005). Las cantidades
de vitaminas presentes en Opuntia spp se muestran en la tabla 3 (cantidades que

varian de especie a especie).
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Tabla 3. Contenido de vitaminas en Opuntia spp (Stintzing y Carle, 2005).

Componente Por 100 g de Nopal
Acido ascorbico 7-22 mg
Niacina 0.46
Rivoflavina 0.60 mg
Tiamina 0.14 mg
B- caroteno 11.3-53.4 ug

Uno de los componentes del nopal son los polifenoles. El contenido de polifenoles
en nopal es de 8 a 9 mg/ 100 g de nopal. La estructura quimica de los compuestos

polifendlicos que se encuentran en el nopal se muestra en la figura 3.

Quercetina (R' = OH; R? = H)

Kaempferol (R'=R"=H)
Isoramnetina (R' = OCH; ; R*= H)

Figura 3. Estructura quimica de los compuestos polifenélicos encontrados
en el nopal quercetina, kaempferol e isoramnetina (Tomado de Kuti, 2009).
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2. ANTECEDENTES
2.1 El nopal, un alimento con propiedades benéficas para la salud.

En la actualidad se conocen numerosos alimentos que tienen propiedades
benéficas para la salud de los seres humanos. Uno de estos alimentos es el nopal
ya que por su composicion quimica otorga multiples beneficios. Este vegetal es
una fuente importante de fibra y de calcio, los cuales son componentes necesarios
para integrar una dieta saludable (Saenz et al., 2004). Dentro de los beneficios del
nopal se encuentran los siguientes:

Actividad hipoglucémica: Estudios realizados en los afios 80°s demostraron que
los pacientes con DT2 tras una dieta de 10 dias que incluia nopal, mantenian los
niveles de glucosa e insulina dentro de los niveles normales, debido a una
reduccion en la absorcién azlcar postprandial (Mufioz de Chavez et al., 1995;
Meckes y Roman, 1986). Esto es una contribucion a la medicina como estrategia
para disminuir las complicaciones presentes en la DT2, sin embargo han tenido
poca divulgacion estos de estudios.

Actividad hipolipidémica: En diversos estudios se ha demostrado que las
pectinas aisladas del nopal provocan una disminucion de lipidos en sangre de
cobayos (Fernandez et al., 1990; Fernandez et al., 1992,1994; Budinsky et al.,
2001; Wolfran et al., 2002).

Actividad analgésica: Se encontré6 que una dosis de 300-600 mg/kg peso
corporal de un extracto etandlico del nopal indujo un efecto analgésico similar a
una dosis de 200 mg/kg de peso corporal de acido acetilsalicilico administrado en
ratones (Parck et al., 1998).

Actividad anti-inflamatoria: Se ha informado que una dosis de 300 puL/mL de un
extracto de nopal administrada via oral a ratas provoca la disminucién de enzimas

del lisosoma que se relacionan con el proceso inflamatorio (Park et al., 2001).
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2.2 Propiedades antioxidantes del nopal.

La mayoria de las investigaciones para evaluar la actividad antioxidante se han
realizado en el fruto del nopal, la tuna (Dok-Go et al., 2003; Tesoriere et al., 2003;
Gentile et al., 2004; Siriwardhana et al., 2006; Tesoriere et al., 2004, 2005).

Aunque se sabe que el nopal contiene polifenoles, carotenoides y vitamina C,

existen pocos estudios que describen su capacidad antioxidante.

En algunos estudios en los que se ha explorado la actividad antioxidante del nopal
se ha descrito que este alimento ejerce una funcion protectora frente algunas
patologias a nivel neuronal (Dok-Go et al., 2003), ante dafio inducido por niquel
(Hfaiedh et al., 2008) y el dafio hepéatico inducido por micotoxinas (Zourgui et al.,
2008). Aunque se conocen los efectos benéficos del nopal se sabe poco acerca de
la actividad antioxidante de este alimento; ya que no existen estudios donde se

explore su actividad antioxidante en estudios in vitro e in vivo.

En este estudio se explorara la actividad antioxidante del nopal in vitro hacia
diversas ER, e in vivo en un modelo de obesidad en ratas Zucker (fa/fa) y en

sujetos sanos y con DT2.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Determinar la actividad antioxidante tanto in vitro como in vivo del nopal (Opuntia

ficus indica) en diversos modelos de estudio.

3.2 Objetivos especificos.

Estudios in vitro

Determinar la actividad antioxidante del extracto de nopal mediante el
método DPPH.

Determinar la actividad atrapadora del extracto de nopal hacia distintas
especies reactivas como OH’, H,O,, ONOO , Oz°_y HOCI y compararla con

extractos de diferentes alimentos.

Estudios in vivo

Determinar si el nopal induce la expresion del ARNm de las enzimas
antioxidantes CAT, GR, GPx y SOD en el higado de ratas Zucker (fa/fa).
Determinar si el nopal induce la actividad de las enzimas antioxidantes
CAT, GR, GPx y SOD en el higado de ratas Zucker (fa/fa).

Determinar la relacion entre la actividad antioxidante del nopal y la
disminucién de marcadores de estrés oxidante como lipoperoxidacién y
produccién de ERO en el higado de ratas Zucker (fa/fa).

Determinar el efecto del consumo de nopal sobre la actividad antioxidante

del plasma y los eritrocitos de humanos sanos y en pacientes con DT2.

4. HIPOTESIS

El nopal tiene compuestos que le confieren actividad antioxidante, por lo que

atrapara diversas especies reactivas in vitro, asi como también inducira la

expresion de enzimas antioxidantes en el higado de ratas Zucker (fa/fa) y la

disminucién de marcadores de EO en estos estudios in vivo, ademas, aumentara

la capacidad antioxidante del plasma y los eritrocitos de sujetos sanos y con DT2.
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5. METODOLOGIA

Nopal secado y Ratas Zucker
molido (fa/fa)

Seres Humanos

Nopa secado y 300 g de nopal
molido cocido por 8 min
al vapor

Extraccion de
polifenoles

Determinacion de
actividad
antioxidante

Formé parte de la

Se adicion0 Yy ajusto dieta por 3 dias

a dieta de ratas por
7 semanas

(300g c/d)

Se sacrificaron Se de_terminc’)
después de la actividad

dieta y se extrajo antioxidante en
el higado plasma y eritrocitos

antes de la dieta 'y
después de la dieta
con nopal

Determinacion de
enzimas
antioxidantes, MDA
y ROS
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5.10btencion y tratamiento del nopal.

Las muestras de nopal provienen de la zona de Milpa Alta en el Distrito Federal.
Los agricultores facilitaron el nopal de una longitud de 17-20 cm y sin espinas.

Para obtener la muestra que se utilizé en los ensayos in vitro y que formé parte de
la dieta de las ratas Zucker (fa/fa), se llevo a cabo el siguiente procedimiento. El
nopal se molié y se deshidratd; para ello, se lavd con una solucion diluida de
hipoclorito de sodio (40%) y posteriormente se secd en una estufa, donde la
temperatura utilizada no fue mayor a 55°C, para evitar que el tratamiento térmico
afectara la composicion quimica del nopal. Posteriormente se pulverizd
mecanicamente en licuadora. Una vez que se obtuvo el polvo se tamizé en una
malla de 20 mm y la muestra se almacend en un recipiente de vidrio cerrado, a

temperatura ambiente.

5.2 Extraccion de polifenoles totales.

Para obtener el extracto polifendlico del nopal se realizO una extraccion con
metanol, acetona y agua. El procedimiento que se realizd se describid

previamente (Waterman y Mole, 1994).

Ensayo

Se pesaron 10 g de nopal deshidratado y se adicionaron a 50 mL de una mezcla
metanol/agua (50/50 volumen). La extraccion se realizé en un vaso de precipitado
con agitacion magnética constante durante 1 h. Posteriormente se filtr6 con papel
filtro. El filtrado se guardd, y al residuo se le realizO una segunda extraccion
durante una hora, utilizando 50 mL de acetona/agua (70/30 volumen). Se filtr6
nuevamente y se guardo. Se realizd una tercera extraccion por 15 min con 50 mL
de agua destilada. Los filtrados resultantes se juntaron y se hidrolizaron mediante
un sistema de reflujo por 3 h empleando 5 mL de &cido clorhidrico concentrado. El
extracto resultante se evaporé a sequedad en un concentrador de vacio modelo
AS160 (Savant instrument Inc) durante 3 h, y después se resuspendio en 1 mL de

agua.
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5.2.1 Cuantificacion de polifenoles.

El método Folin-Ciocalteu se utiliza comunmente para determinar y cuantificar
fenoles totales en alimentos y vegetales; se basa en la capacidad de los fenoles
para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene
molibdato y tungstato sodico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico (Petereson, 1979). La transferencia de
electrones a pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotungstico en
oxidos, que son cromogenos de tungsteno (WsO,3) y molibdeno (MogO23) de color

azul intenso (Julkunen, 1985).

Ensayo

Para la determinacion de polifenoles en la muestra de nopal se utilizé la
metodologia descrita por Koren y col. (2010). En un tubo eppendorf se colocaron
50 uL de muestra y 250 uL de Folin, se mezclaron y se mantuvieron en la
oscuridad a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se agregaron 500 pL
de Na,CO3; al 20% se mezclé nuevamente y se dejé6 20 min a temperatura
ambiente en la oscuridad. Se determindé la absorbancia a 760 nm en
espectrofometro DU 640 Beckman Coulter. Como estandar para el ensayo se
utilizé una curva estandar de &cido galico (Sigma) cuyo rango de concentracion

fue entre 1-50 mg/L.

5.3 Actividad antioxidante in vitro.
5.3.1 Atrapamiento de radicales libres por el método DPPH.

El método de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) se utiliza para evaluar la actividad
antioxidante de un compuesto o de una mezcla. Se basa en la reduccion del
DPPH, un radical libre que por su electron desapareado presenta absorbancia a
517 nm (parpura) y en presencia de un antioxidante (donador de hidrégeno o

electrones) la absorbancia disminuye (Fig. 4).
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A patrtir del ensayo con DPPH se obtiene la concentracion efectiva (ICsp) que se
define como la concentracién a la cual se disminuye en un 50% la concentracién
inicial de DPPH.

