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RESUMEN

Introduccién.El chocolate, la vainilla y el nopal son alimentos originarios de
México en los que se ha identificado la presencia de compuestos bioactivos
benéficos para la salud con propiedades antioxidantes. Esta propiedad es de
importancia terapéutica en fisiopatologias cuya progresion esta asociada al
aumento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno
(ERN), el cual genera estrés oxidativo (EO), lo que provoca dafio celular
generalizado. Ejemplo de estas enfermedades son la obesidad y la diabetes tipo II.
Justificacion. Existen reportes respecto a algunas propiedades del chocolate, la
vainilla y el nopal. Sin embargo aun falta informacion sobre las propiedades
antioxidantes. Hipotesis. La vainilla, el chocolate y el nopal poseen compuestos
que presentan actividad antioxidante por lo que atraparan diversas especies
reactivas in vitro. El consumo de vainilla aumentara la capacidad antioxidante del
plasma de sujetos sanos. El tratamiento térmico disminuira el contenido de
vitamina C y la actividad antioxidante en nopales. Metodologia. La actividad
antioxidante, el atrapamiento de especies reactivas y el contenido polifendlico
fuerondeterminados por pruebas fluorométricas y espectrofotométricas. El
contenido de vitamina C fue determinado por titulacion y la actividad antioxidante
in vivo fue medida en el plasma de sujetos sanos con un indice de masa corporal
(IMC) entre 18 y 25. Resultados. El nopal, la vainilla y el chocolate presentaron
una actividad antioxidante considerable al compararlos con alimentos como el
café, el té y la zarzamora. In vitro, el chocolate y la vainilla presentan actividad
antioxidante directa contra las especies reactivas siguientes:

Chocolate: ‘OH > O2™> ONOO™ HOCI

Vainilla: H,O,>0H > HOCI

La vainilla tuvo un efecto antioxidante directo al aumentar la capacidad
antioxidante en plasma en seres humanos. Los tratamientos térmicos y la
eliminacion del mucilago del nopal reduce la concentracién de acido ascorbico,
polifenoles y por ende su actividad antioxidante. Conclusién. El nopal, el

chocolate y la vainilla provenientes de México son antioxidantes directos de varias



especies reactivas y podrian ayudar a mantener el balance entre la formacién de
especies reactivas y la capacidad antioxidante producida por ingerir alimentos

ricos en antioxidantes, disminuyendo el estrés oxidativo.



1. INTRODUCCION.

1.1.Especies reactivas.
Las especies reactivas (ER) son aquellas moléculas que por su estructura son
altamente inestables por lo que tienen una corta vida media, reaccionando con
cualquier molécula que esté a su alcance; éstas pueden presentarse en forma de

radicales o no radicales.

Un radical libre se define como cualquier especie quimica, ya sea atémica o
molecular, capaz de existir independientemente, que contenga uno o mas
electrones desapareados (que ocupan por si mismos un orbital molecular o
atomico) (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006, Lobo et al., 2010) y
pueden o no tener una carga negativa o positiva (Wallace, 1997) dependiendo del

proceso de su generacion:

e Pérdida de un electron de un no radical. X—->e+X 7
e Ganancia de un electron de un no radical. Y+e -Y"~
e Ruptura homolitica de una molécula. AB - A +B

La presencia de electrones desapareados modifica la reactividad quimica de un
atomo o de una molécula, y suele ser mas inestable que su correspondiente no
radical. En la mayor parte de los casos tienen un tiempo de vida menora 1 sy se
combinan para generar moléculas mas estables (Halliwell y Gutteridge, 2007).
Ademas pueden comportarse como oxidantes o reductores al donar o aceptar
electrones (Lobo et al.,, 2010). Sin embargo, la reactividad quimica de los
diferentes tipos de radicales libres es muy variable (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006).

La formacion de radicales libres ocurre continuamente en la célula como
consecuencia tanto de reacciones enzimaticas como no enzimaticas (Lobo et al.,

2010). Existen como derivados de muchos elementos 0 moléculas quimicas, y los



mas importantes desde el punto de vista biolégico son los derivados del oxigeno
(Rajendran et al., 2014) y del nitrégeno principalmente, aunque también destacan
los derivados del hidrogeno y del carbono, asi como los formados por los metales
de transicion como el hierro y el cobre, entre otros (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006). En muchos casos la reaccion con un radical libre
conduce a una serie de reacciones en cadena. Por ejemplo, la xantina oxidasa es
una molibdoenzima que produce anién superoxido (O27); los aldehidos producto
de oxidacion lipidica son sustratos para la xantina oxidasa, lo que conlleva a mas
produccion de Oy (Wallace, 1997).