1.4
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Figura 4. Reaccion del DPPH con un agente atrapador (antioxidante), en el
que el DPPH vira de color debido a la reaccion de reduccion.

Ensayo

En un tubo de ensayo se colocaron 50 uL de muestra y se agregaron 2.95 mL de
DPPH 100 pM. La mezcla se agité y se dejo en oscuridad a temperatura ambiente
por 15 min. Posteriormente se leyo la absorbancia en un espectrofometro DU 640
Beckman Coulter a 517 nm. De manera paralela se realiz6 una prueba utilizando
como atrapador el &cido ascorbico (vitamina C) bajo las mismas condiciones en

que se realizé la mezcla de la muestra (Govindarajan et al., 2003).

5.3.2 Atrapamiento del radical hidroxilo ("OH).

El radical hidroxilo se genera mediante la reaccion de Fenton (Fig. 5).
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Fe'* —~EDTA+H,0,—Fe* ~EDTA+0H ™ +0H'

Figura 5. Reaccion de Fenton en la que se genera el radical hidroxilo. En esta
reaccion se utiliza como catalizador al hierro (lI).

Una de las estrategias para detectar especies reactivas es el uso de compuestos
fluorescentes, tal es el caso del tereftalato, el cual es un compuesto especifico
para identificar al ‘OH. Cuando el tereftalato interactia con el radical hidroxilo
presenta fluorescencia, la cual disminuye en presencia de un compuesto

antioxidante, ya que no hay ‘OH que reaccione con éste.
Ensayo

Se realiz6 la siguiente mezcla de reaccion (Tabla 4) en una placa negra de 96
pozos (marca Corning Costar). Los reactivos se colocaron en el orden en el que se
presentan en la tabla 4 (Qu et al., 2000). De manera paralela se realiz6 un ensayo
utilizando el atrapador especifico de esta especie dimetiltiourea (DMTU), en las

mismas condiciones en que se analizé la muestra.

Tabla 4. Mezcla de reaccién para llevar a cabo el ensayo de determinaciéon de
la actividad atrapadora de radical hidroxilo.

Hidroxilo-tereftalato

Conc. Inicial pL Conc. Final
Acido ascorbico 1mMm 40 0.2 mM
Peréxido de hidrégeno 10 mM 20 1mM
Amortiguador fosfatos pH 7.4 50 mM 40 10 mM
Muestra = 20 -
Tereftalato 3.5mM 40 0.7 mM
EDTA/FeCl; 1 mM/1 mM 40 0.2 mM/0.2 mM
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En este método fluorométrico se hicieron lecturas cada minuto durante 30 min.
Estas mediciones se llevaron a cabo en un espectrofluorémetro Biotek Sinergy HT
se utilizaron las longitudes de excitacion de 326 nm y de emision de 432 nm.

5.3.3Atrapamiento del anién superéxido (O27).

El ensayo se basa en el uso del sistema xantina- xantina oxidasa (Fig. 6).

Sistema generador de superoxido (0O,*)

? (o}
H H
— N Xantina oxidasa N ks
e ~/> ) i
7N 74 ¥ oo
Xantina 20, 20, Acido drico

“

Figura 6. Reaccion del sistema xantina-xantina oxidasa, en el que se genera
.

O, por la reacciéon catalizada por la enzima xantina oxidasa (XO) que
cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y de xantina en acido urico.

Ensayo

Para esta metodologia se preparé una mezcla de reaccion, la cual se presenta en
la tabla 5. Lo Unico que no se agreg6 fue la XO (Sigma), que es el reactivo que

comienza la reaccion (Medina-Campos et al., 2007).

Tabla 5. Mezcla general de reaccion para método enzimatico. Generacién del
anién superdxido mediante el sistema xantina- xantina oxidasa.

Mezcla de reaccion general

Conc. inicial mL

Xantina 0.3 mM 3

Na,CO; 0.4 mM 0.4
Amortiguador de fosfatos pH 7.4 50 mM 4.35
Volumen Total 7.75
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Se colocaron 98 puL de esta mezcla en diferentes tubos de ensayo y
posteriormente se agregaron 22 ulL el extracto de nopal y 16 uL de XO para iniciar
la reaccion. (Tabla 6). Como compuesto de referencia se utilizé el acido ascoérbico
(Maldonado et al., 2005).

Tabla 6. Mezcla de reaccién utilizada en cada ensayo. Se utiliz6 &cido
ascorbico como compuesto de referencia.

Mezcla de reaccién

Concentracion Ensayo con Ensayo con muestra
atrapador
Mezcla de reaccién - 400 pL 400 pL
Compuesto de curva 75 uL -
referencia (acido estandar
ascorbico)

Extracto de nopal - - 75 pL
Xantina oxidasa 156 U 25 uL 25 uL
Volumen total 500 pL 500 pL

La lectura se hizo 10 min después de haber iniciado la reaccion. Se midié la
absorbancia durante 3 min cada min en un espectrofluorometro Biotek Sinergy HT

a una longitud de onda de 560 nm.

5.3.4 Atrapamiento del peroxido de hidrégeno (H.0,).

El método se basa en la emision de fluorescencia producida por la reaccion entre
la mezcla de peroxidasa de rabano, rojo amplex y peréxido de hidrégeno. El

producto de esta reaccion puede ser determinado fluorométricamente (Fig. 7).
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Figura 7. Reaccion del rojo amplex con peroxidasa en presencia de peroxido
de hidrégeno, cuyo producto de reaccion es la resorufina.

Ensayo

Para llevar a cabo el ensayo se preparoé la siguiente mezcla de reaccién (Tabla 7).
En una placa negra de 96 pozos (marca Corning Costar) se colocaron 100 pL de
mezcla de reaccién, 50 pL de H,O, (5 uM) y 20 pL de muestra; se incubd 30 min
en oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se hizo lectura de
punto final en un espectrofluorémetro Biotek Sinergy HT, utilizando longitudes de
excitacion de 530 nm y de emision de 590 nm. Como atrapador especifico se

utilizé al piruvato (Medina- Campos et al., 2007).

Tabla 7. Mezcla de reaccion para determinar la actividad atrapadora del
perdxido de hidrégeno.

Mezcla de reaccioén

Concentracion inicial

Amplex red 10 mM
Peroxidasa de rdbano 10 U/mL
Amortiguador fosfatos 50 mM

pH 7.4
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5.3.5 Atrapamiento del anién peroxinitrito (ONOO ).

El fundamento de este método se basa en la determinacion de la fluorescencia
emitida por el diacetato de 2’7’-diclorodihidrofluoresceina (DCD-FDA) el cual se
desacetila en un medio basico formando 2’7’-diclorodihidrofluoresceina, el cual en
presencia de ER como lo es el anidén peroxinitrito, se oxida y se forma el 2’,7’-
diclorofluoresceina, el cual emite fluorescencia. Al estar frente a un compuesto
antioxidante, que atrape al ONOO , la fluorescencia emitida disminuye (Crow,
1997).

Ensayo

Para llevar a cabo el ensayo de peroxinitrito (Saito et al., 2003; Kaur et al., 1998)
se prepar6 la siguiente mezcla de reaccion (Tabla 8). Los volumenes
especificados en la tabla se colocaron en una placa negra de 96 pozos (marca

Corning Costar).

Tabla 8. Mezcla de reaccion para determinar la actividad atrapadora de
peroxinitrito. DTPA (&cido dietilentriaminopentaacético).

Concentracion inicial ML
H.O - 180
Muestra - 20
DTPA 1 mM 6.66
ONOO 0.62 mM 6.66
DCD-FDA 3.5mM 6.66
Volumen Total 220

Como compuesto de referencia que se utilizé fue penicilamina. Se dejé incubar 30
min a temperatura ambiente. La lectura de punto final se llevo a cabo en un
espectrofluorometro Biotek Sinergy HT a longitudes de excitacion de 595 nm y de

emision de 528 nm.
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5.3.6 Atrapamiento del &cido hipocloroso (HOCI).

El acido hipocloroso es soluble en lipidos y altamente reactivo, oxida
constituyentes de proteinas, incluyendo grupos tiol, grupos amino y metionina
(Martinez, 2005). Debido a esta caracteristica se ha observado que el grupo hemo
de la catalasa es especialmente susceptible al HOCI. En esta caracteristica se
fundamenta esta técnica. La sefial emitida por la CAT a 404 nm (el pico de
absorbancia de esta enzima), en presencia de esta especie reactiva va

desapareciendo (Floriano- Sanchez et al., 2006).

Ensayo

En un tubo eppendorf se agregaron 166 pL de CAT a una concentracién de 37.5
UM, 166 pL de HOCI 18 mM y 166 pL de muestra. Se agitdé y se hizo un barrido
inicial en la region de 370 a 450 nm, y se obtuvo la densidad oOptica a 404 nm en
un espectrofotdmetro DU 640 Beckman Coulter. Como compuesto de referencia
se utilizé acido nordihidroguaiarético (NDGA) (Pedraza-Chaverri et al., 2006;

Floriano-Sanchez et al., 2006).

5.3.7Comparacion de la actividad antioxidante de diferentes alimentos
mediante el método ORAC.

El ensayo ORAC (capacidad de absorbancia de los radicales libres de oxigeno,
por sus siglas en inglés) se basa en la capacidad de atrapamiento del radical
peroxilo (ROQ"), el cual se genera mediante la reaccién entre el dihidrocloruro de
2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH). EI ROO’ oxida a la fluoresceina y esta
emite fluorescencia, la cual es monitoreada a través de 90 min (Cao y Prior, 1999).
Durante este tiempo se registran los cambios en la intensidad de la fluorescencia,
lo que permite calcular al final del ensayo el area bajo la curva (AUC, por sus
siglas en inglés) de la caida de la fluorescencia.
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Ensayo

Para realizar este ensayo primero se hizo una extraccion de diferentes alimentos.
Se molieron 50 mg de café, ciruela, nopal y ajo, posteriormente se llevo a cabo la
extraccion con acetona (50%), se centrifugdb a 4500 g x 30 min a 4° C. Se
recolecté el sobrenadante (Gillespie et al., 2007), todo ello para obtener los
polifenoles y acido ascérbico total de diferentes alimentos.