Aunque el oxigeno es indispensable para la vida de los organismos aerobios, a
altas concentraciones o bajo ciertas condiciones a la concentraciéon normal llega a
ser toxico, esto se puede explicar por la formacidon de especies reactivas de
oxigeno (ERO). Estas especies son mas reactivas que el oxigeno en su estado
basal de triplete. Las principales especies son: las que se producen por la ruptura
0 excitacion de oxigeno (oxigeno atdomico, ozono y oxigeno singulete) y las
parcialmente reducidas (anion superéxido, peréxido de hidrogeno y radical
hidroxilo) (Hansberg, 2002). Ademas de las ERO, existen especies reactivas de
nitrogeno (ERN), azufre (ERS), bromo (ERB) y cloro (ERC) que pueden o no ser
radicales libres y se producen en forma continua como parte del metabolismo
(Cardenas-Rodriguez et al., 2006; Halliwell y Gutteridge, 2007). En bajas
concentraciones, son esenciales para varios procesos fisiolégicos, incluyendo la
fosforilacién de proteinas, la activacién del factor de transcripcién, la diferenciacion
celular, la esteroidogénesis, la inmunidad celular, y la defensa celular contra

microorganismos (Miller y Brzezinska-Slebodzinska, 1993, Rajendran et al., 2014).



1.1.1. Mecanismo de formacion de las ERO.

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y su estructura (Halliwell y Gutteridge,

2007).
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
Radicales No Radicales
Superoxido 0;” Perdxido de hidrogeno H.0,
Hidroxilo HO Acido hipocloroso HOCI
Perhidroxilo HOO Acido hipobromoso HOBr
Peroxilo ROO Ozono O3
Alcoxilo RO Oxigeno singulete 0,
Perdxidos organicos ROOH
Peroxinitrito ONOO°
Peroxinitrato O2,NOO’
Acido peroxinitroso ONOOH

Nitrosoperoxicarbonato ONOOCO*

Peroxomonocarbonato HOOCO*

Una de las formas de generacion de ERO es mediante la reduccién univalente del

oxigeno (Fig. 1).

+1e” +1e” +1e” e
0, > 0,7 > H0, J OH > 2H,0
+2H* +H+ HED +H+
Oxigeno Anion Perdxido de Radical Agua
superoxido hidrogeno hidroxilo

Figura 1. Reduccion univalente del oxigeno. Se le conoce asi a la adicion
sucesiva de electrones a la molécula de oxigeno el cual es el mecanismo de
formacion de las especies reactivas de oxigeno a través de la ganancia de
electrones (Galatro et al., 2006). Las ERO al combinarse con compuestos

nitrogenados forman ERN, como el peroxinitrito.



Las ER tienen un origen tanto enddégeno, como exdégeno (Martinez, 2007). Entre
las fuentes enddgenas destacan:
1. La cadena respiratoria.
2. Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos 0 macrofagos).
3. La autooxidacion de compuestos de carbono tales como aminoacidos,
proteinas, lipidos, glicésidos y acidos nucleicos.
4. La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario
como la hipoxantina, xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino oxidasa,

ciclooxigenasa y lipooxigenasa.

Las fuentes exdgenas pueden ser (Lobo et al., 2010, Martinez, 2007):
1. Ambientales. Radiacion electromagnética, luz solar, ozono, tabaco, etc.
2. Farmacoldgicas. Xenobioticos, drogas, etc.

3. Nutricionales. Contaminantes, aditivos, pesticidas, etc.
1.1.1.1. Anion superoxido (O27).

La formacion del O, ocurre por la reduccion univalente del oxigeno(Fig. 1). EI Oy”
tiene una funcién importante in vivo, ya que participa en procesos inmunoldgicos
de defensa(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006). Se genera por la
activacion del complejo enzimatico NADPH oxidasa, localizado en la membrana
citoplasmatica de las células fagociticas, el cual reduce parcialmente el oxigeno
de la siguiente forma:
MNADPH oxidasa
20, + NADPH +H* > 0,7 + NADP™ + 2H"

Figura 2. Reduccion del oxigeno por la NADPH oxidasa formando el O™

De la misma forma, la xantina oxidasa (XO) es capaz de reducir la molécula de

oxigeno para dar el O, de acuerdo a la siguiente reaccion:

X0
Xantina + 0, + H,0 = Acido trico + 0,7 + H*



Figura 3. Reduccion del oxigeno por la XO formando el O,".

De acuerdo con Hansberg (2002), alrededor del 1% del O, consumido en la
respiracion genera O;”, con el ejercicio el consumo de O, aumenta y por lo tanto
la generacion de O;”. Este también se puede formar a partir de la autooxidacion
de compuestos como el gliceraldehido o de las flavinas y las tetrahidropterinas

reducidas.
1.1.1.2. Peréxido de hidrégeno (H20-).

La mayor parte del H,O, proviene principalmente de la dismutacién del Oy”
ocasionada por la enzima superoxido dismutasa (SOD), su papel principal es
combatir al O2"; en los seres vivos se encuentra en el citosol, mitocondrias y en el

liquido extracelular.

50D
20,7 +2H*> 0,+H,0,

Figura 4.Dismutacion del O, por la SOD generando H,05.

Aunque no es un radical libre y por si solo es poco reactivo, tiene una gran
lipofilicidad que le permite atravesar membranas celulares y reaccionar con el Oy”
en presencia de metales de transicion, para generar el HO'. Por ésta razén se le
considera un oxidante importante en las células de los organismos aerobios
(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

En condiciones fisiolégicas, la produccion de H,O, se estima que representa
aproximadamente 2% de la absorcion total de oxigeno por el organismo (Rochette
et al., 2014).

El H,O, reacciona poco con el ascorbato y no reacciona con compuestos como el

NADPH, el ADN, los lipidos, o la mayoria de las proteinas, inclusive a



concentraciones milimolares, sin embargo si reacciona lentamente con algunos

cetoacidos, como el piruvato o el a—cetoglutarato (Hansberg, 2002).
1.1.1.3. Radical hidroxilo (HO’).

El HO" es considerado una de las especies oxidantes mas dafinas por su corta
vida media y alta reactividad, suele actuar en los sitios cercanos a donde se

produce (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Cuando el H,O, acepta un electrén desapareado se fragmenta y forma el HO y el
ion hidroxilo (HO") (reaccion de Fenton). Este ultimo es inocuo, protonandose para
formar agua. La estimulacion de la reaccion de Fenton con el O,” es la reaccion
de Haber-Weiss (Fig. 5) ya que sélo ocurre en presencia de trazas de un metal de
transicion (Hansberg, 2002, Wallace, 1997).

Fe?*/Fe?*

02._ + H202 _) 02 + OH- + OH

Figura 5. Reaccion de Haber-Weiss generando el HO'.

Otra via de generacion del HO'implicala reduccién univalente de acido hipocloroso

por Oz o por un complejo de hierro (Il) (Wallace, 1997).
HOCl+ O,” = OH-+Cl + 10,

Figura 6. Formaciéon del HO' a partir de la reduccién univalente de &acido

hipocloroso.

Un exceso en la produccion de Oy" puede contrarrestar los efectos

vasodilatadores del NO' induciendo vasoconstriccion.

1.1.1.4. Anidn peroxinitrito (ONOO).



En condiciones fisiologicas, en presencia de sustrato (L-arginina) y co-factores
(tetrahidrobiopterina: BH4), la oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) produce
oxido nitrico (NO°), el cual tiene potentes propiedades vasodilatadoras, anti-
inflamatorias y anti-trombdéticas (Rochette et al., 2014). El NO' es un radical libre
que reacciona lentamente con los tioles formando tionitritos o con los sulfhidrilos
de algunas enzimas. En cambio, reacciona rapidamente con compuestos, como
con el O,generando NOy,y con el Oy;" generando ONOO™. Ambos compuestos

son mas oxidantes que el NO' (Hansberg, 2002).

El ONOO™ es un potente oxidante que induce nitracion de tirosina,
lipoperoxidacién y citotoxicidad. Se ha encontrado involucrado en varios estados

patolégicos (Cardenas-Rodriguez et al., 2006).

1.1.1.5. Acido hipocloroso (HOCI).

Las peroxidasas son un grupo de enzimas que remueven el H,O, para oxidar a
otro sustrato. Una peroxidasa de gran importancia inmunoldgica es la mielo-
peroxidasa (MPO). La MPO presente en altas concentraciones en los granulos de
los neutrofilos, cataliza la conversion de H,O, a HOCI de acuerdo a la siguiente

reaccion:

i MPO
CI™ +H,0, > HOCI + OH-

Figura 7. Conversién de H,O, a HOCI catalizada por la MPO.

La MPO también cataliza la oxidacién de los iones Br ", I’y SCN".

El sistema MPO-H,0,-Cl ha sido estudiado ampliamente, porque la reaccion de
HOCI y H,O, puede producir oxigeno singulete (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-
Chaverri, 2006).