Una vez que se obtuvo la muestra se llevé a cabo el ensayo de ORAC. Para este
meétodo se colocaron en una placa negra de 96 pozos (marca Corning Costar) 150
uL de fluoresceina 40 nM, 25 uL de muestra y 25 uL de AAPH (Dihidrocloruro de
2,2'-azobis(2-metilpropionamidina)) (Huang et al.,, 2002). Se ley6 la cinética
durante 90 min en un espectrofluorometro Biotek Sinergy HT a longitudes de

excitacion de 485 nm y de emision de 520 nm.

5.4 Determinacién in vivo de la actividad antioxidante del nopal.

Una de las propiedades mas importantes de una sustancia antioxidante es,
ademas de presentar actividad antioxidante in vitro, que tenga accion in vivo sobre
sustratos oxidados que se generan de manera fisiolégica o en la enfermedad.

Los siguientes ensayos se realizaron en colaboracion con el Departamento de
Fisiologia de la Nutricion del INNSZ (Instituto Nacional de Nutricibn Salvador

Zubiran).

5.4.1 Determinacion de la expresion y actividad de enzimas antioxidantes.

El nopal analizado en los ensayos in vitro mencionados anteriormente, también se
utilizé en un experimento realizado en el INNSZ por la M. en C. Sofia Moran
Ramos en el cual se utiliz6 como modelo de obesidad a las ratas Zucker (fa/fa),
esto modelo se utilizo debido a que la obesidad se ha relacionado ampliamente al
aumento de EO y la disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes
(Furukawa et al., 2004). Para ello realizdé un protocolo en el cual utilizaron ratas
Zucker (fa/fa), las cuales fueron divididas en 3 grupos (n=18, 6 en cada grupo), un
grupo control fue alimentado con una dieta control (AIN93), el grupo nopal 3% vy el

grupo nopal 4%, estos ultimos grupos fueron alimentados con dietas ajustadas a la
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control en la que se sustituye la fibra (celulosa) por 3% y 4% de fibra proveniente
del nopal (tabla 9), todos los grupos fueron alimentados durante 7 semanas. Una
vez que concluyo el experimento, las ratas fueron anestesiadas con el uso de CO,
y después sacrificadas por decapitacion, posteriormente se obtuvieron muestras
de higado de animales con ayuno de 8 h y animales con 2 h de post-prandio, esto
con la intencion de conocer el efecto del alimento en el metabolismo de las ratas.
El higado se extrajo rdpidamente y se mantuvo almacenado a -70° C hasta que se
utilizé en los diversos ensayos. Una vez que se obtuvo el tejido las
determinaciones de la actividad de las enzimas antioxidantes, marcadores de
estrés oxidante y marcadores de dafio oxidante se realizaron en nuestro
laboratorio (Laboratorio 209 del Departamento de Biologia de la Facultad de

Quimica, UNAM).

Tabla 9. Composicion de las dietas que consumieron las ratas Zucker (fa/fa)
durante 7 semanas.

Dieta control | Control + 3% Nopal | Control + 4% Nopal
Componentes (AIN-93G)
g/kg de dieta
Proteina (caseina) 200 179.4 179.4
Almidén 397.4 397.4 397.4
Malto dextrinas 132 108.4 108.4
Sacarosa 100 100 100
Aceite de soya 70 70 70
Fibra (celulosa) 50 20 10
Fibra (nopal) -- 30 40
Mezcla de minerales AIN-93 35 35 35
Mezcla de vitaminas AIN-93 10 10 10
Bitartrato de colina 2.5 2.5 2.5
L-cisteina 3 3 3
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5.4.1.1 Extraccién del ARN.

A partir del higado se llevo a cabo la extraccion del acido ribonucleico (ARN total)
(Chomczynski, 1993). EI ARN se utiliza para medir la expresion génica. Una vez
que se tiene el ARN mediante el método de trascripcion reversa, se genera acido
desoxirribonucleico complementario (ADNc), el cual se utiliza en la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), mediante la
cual se amplifican segmentos especificos correspondientes a las secuencias de
ADN de interés.

Ensayo

Se colocd una muestra de 500 mg de tejido hepatico en un tubo de 30 mL, se
agreg6 8 mL de tiocianato de guanidina, 56 pL de B mercaptoetanol, se tapd y se
homogeniz6 correctamente. Posteriormente se agregaron 400 ul de sarcosil al
10%, se tapd y se mezcldé suavemente por inversion una sola vez; se centrifugo a
21500 x g durante 15 min a 18°C. Una vez centrifugado se tomaron 8 mL del
sobrenadante y se coloc6 en un tubo con 4 mL de cloruro de cesio. Estas
muestras se centrifugaron nuevamente a 10530 x g durante 18 horas a 18°C.

Después de este tiempo se desechd todo el sobrenadante en un frasco y se
mantuvieron invertidos. El precipitado se disolvié en 500 uL de agua, pipeteando
repetidamente para disolver la pastilla, se almacené la muestra (-70°C) hasta su
uso. Los siguientes pasos se realizaron siempre manteniendo las muestras en
hielo. Las muestras se descongelaron, se centrifugaron a 21500 x g durante 30
min, se deseché el sobrenadante cuidando que la pastilla no se desprendiera del
tubo, se dejé secar por inversion, se afiadi6 1 mL de etanol al 70% frio y se
mezcl6 hasta que la pastilla se despeg0, posteriormente se centrifugé a 21500 x g
durante 15 min a 18°C, se desecho el sobrenadante con cuidado y el ADN se
resuspendio en agua destilada (el volumen agregado depende del tamafo de la
pastilla), el producto obtenido fue el ARN, el cual se calenté a 70°C por 5 min, se

cuantifico y almacen6 a —70°C.

30



5.4.2 Reaccidn de transcripcion reversa para la generacion de ADNc a partir
del ARN extraido.
La transcripcion reversa, se denomina asi porque se utiliza un molde de ARN para

sintetizar una cadena de ADNCc utilizando la enzima transcriptasa reversa.

Ensayo
Se prepardé una mezcla del ARN, con la enzima transcriptasa reversa y el Oligo

dT llevando a cabo las recomendaciones del fabricante (Invitrogen).

5.4.3 PCR en tiempo real.

La PCR es una técnica desarrollada a mediados de los afios 80’s. Con esta
metodologia se pueden producir multiples copias de un fragmento especifico de
ADN. Esta técnica se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que
produce una cadena de ADNc a otra ya existente. Los requerimientos de esta
técnica es que existan nucleétidos en el medio, el ADN que va servir de molde,
magnesio (como cofactor de la polimerasa), una enzima Taq polimerasa, puesto
qgue las temperaturas que se utilizan en esta técnica son elevadas (95°C en las
fases de desnaturalizacion del ADN) se emplean ADN polimerasas termoestables,

extraidas de microorganismos adaptados a vivir a esas temperaturas.

Ensayo

Se realiz6 la siguiente mezcla, 10 uL de mezcla maestra, 2 uL de oligonucleétido
sentido, 2 uL de oligonucledtido antisentido, 2 uL de ADNc, 2 uL de sonda Tagman
y 2 pL de agua (Applied Biosystems). En la Tabla 10 se describen los

oligonucledtido utilizados.
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Tabla 10. Oligonucledtidos utilizados parala determinacion de la expresién
de enzimas antioxidantes en el higado de las ratas Zucker (fa/fa) alimentadas
con extracto de nopal.

Enzima Oligo Sentido Antisentido

Glutatién gpx1 GCTGCTCATTGAGAATGTCG CTGATGTCCGAACTGATTGC
peroxidasa 1

Glutation Gsr GTTATTGTGGGTGCCGGTTA GGTGCAGTTGGAACTGATGA

reductasa

Catalasa Cat GGAGCAGGTGCTTTTGGATA GGCATCCCTGATGAAGAAAA
Superéxido sod2 CTGGACAAACCTGAGCCCTA GAACCTTGGACTCCCACAGA
dismutasa 2,
mitocondrial
Superoxido sodl CCACTGCAGGACCTCATTTT CAATCCCAATCACACCACAA
dismutasa 1,

soluble

5.5 Determinaciéon de la actividad de enzimas antioxidantes.

Una vez que se determind la expresion relativa de ARN de las enzimas
antioxidantes en el higado, se determind la regulacién a nivel post-transcripcional,
a través de la actividad enzimatica (U). Esta se representa mediante la cantidad
de producto formado por una enzima, bajo condiciones dadas por miligramo de

proteina total (U/mg de proteina).

5.5.1 Obtencién de homogenizados de tejido hepatico.

Para la determinacibn de la actividad enzimética se requiere de tejidos
homogenados. El tejido de interés se mantuvo en nitrégeno liquido después de su
obtencion y hasta su uso en cada ensayo. Se pesaron 10 mg del tejido y se
disolvieron en la cantidad de amortiguador que se requiera en cada ensayo; esta

mezcla se homogeniz6 en un politrén (marca Kinematica, modelo PT2000 Suiza)
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durante 30 seg. Para evitar contaminaciones entre una muestra y otra se

realizaron lavados de la cuchilla del rotor con agua destilada y etanol absoluto.

5.5.2 Determinacion de la actividad de la enzima catalasa.

La catalasa es una enzima antioxidante y cataliza la reaccion de dismutacién del

peroxido de hidrégeno (Fig. 8).

Catalasa

HEOE +HEOE > 2 HED + Dg

Figura 8. Reaccion de la catalasa, la cual dismuta el peroxido de hidrégeno
para formar H,O y O,.

Esta enzima se encuentra en tejidos de mamiferos principalmente en higado y
rindn (Nakashima et al., 1989). En las células estd unida principalmente a los
peroxisomas Yy mitocondrias, mientras que en los eritrocitos hay una gran

proporcién en forma soluble.

Ensayo

El ensayo se basa en la disminucion de la absorbancia del H,O, (240 nm) debido
a su degradacion por la CAT para formar oxigeno molecular y agua (Aebi, 1984).
En un tubo de ensayo se colocaron 25 puL de homogenizado + 725 pL de H,0, (30
mM), se agitdé en vortex 3 seg y se leyd la absorbancia en un espectrofotémetro

DU 640 Beckman Coulter a 240 nm cada 15 seg durante 30 seg.

5.5.3 Determinacion de la actividad de la enzima glutation reductasa.

La glutatiébn reductasa es una enzima antioxidante necesaria para mantener los

niveles de glutation reducido en un organismo (Fig. 9).
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Glutation

reductasa
GSSG n > 2 GSH
2NADPH 2NADP* + H'

Figura 9. Reaccidn de la glutatién reductasa, la cual mantiene los niveles de
glutation.

Ensayo

El ensayo se basa en la desapariciéon del nicotinamida-adenina-dinucle6tido-
fosfato (NADPH) el cual se monitorea a 340 nm en una mezcla de reaccidén que
contiene glutation oxidado (GSSG), EDTA, NADPH y una fuente que contenga la
enzima glutatiéon reductasa (homogenizado) (Carlberg et al.,1975). Se preparo la

siguiente mezcla de reaccion (Tabla 11).

Tabla 11. Mezcla de reaccién para determinar la actividad de glutation
reductasa en higado.

[inicial] [final]
Amortigudor de fosfatos 100 mM
pH 7.6
EDTA-Na - 0.5 mM
GSSG 1 mM 1.25 mM
NADPH 0.1 mM

Se colocaron 950 pL de la mezcla de reaccién en un tubo de vidrio, se agregaron
50 uL de homogenizado (1:10) y se mezcldé. La absorbancia se leyé en un

espectrofotometro DU 640 Beckman Coulter a 340 nm cada min durante 3 min.
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5.5.4 Determinacion de la actividad de la enzima glutatién peroxidasa.

La glutation peroxidasa es el nombre general de una enzima de la familia de las
peroxidasas, cuya actividad biolégica principal es proteger al organismo del dafio

oxidante que puede causar el H,O, (Fig.10).

Glutation
peroxidasa

2G3H +H,0; —— GSSG +2H20

Figura 10. Reaccion de la glutation peroxidasa, la cual utiliza el glutation
(GSH) para proteger del dafio oxidante debido al peroxido de hidrégeno.

Ensayo

La actividad de GPx se determina de manera indirecta por una reaccion acoplada
con la GR. Este método se basa en la disminucion de la absorbancia a 340 nm
debido a la desaparicion del NADPH. La GPx al reducir los hidroperoxidos
consume GSH y lo convierte en su forma oxidada, GSSG, este ultimo es
regenerado a GSH por la GR, en un proceso que consume NADPH (Fig. 11).

H20>2
| o= 2 GSH . = 2NADPH
GPx GR
l“b GssG = ™ INADP' +H'
2 H20

Figura 11. Reacciones para determinar la actividad de la glutation
peroxidasa, mediante una determinacion indirecta por desaparicion de
NADPH.
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Para llevar a cabo el ensayo se prepar60 una mezcla de reaccion (Tabla 12).
Posteriormente se colocaron 400 uL de la mezcla en un tubo de ensayo mas 50
UL de muestra. Se incubd 5 min a temperatura ambiente. Seguido de ello se
adicionaron 25 pyL de H,0, (2.5 mM) (Lawrence et al., 1976). Las lecturas se
llevaron a cabo cada min durante 3 min en un espectrofotdmetro DU 640 Beckman

Coulter a 340 nm.

Tabla 12. Mezcla de reaccion para determinar la actividad de glutation
peroxidasa en higado.

Conc. Final
EDTA-Na 0.5mM
Azida de sodio 1mM
GSH 1mM
NADPH 0.1 mM
GR 168 U
Buffer fosfatos pH 7 50 mM

5.5.5 Determinacion de la actividad de la enzimas superoxido dismutasa
total.

Las superéxido dismutasas son metaloenzimas que catalizan la conversion del

aniéon superoxido para obtener oxigeno molecular y H,O, (Fig.12).

0, +0, +2H" 5 H,0,+O0,

Figura 12. Reaccion de SOD. Dismutaciéon del anindn superéxido a peroxido
de hidrégeno por la SOD.

Ensayo
Para determinar la actividad de la SOD, se aprovecha la capacidad de los aniones
superoxido, generados por el sistema de la xantina-xantina oxidasa (Fig. 13), para
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reducir el azul de nitrotetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés). Esta reduccion es
inhibida o disminuida en caso de que la muestra contenga actividad enzimatica
para dismutar este radical (Oberley et al., 1984).

o o

H Xantina oxidasa 1)1\
o NH
0

HN > o > o~<N|
oy 74 N

Xantina 20, 20, Acido arico
SoD ra) Abs 280 nm

H.0;

NO, H,CO -‘( }— $0.
u,co,u(“{ .
0 N~ % g 7 0;. ¢
\ ’_'lq { \ NH NN
.\\ /“N" N 7 - . —\ ©
= o < V—s0; o /\_( %0
¢ NO,
o Formazan
Nitroazul de tetrazolio
Abs 586 nm

Figura 13. Reaccién de la xantina oxidasa con la xantina, cuyo producto es el

O, . La interaccion del O, con NBT produce el formazan, el cual puede ser
medido espectrofotométricamente a 560 nm.

En el ensayo se prepardé una mezcla de reaccion (Tabla 13), sin XO que es la

enzima que inicia la reaccion.

Tabla 13. Mezcla de reaccion para determinar actividad de SOD en tejido
hepatico.

Conc. final
Xantina 0.122 mM
EDTA 0.122 mM
NBT 30.6 uM
Albumina 0.006%
Na,COs3 49 mM
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Para el ensayo se colocaron en un tubo de ensayo 1.66 mL de mezcla de
reaccion, 330 pL de amortiguador y 33 puL de XO (168 U/L). La reaccion se incubd
15 min a 27°C. Después se agregaron 660 L de CuCl, para detener la reaccion.
Se midié la absorbancia a una longitud de onda de 560 nm durante 3 min, cada

min, en un espectrofluorometro Biotek Sinergy HT.

5.6Determinacion de marcadores de estrés oxidante en higado de ratas
Zucker (fa/fa).

5.6.1 Determinacion de especies reactivas de oxigeno en tejido.

Una de las técnicas para la deteccion intracelular de ERO, es mediante el uso
2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA).

Esta molécula fluoresce hasta que se eliminan los grupos acetato por las
esterasas intracelulares y se oxida por ER que estén dentro de la célula. Por lo
tanto, el uso de esta sonda sirve como indicador del estado redox en general en

las células o en un tejido.

Ensayo

La formacion de ERO se estimé por un método fluorométrico de acuerdo a lo
reportado por Ali y colaboradores (1992). En una placa negra de 96 pozos (marca
Corning Costar) se colocaron 300 uL del homogenado de tejido hepatico en
presencia de 100 uL de DCF-DA (5 mM), se incubaron a 37°C durante 60 min. La
intensidad de fluorescencia se registr6 al final de la incubaciébn en un
espectrofluorometro Biotek Sinergy HT a las longitudes de excitacion de 495 nm vy

de emision de 525 nm.

5.6.2 Determinacion de lipoperoxidacion mediante malondialdehido.

El proceso de oxidacién de los acidos grasos se denomina lipoperoxidacion. Se
trata de una reaccion en cadena o autocatalitica, es decir que, una vez que se

inicia, continla desarrollandose por si misma. Uno de los productos finales de
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lipoperoxidacién es el malondialdehido (MDA), el cual es considerado como
marcador de EO. El MDA se puede determinar de manera espectrofotométrica, ya
gue este compuesto forma un complejo colorido con el 1-metil-2 fenilindol (1M2F)

el cual se cuantifica a 586 nm (Fig. 14).
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Figura 14. Reaccion entre el malondialdehido (MDA) y el 1-metil 2-fenilindol
(1M2F). El producto es un cromoforo estable que se puede determinar de
manera espectofotométrica a 586 nm.

Ensayo
En tubos de ensayo o en tubos eppendorf de 1.5 mL se hicieron diversas mezclas

como se especifica en la tabla 14.

Tabla 14. Mezcla para determinacion de MDA en estandares y muestras.

Blanco Tubo Tubo Blanco de

estandares muestra muestra
A. fosfato 50 mM pH 7.4 0.2 mL - - -
Estandares de MDA -- 0.2 mL -- --

Muestra (1 mg de proteina) -- -- 0.2 mL 0.2 mL
Sol. de 1IM2F (en 0.65 mL 0.65 mL 0.65 mL --
acetonitrilo:metanol; 3:1)
HCI concentrado 0.15 mL 0.15 mL 0.15 mL 0.15 mL
Sol. acetonitrilo:metanol (3:1) -- -- -- 0.65 mL
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Se mezcld e incubd a 45°C durante 40 min, posteriormente se llevo a cabo una
centrifugacion a 3,000 x g durante 5 min (Gerard et al., 1998). Y finalmente se
determiné la absorbancia a 586 nm en un espectofotometro DU 640 Beckman

Coulter.

5.7Determinacion de la actividad antioxidante del nopal en humanos sanos
y pacientes diabéticos.
Ademas de los diferentes estudios en los que se han descrito las diversas
propiedades del nopal (Fernandez et al., 1990; Mufioz de Chavez et al., 1995;
Parck et al., 1998, Park et al., 2001); el departamento de Fisiologia de la Nutricion
del INNSZ ha llevado a cabo estudios en los cuales se ha demostrado que el
consumo de 300 g de nopal en pacientes diabéticos previene el aumento de los
niveles plasméticos de glucosa en estos pacientes. En base a estos resultados y
buscando nuevos beneficios del consumo de nopal se llevaron a cabo
determinaciones de la actividad antioxidante en plasma y eritrocitos de humanos
gue consumieron 300g nopal. Para lo cual se realizaron 2 ensayos, uno con
sujetos sanos y otro con diabéticos, en ambos casos el consumo de 300 g de
nopal aportaria 24-27 mg de polifenoles, ademas de 33.9- 160.2 ug de B-
carotenos, los cuales son otros de los compuestos a los que se les ha adjudicado

actividad antioxidante (Rossoni-Junior et al., 2011).