1.1.1.6. Oxigeno singulete ('0,).

El O, es un dirradical, esto es, tiene dos electrones libres o desapareados. Estos
electrones tienen el mismo giro, por lo que solo pueden interaccionar con los
electrones de otros elementos y compuestos que estén libres y que tengan el giro
opuesto. Esta es la razon por la cual el O, no es muy reactivo. El oxigeno
singulete ('0,) se forma cuando uno de los dos electrones libres del O, capta
energia y cambia de giro. Cuando eso sucede, inmediatamente se aparea con el

otro electron libre (Hansberg, 2002).

El 'O, también se forma por la dismutacion espontanea del O,", de la
descomposicion del H;O,, o de los acidos hipohalogenosos. También los
lipoperoxidos, generados por algunos radicales, pueden liberar 'O,, el cual es muy
reactivo y es capaz de reaccionar con la mayoria de compuestos celulares. El
producido fuera de las células reacciona fundamentalmente con las membranas
plasmaticas; el producido dentro de las células reacciona con el ADN, las
proteinas y los lipidos y otros compuestos celulares, cerca de donde se produce
(Hansberg, 2002).

1.1.1.7. Peroxilo (ROO).
Estos radicales se forman durante la ruptura de los peroxidos organicos y durante
la reaccion de radicales con atomos de carbono con oxigeno (ROO"), participando
principalmente en la lipoperoxidacion (Hansberg, 2002).

1.1.1.8. Ozono (O3).
El O3 es producido por la fotodisociacién de la molécula de oxigeno lo que genera

dos atomos de oxigeno monoatdémicos, los cuales posteriormente reaccionan con

el dioxigeno.
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Figura 8. Formacion de O3 por la fotodisociacion del oxigeno.

El ser humano también esta expuesto al O3 pues este se puede formar por las
reacciones fotoquimicas entre los 6xidos de nitrogeno y los hidrocarburos. Ya que
es un poderoso agente oxidante reacciona con las proteinas, los lipidos, entre
otros y puede producir inflamacion y dafo pulmonar (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006; Hansberg, 2002).

1.2.Estrés oxidativo (EO).

La exposicidon a los radicales libres de una variedad de fuentes asi como la
produccion de las ERO ha llevado a los organismos aerobios a desarrollar
mecanismos de defensa en forma de agentes antioxidantes, los cuales implican
mecanismos de prevencion, mecanismos de reparacion y defensas antioxidantes
(Carocho y Ferreira, 2013). Los mecanismos antioxidantes son muy diversos y en
cada organismo, célula o tejido predominan algunos sobre otros (Hansberg, 2002).
Por diversas causas puede perderse el balance entre condiciones oxidantes y
defensas antioxidantes (Rajendran et al., 2014). Lo anterior puede deberse a un
aumento en la produccion de ERO o bien, o una disminucién en los sistemas
antioxidantes o de reparacion, o a una combinacion de estos factores; lo que
conlleva a dafios en las macromoléculas. A tal condicidn se le denomina estrés
oxidativo (EO) (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006). El equilibrio entre
la oxidacion y anti-oxidacion es fundamental en el mantenimiento de un sistema
biolégico saludable y dosis bajas de antioxidantes pueden ser favorables a este
sistema, sin embargo grandes cantidades también podrian alterar el equilibrio
(Rajendran et al., 2014).
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Figura 9. Causas del estrés oxidativo (Rojas- Lépez, 2010).
1.2.1. Estrés oxidativo y biomoléculas.

Cuando se genera estrés oxidativo se puede inducir dafio a diversas biomoléculas
como lipidos, proteinas y ADN; lo que podria provocar alteraciones en el

funcionamiento celular (Rajendran et al., 2014).
1.2.1.1. Oxidacion de los &cidos nucleicos.

Las ERO dafian al acido desoxirribonucleico (ADN) al reaccionar con las bases
nitrogenadas y con la desoxirribosa. Por ejemplo, en muchas células se generan
modificaciones en las bases del ADN cuando se les afiade H,O5; esto se debe en
gran parte a los metales de transicién (fundamentalmente al Fe®") que se
encuentran unidos al ADN y que en presencia del H,O, generan HO" , el cual

modifica las bases del mismo. El HO' puede atacar tanto las purinas como las
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pirimidinas, asi como la desoxirribosa y ademas generar rupturas en el ADN
(Hansberg, 2002).