En uno de los ensayos se seleccionaron a sujetos sanos para administrarles una
dieta libre de antioxidantes (tabla 15, ajustando la dieta a los requerimientos
energéticos de cada participante) durante 3 dias.En la dieta se eliminaron los
alimentos a los cuales se les haya caracterizado por tener actividad antioxidante
como: frutas, verduras, café, chocolate y ajo, entre otros (Kumar y Devasagayam,
2010; Borek, 2001; Shivashankara et al., 2011).
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Tabla 15. Dieta para determinacion de la actividad antioxidante conferida por
el consumo de 300 g de nopal durante 3 dias. La dieta control sin
antioxidantes fue la misma excepto que el nopal fue sustituido por tortillas.

Desayuno | Atole de maiz [47 g de tortillas, 1 taza de agua y 1 cucharadita de azlcar,
sin canela o vainilla]

1 pieza de nopal al vapor* [se cocind sin contacto con el agua por 8 min]

3 rebanadas de jamén [sin verdura, aceite, ningn condimento y/o hierba
fina] o 2 salchichas crudas o cocidas [sin condimento o aderezo a la
salchicha]

Colacion | Paleta Tutsi pop

Comida 1/2 taza de arroz cocido [sin consomé de pollo, condimentos, verduras,
aceite 0 margarina, solo se agrego sal]

150 g suadero asado [sin limén, salsas, cilantro, perejil, solamente sal]
1 pieza de nopal al vapor* [se cociné sin contacto con el agua por 8 min]

3 tortillas de maiz [obtenidas de tortilleria]

Colacion | 2 salchichas crudas o cocidas [sin ningun condimento o aderezo a la
salchicha]

Cena 1 paleta tutsi pop
1 pieza de nopal al vapor* [se cocino sin contacto con el agua por 8 min]

1 tortilla de maiz [obtenida de tortilleria]

*La forma de coccién del nopal fue seleccionada tomando en cuenta un
tiempo que no afecte la composicién del nopal y que fuera aceptado
sensorialmente por los consumidores.

Los criterios de inclusion para la seleccion de estos sujetos sanos fueron:
parametros bioquimicos estables realizados previamente en el INNSZ, indice de
masa corporal con un valor menor a 25, previa autorizacion de cada uno de los
participantes, sin importar el sexo de los participantes.

En el periodo de la ingesta de la dieta, a los sujetos experimentales se les tomaron
muestras de sangre. La primera muestra de sangre se tomoé el dia inicial de la
dieta, en ayuno de 8 h; al tercer dia de la dieta, se realizé la segunda toma, 2 h

después de haber consumido 300 g de nopal en el desayuno.
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El segundo ensayo fue en colaboracién con el Departamento de Fisiologia de la
Nutricion del INNSZ, participaron pacientes diabéticos a los cuales se administro
un desayuno que incluia 35% de proteina de soya (dieta alta en proteina de soya,
DAP) y 300 g de nopal, esto sOlo por un dia. EI desayuno DAP incluia
hamburguesa de soya y una bebida hecha a base de leche de soya. Los pacientes
consumieron 300 g de nopal 15 min antes de un desayuno DAP. EIl uso de
desayuno DAP en pacientes diabéticos es debido los propiedades benéficas del
consumo de esta proteina demostrados en diversos estudios en modelos animales
(Noriega-Lo6pez et al., 2007; Torre-Villalvazo et al., 2008; Torres et al., 2006).

Los criterios de inclusibn para los pacientes diabéticos fueron: hemoglobina
glucosilada menor a 8 mg/dl, tratamiento médico con metformina y consentimiento
de cada uno y rango de edad entre 30-60 afios y los criterios de exclusion fueron:
presentar alguna otra enfermedad, pérdida de peso rapida y fumar, em ambos

criterios no importa el sexo de los pacientes diabéticos.

La toma de muestra de sangre para los pacientes se llevd a cabo antes de
consumir el nopal y a diferentes tiempos (60, 120 y 150 min) después del consumo
del desayuno alto en proteina. La mayoria de estudios que se han llevado a cabo
para la determinacion de la actividad antioxidante in vivo antes y después del
consumo de ciertos alimentos, se han realizado en plasma y no se han encontrado
diferencias significativas. Koren y colaboradores (2010), reportan que los cambios

en la actividad antioxidante in vivo se evallan mejor en eritrocitos que en plasma.

Una vez que se obtuvieron las muestras sanguineas se procesaron para obtener
los diferentes componentes sanguineos: plasma y eritrocitos, como se describe a
continuacion. Se colocé 1 mL de sangre en tubo eppendorf de 1.5 mL, se
realizaron 3 centrifugaciones (500 g x 5 min), la primera de ellas para la obtencion
del plasma y las posteriores son lavados con solucion salina del paquete celular
restante (eritrocitos). Los eritrocitos se resuspendieron en 500 pL de HBSS

(Hank’s Balance Salt Solution).
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5.7.1 Método de DPPH para determinacion de actividad antioxidante en
sangre.
Se realiz6 el siguiente ensayo para determinar la actividad antioxidante basado en
el método de DPPH (cuyo fundamento se explicé anteriormente), utilizando los
distintos componentes obtenidos de la sangre (plasma y eritrocitos).

Ensayo

Se colocaron en un tubo eppendorf, 50 yuL de solucién salina, 25 uL de plasma o
eritrocitos mas 50 puL DPPH (1 mM). La mezcla se incubd a temperatura ambiente
durante 2 min. Posteriormente se agregaron 800 pL de etanol absoluto, se mezclo
e incubo durante 2 min a temperatura ambiente (Koren et al., 2010). Por ultimo se
centrifugdé a 1500 x g durante 2 min. Se leyo la absorbancia del sobrenadante en
un espectrofémetro DU 640 Beckman Coulter a 517 nm.

5.8 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron en promedio + EEM. Los datos se analizaron con
ANOVA de una via, seguido de una prueba de comparaciones mdultiples de
Banferroni, asi como prueba t student pareada. Para esto se empled el software
Prims 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Un valor de p<0.05 se considera

estadisticamente significativo.

43



6. RESULTADOS
6.1 Estudios in vitro. Actividad antioxidante del extracto de nopal.

La obtencion del extracto de nopal empleado en este estudio se realiz6 con
diversos disolventes como el agua, acetona/agua y etanol/agua. La fraccién
acuosa extrae los polifenoles que se hallan como glucésidos, las mezclas acetona
agua extraen todo tipo de polifenoles y el etanol extrae tanto los glucésidos como
los taninos condensados (Leighton y Urquiaga, 2000). Con este procedimiento se
obtuvo un extracto polifendlico. Posteriormente se realiz6 una hidrélisis &cida ya
que en el nopal los polifenoles se encuentran mayoritariamente enlazados a la
fibra insoluble, asociados como glucésidos (Ginestra et al., 2009), lo cual podria
intervenir en el metabolismo de estos compuestos.

La determinacion de la actividad antioxidante en la que se utilizd un extracto de
nopal hidrolizado, se realiz6 mediante el método DPPH, el cual es un método muy
eficaz utilizado para determinar la actividad antioxidante de diversos compuestos y
el cual no es especifico para alguna especie reactiva, solo se determiné si la
muestra analizada tiene algun efecto sobre los radicales libres. En este ensayo se
usoé el antioxidante acido ascérbico como estandar (Maldonado et al., 2005). En
los resultados se encontré que el extracto de nopal presenta actividad antioxidante
(Fig. 15A) la cual es dependiente de la concentracidon. El ICsy que presenta el
extracto de nopal es de 330 £ 51 ug/mL, el cual es cien veces mayor al ICsy 3.37+
0.01 pg/mL del acido ascorbico, por lo cual es menos eficiente que el acido

ascorbico para atrapar DPPH.

Con el objetivo de explorar si el proceso de hidrélisis tiene algun efecto en la
actividad antioxidante del extracto de nopal, se compararon los extractos de nopal
hidrolizado y no hidrolizado. La evaluaciéon de la actividad antioxidante se realizd
con el método de DPPH. En los resultados obtenidos se encontrd que la hidrdlisis
mejora el efecto antioxidante del extracto de nopal (Fig. 15B), ya que el ICs, del
extracto de nopal hidrolizado es menor al del extracto de nopal no hidrolizado
(0.33+0.05 vs IC5p de 0.83 +0.08 mg/mL ).
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Figura 15. Actividad antioxidante del extracto de nopal determinada
mediante el método DPPH. A. Extracto de nopal hidrolizado y la curva
estandar de acido ascérbico. B. Comparacién entre la actividad antioxidante
del extracto hidrolizado y no hidrolizado de nopal, *P<0.001 vs extracto de
nopal hidrolizado. Los datos se reportan como promedio + EEM, n=6-10.

45



Se llevo a cabo la cuantificacion de los polifenoles totales de los extractos de
nopal hidrolizado y no hidrolizado. Los resultados obtenidos en esta determinacion

se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Polifenoles totales determinados en los extractos del nopal hidrolizado y
no hidrolizado expresados en equivalentes de acido gélico, *P<0.05 vs extracto de
nopal hidrolizado. Los datos se reportan como promedio + EEM, n=4.

Extracto de nopal rico en Equivalentes de acido gélico (mg/L)
polifenoles
Hidrolizado 0.930 + 0.21*
No hidrolizado 0.328 + 0.06

La concentracion de polifenoles en el extracto de nopal hidrolizado fue mayor a la
del extracto no hidrolizado. Esta determinaciéon permiti6 conocer la cantidad de

polifenoles libres, a los cuales se les puede adjudicar actividad antioxidante.

Con base en los resultados obtenidos en el método DPPH y en la determinacion
de los polifenoles, se decidio utilizar el extracto de nopal hidrolizado para los

siguientes ensayos.

Posteriormente se realizaron diferentes ensayos para evaluar la capacidad

atrapadora especifica contra ‘OH, H,O,, ONOO ", 02._y HOCI.

6.1.1 Atrapamiento de especies reactivas: ‘OH, H,O,, ONOO , O," y HOCI.

En las determinaciones realizadas el extracto de nopal ejercié6 una actividad de
atrapamiento dependiente de la concentracion. El extracto de nopal presentd
actividad atrapadora hacia el ‘OH, sin embargo la actividad hacia esta especie fue
menor que la que se determin6 para la DMTU (atrapador estandar), ya que el
extracto de nopal presenté un ICso de 4.62 £ 0.89 mg/mL, el cual es cien veces
mayor al del atrapador estandar DMTU, ICso de 0.046+£0.002 mg/mL (Fig. 17A).

Para el caso del H,O,, el extracto de nopal presentd un ICsy de 7.01 + 1.1 mg/mL,
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este valor es similar al atrapador estandar piruvato, el cual tuvo un ICso de 4 +
0.016 mg/mL (Fig. 17B), por lo que se sugiere que el extracto de nopal es un
atrapador eficiente contra esta especie reactiva. El extracto de nopal presento
actividad atrapadora hacia el ONOO , el ICsy del extracto de nopal fue de
817.6+60.13 ug/mL, el cual es mayor en comparacion con el atrapador especifico

penicilamina, la cual presentd un ICsp de 4 + 0.82 ug/mL (Fig. 17C). El extracto de
nopal fue un atrapador eficiente contra el Oz'_, ya que presento un ICsy de 37.45 +

0.75 pg/mL, el cual es menor al IC5p (65.85 + 4.16 pg/mL) obtenido con el
atrapador especifico acido ascérbico (Fig. 17D). Para el &cido hipocloroso el
extracto de nopal presentd un atrapamiento similar al del atrapador especifico
NDGA (ICsp de 0.183 = 0.09 mg/mL vs ICsg de 0.168 + 0.014 mg/mL) (Fig. 17E).
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Figura 17. Actividad atrapadora del extracto de nopal hacia diferentes
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Los resultados obtenidos del extracto de nopal en los ensayos de la actividad

atrapadora contra diferentes ER se resumen en la tabla 17.

Tabla 17. Capacidad atrapadora del extracto de nopal hacia diversas
especies reactivas. Se presentan los datos de ICsp obtenidos en cada
ensayo.

Actividad atrapadora de especies reactivas e ICxg

Especie Atrapador I1Cs0 (mg/mL) ICso (rg/mL) del extracto de nopal
reactiva especifico
DPPH Vitamina C 3.8+0.03 (10) Hidrolizado 330+8.16 (6)

No hidrolizado 830+32.65 (6)

*OH DMTU 46+1.1 (4) 4620+445 (4)
H,0, Piruvato 4000+4.46 (5) 7010+491 (5)
ONOO Penicilamina 4+0.4 (4) 8203 (4)
o, Vitamina C 65+2.3 (4) 37+3.75(4)
HOCI NDGA 164+5.2 (4) 184+45 (4)

Los datos se reportan como promedio + EEM, y el valor de n se indica entre
paréntesis en cada ensayo.

6.1.2 Comparacion de la actividad antioxidante del nopal y diferentes

alimentos.
Con el objetivo de comparar la actividad antioxidante del extracto de nopal con
extractos de otros alimentos se emplearon café soluble, ajo y ciruela. Se evaluo la
actividad antioxidante de estos extractos mediante el método ORAC. Los
resultados se reportan como equivalentes trolox (umoles de trolox/g muestra
fresca). El trolox es un analogo hidrosoluble del alfa-tocoferol (vitamina E) y
debido a la actividad antioxidante que presenta se ha utilizado como estandar para
diferentes ensayos, uno de ellos es ORAC. En los resultados se encontré que el
café soluble presenta mayor actividad antioxidante ya que tuvo mayor cantidad de

equivalentes trolox, 2377.8 £ 68.6 umoles de trolox/g muestra fresca, seguido del
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ajo el cual presentdé 1096.7 + 94.3 umoles de trolox/g muestra fresca, en tercer
lugar el nopal con 656.97 + 5.20 umoles de trolox/g muestra fresca y en ultimo
lugar la ciruela con 128.31 £ 1.66 pmoles de trolox/g muestra fresca, siendo muy

similares las actividades antioxidantes del nopal y el ajo (Fig. 18).

Café soluble

Ajo 1 —4

Nopal

Ciruela

1000 2000 3000
Equivalentes Trolox (umoles/ g de alimento fresco)

Figura 18. Actividad antioxidante de diferentes extractos de alimentos,
evaluada mediante el método ORAC. Los resultados se expresan como
equivalentes trolox (umoles)/g de alimento fresco. Los datos se reportan
como promedio £ EEM, n=3.
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6.2 Estudios in vivo.

6.2.1 Determinacion de la expresion génica, actividad de enzimas
antioxidantes y marcadores de estrés oxidante en higado de ratas Zucker
(fa/fa).

El EO se ha relacionado ampliamente con diversas patologias. Por lo que es
importante conocer la expresion de enzimas antioxidantes que forman parte del
sistema antioxidante enddgeno, el cual se activa como forma de defensa del

organismo para disminuir las especies reactivas que generan EO.

Se encontré un aumento significativo en la expresion de CAT en los grupos de
nopal al 3 y 4% comparados con el grupo control en la condicion de ayuno (Fig.
19A); sin embargo este aumento no se vio reflejado en la actividad de la enzima
en esta misma condicion pues se encontrd que el efecto es contrario, ya que la
actividad de la enzima disminuy6 en estos grupos. En postprandio, la expresion de
CAT en los grupos de nopal al 3 y 4% presentd una disminucion significativa en
comparacion con su grupo control (Fig. 19A), esto si concuerda con la actividad de

la enzima en esta misma condicién (Fig. 19B).
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Figura 19. Expresion y actividad de catalasa en higado de ratas Zucker
(fa/fa), C (control), N3% (nopal 3%) y N4% (nopal 4%). A. ARNm relativo, *P<
0.001 vs control respectivo; B. Actividad de la enzima catalasa, *P< 0.01 vs
control respectivo. Los datos se reportan como promedio + EEM, n=5.
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La expresion de GR, en condicién de ayuno presenta un aumento significativo en
el grupo de nopal 4% respecto a su control (Fig. 21A), sin embargo este aumento
no se ve reflejado en la actividad de la misma (Fig. 21B). Para la condicion de
posprandio se observé un aumento en el grupo de nopal 3% respecto a su control
(Fig. 21A), sin embargo para este mismo grupo la actividad presentd una

disminucién significativa respecto al control (Fig. 21B).
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Figura 20. Expresion y actividad de la glutation reductasa en higado de ratas
Zucker (fa/fa), C(control), N3% (nopal 3%) y N4% (nopal 4%). A. ARNm
relativo, * P< 0.05, ** P< 0.001 vs control respectivo. B. Actividad enzimatica
de la glutation reductasa, * P< 0.05 vs control respectivo. Los datos se
reportan como promedio + EEM, n=5.

No hubo cambio de la enzima GPx en ambas condiciones (ayuno y posprandio)

para ninguno de los grupos de nopal (Fig. 21A-B).
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Figura 21. Expresién y actividad de la glutation peroxidasa en higado de ratas
Zucker (fa/fa), C(control), N3% (nopal 3%) y N4% (nopal 4%). A. ARNm relativo B.
Actividad enzimética de la glutatién peroxidasa. Los datos se reportan como
promedio + EEM, n=5

La expresion de SOD1 (citoplasmatica) presenta un aumento significativo en los
grupos de nopal 3 y 4% en ayuno (Fig. 22A). En la condicion de posprandio se
observé un aumento significativo en el grupo de nopal 3% Yy permanecio sin
cambios el grupo nopal 4% con respecto al grupo control (Fig. 22 A). Para SOD2
(mitocondrial) no se observa ninguna diferencia significativa ninguno de los grupos

(Fig. 22 B).

La actividad total, de las diferentes isoformas de la SOD no presentan diferencias,
sin embargo se debe determinar la actividad especifica de la SOD2 para saber si

el comportamiento de la expresion se correlaciona con su actividad (Fig. 22C).
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Figura 22. Expresion de la super6xido dismutasa citoplasmética y mitocondrial en
tejido hepético de ratas Zucker (fa/fa), C (Control), N3% (nopal 3%) y N4% (nopal
4%). A. ARNm relativo de SOD1, *P<0.001, **P<0.0001, vs control respectivo. B.
ARNmMm relativo de SOD2; C. Actividad enzimatica total de la super6xido dismutasa.
Los datos se reportan como promedio + EEM, n=5.

6.2.2 Determinacién de marcadores de estrés oxidante en higado de ratas
Zucker (fa/fa).

En la determinacion ERO en el higado de ratas Zucker (fa/fa) se encontré6 que
existe una disminucién significativa de las mismas en los grupos de nopal en
ayuno (Fig.23), por otro lado en el posprandio no se observan diferencias de los
grupos del nopal respecto a su control (Fig. 23). Comparando los grupos controles
en ambas condiciones se observa que en el posprandio hay una menor cantidad

de ERO comparado con la condicién ayuno.
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Figura 23. Especies reactivas de oxigeno (ERO) en higado de ratas Zucker
(fa/fa), C (control), N3% (nopal 3%) y N4% (nopal 4%), *P< 0.001 vs control
respectivo. Los datos se reportan como promedio + EEM, n=5.

El MDA es un producto final de lipoperoxidacién y su determinacion se usa
frecuentemente como un marcador de dafio de las ER sobre los lipidos
(Yesilbursa et al., 2005). Los resultados para esta determinacion se observan en la
figura 24. Se observa que existe mayor lipoperoxidacion en el grupo control en
ambas condiciones (ayuno y posprandio), sin embargo en los grupos alimentados
con nopal el nivel de MDA disminuye significativamente. Debido a los resultados
anteriores podria sugerirse que el nopal presenta un efecto como antioxidante
directo al actuar sobres las ERO y esto podria relacionarse directamente con la
disminucién significativa de la cantidad de MDA presente en los grupos

alimentados con nopal.
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Figura 24. Concentracion de malondialdehido (MDA) en higado de ratas
Zucker (fa/fa), C (control), N3% (nopal 3%) y N4% (nopal 4%), * P< 0.05, ** P<
0.01 vs control respectivo. Los datos se reportan como promedio + EEM, n=5.

6.2.3 Determinacion de actividad antioxidante del nopal en plasma,
eritrocitos y sangre de sujetos sanos y pacientes con DT2.

En la determinacion de la actividad antioxidante in vivo en los sujetos sanos, se
encontr6 que el consumo de 300 g de nopal durante 3 dias aumenta
significativamente la actividad antioxidante. Se encontré un incremento del 20% en

el plasma y 10% en los eritrocitos (Fig. 25).
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Figura 25. Actividad antioxidante del nopal en plasma y eritrocitos de sujetos
sanos, determinada mediante el método DPPH, **P<0.01 y *P<0.05 vs control
sin nopal. Los datos se reportan como promedio + EEM, n=10.
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Debido a que el aumento de la actividad antioxidante fue mas evidente en el

plasma, la determinacion en los pacientes con DT2 se hizo solo en el plasma;
ademas se realiz6é un curso temporal para ver el efecto del consumo de nopal

sobre la actividad antioxidante. Se encontr6 un aumento del 10% en plasma 2

horas después del consumo del nopal en el desayuno (Fig. 26).
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Figura 26. Actividad antioxidante del nopal en plasma de pacientes con DT2,
determinada mediante el método DPPH; a diferentes tiempos después del
consumo del nopal. DAP (desayuno con alto en proteina), DAP+nopal
(desayuno con proteina+ 300 g de nopal), *P<0.01 vs Plasma DAP. Los datos
se reportan como promedio + EEM, n=10.
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7. DISCUSION

En los dltimos afios ha habido un gran interés por el efecto que tienen diversos
compuestos bioactivos sobre la salud. Sin embargo, no existe mucha informacion
sobre alimentos mexicanos. El nopal es un alimento que solo se consume en
México, tiene un gran contenido de agua por lo que aporta pocas calorias,
contiene compuestos polifendlicos, vitamina C y p-carotenos que le confieren
actividad antioxidante. En la actualidad no existe informacion sobre que especies
reactivas de oxigeno que es capaz de atrapar el nopal y si esta actividad
antioxidante pudiera ayudar al control de cierto tipo de enfermedades. Ademas
tampoco esta ubicada su capacidad antioxidante con respecto a otros alimentos.
Por lo que el desarrollo de esta tesis contribuye al conocimiento de las
propiedades antioxidantes del nopal en estudios in vitro e in vivo incluyendo
animales y humanos, por lo que actualmente podemos decir que el nopal es un

alimento funcional.

Para la obtencidbn de esta conclusion se utilizaron diversas tecnologias y

procedimientos tanto in vitro como en animales y en pacientes con DT2.

Los resultados con respecto a la actividad antioxidante in vitro del extracto de
nopal, demuestran que presenta capacidad antioxidante general, determinada
mediante el método DPPH, en la cual se obtuvo un ICso de 0.33 mg/mL,
considerando que la concentracion de estos polifenoles en el nopal es de 8-9
mg/100 g de nopal fresco (Stintzing y Carle, 2005), sugiere que la concentracién
de estos compuestos en 300 g de este alimento seria suficiente para tener un
efecto benéfico en condiciones en las cuales el EO juega un papel importante en
la progresion de diversas patologias como la obesidad y la DT2 (Colombani et al.,
20009).

Ademas que se demostré que la hidrolisis tienen un efecto en la actividad
antioxidante de los polifenoles presentes en el nopal. Esto concuerda con el
metabolismo de los mismos, ya que el aumento de la actividad antioxidante debido

a los polifenoles ingeridos a partir de la dieta es mediada por la absorcion de los
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mismos a traves de la barrera intestinal. Este proceso metabdlico sucede sélo si
los polifenoles son desglucosilados (Scalbert y Williamson, 2000), ademas que los
polifenoles glucosilados presentan una disminucién en la capacidad de donar
hidrogeno y son menos eficaces para atrapar ER en comparacion con sus formas
libres (Williams et al., 2004).

La cantidad de polifenoles (reportado en equivalentes de &cido galico mg/L) del
extracto de nopal hidrolizado fue mayor 0.930+0.21, comparado con el extracto de
nopal no hidrolizado 0.328+0.06. A estos polifenoles libres se debe la actividad
antioxidante del extracto ya que mediante método DPPH el ICs, del extracto
hidrolizado fue de 0.33 mg/mL el cual es menor al valor obtenido para el extracto
no hidrolizado que presentd un ICsy de 0.83 mg/mL. Debido a estos resultados se
sugiere que la hidrolisis es un proceso que da una mayor eficiencia sobre la

capacidad antioxidante.

El extracto de nopal hidrolizado present6 actividad de atrapamiento sobre diversas

ER como OH', H,O,, ONOO Ozo_ y HOCI. Sugiriendo que es buen atrapador de

las especies H,0,, Oz°_ y HOCI por la similitud de los ICso con los atrapadores

especificos de cada una de estas especies.

Estos resultados demuestran que el nopal posee actividad antioxidante directa
debido a los compuestos polifendlicos que posee. Esta actividad antioxidante es
conferida por la estructura quimica que presentan, como la presencia de un grupo
dihidroxilado en el anillo B (formando un grupo catecol), el cual es capaz de donar
facilmente su hidrogeno (electrones) para estabilizar una ER, asi como también la
presencia de insaturaciones en las posiciones 2,3 conjugados con un el grupo 4-
oxo- del anillo C permite la estabilizacion de su estructura a través de
deslocalizacion de electrones, y la presencia de grupos funcionales que son
capaces quelar metales de transicion como el hierro y el cobre (Williams et al.,
2004).
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Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en diversos de estudios,
por ejemplo los compuestos polifendlicos presentes en el vino tinto, han recibido
considerable atencion debido a su potencial actividad antioxidante (Lopez-Vélez et
al., 2003), otras de las bebidas méas populares del mundo a las que se han
asociado al incremento de la actividad antioxidante debido a la presencia de
polifenoles en su composicién son el té y el café, estos alimentos contienen en
particular flavonoides y acidos fendlicos los cuales han presentado capacidad de
atrapar diversas ER, a lo cual se asocia este efecto benéfico (Wang y Ho, 2009).
Estos estudios incluyen la diversidad de alimentos que presentan actividad
antioxidante. Con base en esto se realizO una comparacion de la actividad
antioxidante de un extracto de nopal con otros extractos de diferentes como café
soluble, ajo y ciruela; siendo el café el que presenta mayor actividad y la ciruela
con menor actividad, con ello se ubicé al nopal con una actividad antioxidante
similar a la del ajo (determinado con el método ORAC). Esta comparacion con los
diferentes alimentos a los cuales se les han adjudicado propiedades antioxidantes
(Pedraza- Chaverri et al., 2006; Jacobo y Cisneros, 2009; Wang y Millner, 2009)
permite tener un panorama acerca de la actividad antioxidante del nopal. Esta
actividad antioxidante del nopal determinada in vitro se correlaciona con el efecto
protector que ha demostrado el nopal en diferentes condiciones en las cuales esta
involucrado el EO, como efecto protector ante algunas patologias a nivel neuronal
(Dok-Go et al., 2003), ante el dafio inducido por niquel (Hfaiedh et al., 2008) y el
dafio hepético inducido por micotoxinas (Zourgui et al., 2008), por ello este estudio
tiene gran relevancia debido a que se demuestra la actividad antioxidante en
estudios in vitro e in vivo. Una de las propiedades mas importantes de una
sustancia antioxidante es, que ademas de ser un buen atrapador de ER in vitro,
también pueda llegar al sitio de accién en su forma activa y actuar in vivo y como

consecuencia atenuar o prevenir la oxidacion de biomoléculas.

También se estudié el efecto que produce el nopal en tejido hepatico de ratas
Zucker (fa/fa). Esta rata se ha utilizado para medir las especies reactivas que se
producen al aumentar las concentraciones de insulina. El higado es un érgano

gue desempefia un papel metabdlico muy importante durante la obesidad. Este

61



tejido presenta una acumulacion de lipidos, lo cual produce alteraciones en el
metabolismo mitocondrial. Esta desregulacion en la cadena respiratoria produce
como consecuencia ER lo que contribuyen a la generacion de EO en esta
condicion (Lockman et al., 2012). En este modelo de obesidad, el EO ademas de
un aumento en la produccién de ERO, también se asocia con una disminucioén en
la actividad de enzimas antioxidantes como CAT, GR, GPx, SOD1 y SOD2
comparado con animales sanos (Soltys et al., 2001; Blakely et al., 2003; Chang et
al., 2004, Sabuhi et al., 2011) estas enzimas desempefian un papel importante en
la defensa antioxidante celular.

Esta disminucion en la actividad del sistema antioxidante enddgeno podria ser
contrarestada por el consumo de antioxidantes, ya que se aminoran los dafios
causados por el exceso de ER. Por lo cual se sugiere que la actividad antioxidante
del nopal ejercera un efecto benéfico en este modelo patolégico. La cantidad de
ERO en grupos de ayuno control es mayor a la encontrada en grupos alimentados
con nopal (3 y 4%) en la misma condicion, resultados que se asocian a la
disminucién de lipidos oxidados (MDA) encontrado en los grupos alimentados con
nopal. Podria sugerirse que el nopal present6é un efecto directo sobre las especies
reactivas, lo cual se asocia a la disminucion de lipidos oxidados en el tejido, y por
lo tanto estd disminuyendo el EO. En los grupos sometidos al consumo del nopal
en la dieta se encontrd una disminucion en los marcadores de estrés oxidante,
por lo que el nopal podria tener un papel terapéutico en esta condicion. Ademas
de los efectos benéficos que ha presentado el nopal como la actividad
hipoglicémica (Mufioz de Chavéz et al.,, 1995; Meckes y Roman, 1986), la
actividad hipolipidémica (Fernandez et al., 1990; Fernandez et al., 1992;
Fernandez et al., 1994; Budinsky et al., 2001; Wolfran et al., 2002), la actividad

analgésica (Parck et al., 1998) y la actividad anti-inflamatoria (Park et al., 2001).

En el higado de estos mismos animales se encontré que el nopal incrementa el
ARNm de CAT, GR y SOD1 y sin embargo, la actividad de las enzimas no esta
asociada directamente con el comportamiento del ARNm. Estudios en diferentes

modelos experimentales, han descrito que el incremento en la expresion de
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enzimas antioxidantes no refleja incremento en la actividad de las mismas
enzimas, lo cual podria sugerir que estas enzimas se regulan a nivel post-
transcripcional (Shih et al., 2004). En este contexto, las modificaciones post-
transduccionales se generan mediante interacciones no-covalentes y/o la
transformacién de las uniones covalentes mediante fosforilacion y acetilacion
(Aran et. al., 2009). Debido a los resultados en la actividad de las enzimas CAT,
GR y SOD1 se puede sugerir que su actividad esta determinada principalmente
por la concentracion de estas proteinas, las cuales a su vez estan limitadas a la
regulacion en la sintesis de las mismas (Konigsberg, 2007).

Los resultados anteriores permiten sugerir que el nopal presenta un efecto
antioxidante directo al atrapar las ER y de esta manera disminuir la
lipoperoxidacién sin embargo no se puede atribuir un efecto indirecto ya que no se
observo un aumento en la actividad de las enzimas CAT, GR, GPx, SOD total,
aunque no hay que descartar la posibilidad de induccion de otras enzimas que
pudieran tener efecto antioxidante.

El efecto directo también se observo en los sujetos sanos y pacientes ya que el
consumo de 300 g de nopal aumentdé significativamente la actividad antioxidante
en diferentes fluidos como es el plasma, eritrocitos y sangre. EI aumento mas
significativo fue en el plasma (20%) respecto a la dieta control. El resultado del
incremento de la actividad antioxidante en el plasma puede deberse a que el tipo
de polifenoles presentes en el nopal se asocian a la albumina, la cual es una
proteina presente en el plasma (Conquer et al., 1998), sin embargo la actividad
antioxidante puede provenir de los eritrocitos, ya que se muestran que los
eritrocitos humanos no sélo tiene la capacidad de transportar oxigeno, sino
también para enlazar a su superficie una gran variedad de polifenoles
antioxidantes. Esta union se debe a los grupos hidroxilo presente en la estructura
quimica de los polifenoles, grupos que se unen electrostaticamente con los
componentes de la superficie de la membrana de los eritrocitos (Bonarska-Kujawa
et al.,, 2012), formando complejos eritrocito-polifenol que los hace agentes
antioxidantes mas eficientes al poder atrapar diversas ER (Koren et al., 2010).
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El metabolismo de los polifenoles se ha estudiado anteriormente (Mizuma et al.,
1994) lo cual nos permite tener un panorama acerca de la ruta que seguiran estos
para poder aportar los beneficios al ser consumidos. Se ha demostrado que el
glicido unido a los polifenoles puede jugar un papel en la absorcion de los
mismos, esto se comprueba en los estudios realizados por Mizuma y col. en los
cuales se demuestra que la absorcion de polifenoles glucosilados es mayor en
intestino delgado de ratas. Los polifenoles son absorbidos como sus agliconas
después de la hidrolisis previa de los glucosidos a lo largo del tracto digestivo,
como el intestino delgado, las células epiteliales intestinales, el colon debido a la
actividad bacteriana (Walle, 2004). Después de la digestion de estos compuestos
pueden ser irrigados a la circulacion, siendo asi como presentan aumento de la
actividad antioxidante en plasma.

El aumento de la actividad antioxidante del plasma de sujetos sanos debido al
consumo de nopal, sugiere que podria producir un efecto benéfico en condiciones
de enfermedad, como el desequilibrio producido por condiciones como
disminucién del sistema antioxidante enddgeno o activacion de vias pro-
inflamatorias (Olinescu y Smith, 2002). Este mismo efecto se pudo observar en el
plasma de pacientes con DT2 que consumieron nopal, esto tiene ain mayor
beneficio debido a que la mayoria de las complicaciones en DT2 estan asociadas
al aumento del EO (Evans et al., 2002, 2003), ya sea por la activaciéon de vias que
producen ER, por una disminucién en el sistema antioxidante endégeno o por
ambos (Wolff et al., 1991; Young et al., 1995; Chang et al., 2004).

Los pacientes con DT2 que se sometieron a un desayuno alto en proteina
suplementada con nopal. El desayuno alto en proteina de soya se administré a los
pacientes con DT2 debido a los efectos benéficos sobre el metabolismo que esta
proteina posee. En diversos estudios se ha demostrado que ratas con obesidad
inducida por dieta, alimentadas con proteina de soya, se reduce la
hiperinsulinemia (Noriega-Lopez et al., 2007). Se demostré que el consumo de
proteina de soya en presencia de una dieta alta en grasa modula el metabolismo

de lipidos en el tejido adiposo y el higado de ratas (Torre-Villalvazo et al., 2008),
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ademas que se ha reportado que la proteina de soya implementada en diferentes
estudios nutricionales en humanos y animales reduce tanto las lipoproteinas de
suero como los triglicéridos, asi como también el colesterol y los triglicéridos
hepéticos (Torres et al., 2006).

Otro efecto benéfico sumado al de la proteina de soya es el aumento observado
en la actividad antioxidante debido al consumo de nopal. De esta manera, el
efecto antioxidante del nopal tendria un efecto protector en las complicaciones de
la DT2 asociadas al EO. Ademas, el nopal presente en la dieta de estos pacientes
podria tener un efecto compensatorio en los fendmenos que se presentan en la
diabetes como son: la disminucion del sistema antioxidante endégeno, y con ello
una probable disminucion en la activacion de vias sensibles a estrés oxidante tales
como la formacion de los AGE, el sorbitol, y la produccién de moléculas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-6) que causan dafio celular y son los responsables de
las complicaciones a largo plazo de la diabetes como: la nefropatia, la retinopatia,
la neuropatia y el dafio macro y microvascular (Evans et al., 2002). Ademas, la
activacion de las mismas vias o similares parece mediar la resistencia a la insulina

y la alteracion en la secrecion de insulina (Evans et al., 2002).
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8. PERSPECTIVAS

Coloquialmente se sabia que el nopal era una fuente de antioxidantes debido a los
compuestos polifendlicos que presenta. Sin embargo hasta donde sabemos
ningun estudio habia demostrado esta caracteristica, de ahi la importancia del
presente estudio, donde se demuestra la actividad antioxidante del nopal en
ensayos tanto in vitro como in vivo. El estudio in vitro del nopal proporciona
informacion acerca la actividad atrapadora de este alimento hacia diversas ER,
ademas se describe para cual de estar ER es mas eficiente como atrapador. Un
logro importante de esta investigacion son los resultados obtenidos en el estudio in
vivo, ya que se observo un incremento significativo en la actividad antioxidante del
plasma de los seres humanos que consumieron nopal. Este alimento es tradicional
en la cocina del pueblo mexicano, sin embargo estos resultados podrian hacer que
el nopal tomara gran importancia en otros paises, ya que el consumo de este
alimento podria utilizarse de forma terapéutica en diversas patologias en las que
se involucre el EO, como obesidad, arterioesclerosis y diversas enfermedades
neurodegenerativas, en las cuales se podria determinar el efecto del nopal sobre
marcadores de EO, activacién de vias que intervengan en el mejoramiento de las
mismas, asi como también la disminucién de complicaciones presentes en cada
una de estas patologias. Dejando un campo de estudio muy amplio acerca de los
mecanismos por los cuales el nopal puede presentar efectos benéficos.
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9. CONCLUSIONES

In vitro el extracto de nopal presenta actividad antioxidante directa ya que atrapa
diferentes especies reactivas como siguientes especies H,O,, ‘OH, 02._, HOCI y

ONOO , lo cual es un gran hallazgo, ya que no se ha reportado esta actividad
antioxidante en el nopal. Este extracto de nopal podria posteriormente utilizarse
como posible compuesto de defensa antioxidante en cultivos celulares, a los
cuales se les someta un dafio que involucre la generacion de especies reactivas.
Sin embrago esta actividad antioxidante determinada en el extracto, no involucra
al nopal como alimento, solo a una parte de éste, por ello también se demostro in
vivo en un modelo animal de obesidad que el consumo de nopal durante 7
semanas presenta actividad antioxidante directa en el higado de ratas Zucker
(fa/fa) al disminuir la cantidad de ERO lo cual se refleja en la disminucion de
marcadores de dafio oxidante como el MDA, asi como también se demostré que
no presenta actividad antioxidante indirecta, ya que no induce la actividad de las

enzimas antioxidantes.

Este efecto antioxidante debido al consumo del nopal, no sélo se presentd en el
modelo animal, este efecto también se pudo evaluar en seres humanos, ya que se
determind un aumento (en plasma y eritrocitos) de la actividad antioxidante en los
sujetos que consumieron nopal. Con base en los resultados del presente estudio
se puede adjudicar al nopal como un alimento con actividad antioxidante, la cual
es una propiedad que beneficia directamente al ser humano, ya que esta
caracteristica antioxidante podria tener relevancia a nivel farmacologico y
nutrimental, debido a que el consumo de nopal puede utilizarse como estrategia
ante las diversas complicaciones asociadas al EO presentes en la obesidad y en
la DT2, las cuales forman parte de los principales problemas de salud publica de la

poblacién mexicana.
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