El dafno oxidativo al ADN es de extrema importancia, debido a que las bases
nitrogenadas dafiadas pueden generar mutaciones que a su vez pueden resultar
en carcinogénesis, apoptosis, necrosis e incluso enfermedades hereditarias
(Martinez, 2007). Se ha observado que en presencia de las ERO se fragmenta el
ADN y aparecen fragmentos internucleosomales, formados por la ruptura de ADN
entre los nucleosomas (estructuras fundamentales para la organizacion del ADN
dentro de los cromosomas), ocasionando con ello problemas en la compactacion y
enrrollamiento del ADN dentro de la cromatina y con ello, alteraciones en las
propiedades funcionales de la misma cromatina, la cual juega un papel importante

en la regulacion de la transcripcion génica.

Existen mecanismos de reparacién del ADN que se activan al momento en que
este sufre modificaciones oxidativas. Cuando las ERO alcanzan el nucleo o se
generan dentro de este por la reaccion de Fenton, estos mecanismos de
reparacion funcionan de manera eficiente, ya que continuamente revisan que
exista una adecuada secuencia de bases en la molécula de ADN y en caso de
existir alguna mutacion ya sea ruptura, entrecruzamiento o eliminacion de bases

reparan el dafo causado (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

1.2.1.2. Oxidacion de lipidos.

La lipoperoxidacion es el efecto que se produce al contacto de los lipidos de las
membranas con un agente oxidante, como cualquiera de las ERO.Los lipidos, en
particular aquellos que al ser poliinsaturados son propensos a la oxidacion, son
unos de los sustratos mas susceptibles al dafo por radicales libres;
considerandose a los biomarcadores de peroxidacion lipidica los mejores
indicadores de estrés oxidativo. En la reaccion de lipoperoxidacion, el radical libre

formado oxida una cadena insaturada de lipido, dando la formacién de un lipido
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hidroperoxidado y un radical alquilo. El alquilo reacciona con una molécula de
oxigeno y regenera la especie inicial, constituyendo una accion que se repite. Esta
lipoperoxidacién trae como consecuencia alteraciones en la estructura de la
membrana, afectando su fluidez y provocando dafio en su integridad (Hansberg,
2002, Martinez, 2007). La peroxidacion de los lipidos genera especies como el
malondialdehido y el 4-hidroxi-2-nonenal, los cuales son considerados como
citotoxicos, ya que pueden funcionar como agentes electrofilicos capaces de
interactuar con otros componentes celulares, principalmente proteinas y ADN
(Rajendran et al., 2014). Los lipoperoxidos se pueden reducir mediante glutation
peroxidasas (GPx) de fosfolipidos o son eliminados a través de las fosfolipasas
como la fosfolipasa A2, que aumenta durante el estrés oxidativo (Hansberg,
2002).

Cabe mencionar que la lipoperoxidacion es un proceso identificado en
enfermedades vasculares. Uno de los procesos importantes es la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad, efecto que se ha correlacionado con la

aterosclerosis (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

1.2.1.3. Oxidacion de proteinas.

Uno de los aspectos mas criticos del estrés oxidativo es el daio causado a las
proteinas, debido a que puede causar la pérdida de la actividad catalitica de
enzimas, dafios en la integridad de proteinas estructurales o interrumpir la
regulacion de las vias metabdlicas. A diferencia de los acidos nucleicos, los
sistemas de reparacion de las proteinas solo se limitan a los residuos de
metionina, por lo que las proteinas oxidadas deben ser hidrolizadas para evitar su
difusidn en la red metabdlica o su interaccién con otras proteinas.

Los efectos de las ERO sobre las proteinas son: la oxidacion de residuos de los
aminoacidos, el rompimiento de los enlaces peptidicos y la agregacion entre
proteinas (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006). La mayoria de dafos
en las proteinas son ocasionados por el HO", el cual reacciona con cualquier

aminoacido en el sitio donde se forma, que generalmente son sitios en donde se
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encuentra un metal de transicion como ya se ha mencionado (Hansberg, 2002).
Se ha vinculado una amplia diversidad de enfermedades con la presencia de las
proteinas oxidadas, algunas de esas son: la enfermedad de Alzheimer y la artritis

reumatoide (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

1.2.2. Estrés oxidativo y enfermedades.

En las ultimas décadas se han descrito un gran numero de patologias donde se ha
asociado la presencia y el aumento de las ERO y las ERN como fuentes que
contribuyen de forma importante al desarrollo de enfermedades como Alzheimer,
Huntington, artritis reumatoide, carcinogénesis, hipertension, inflamacién cronica,
diabetes mellitus tipo Il y obesidad (Cardenas-Rodriguez et al., 2006; Rajendran et
al.,, 2014). Estas ultimas de gran importancia debido a la prevalencia de las

mismas a nivel mundial.

En la clinica se han desarrollado diversos métodos para evaluar las condiciones
de estrés oxidativo basados en la acumulaciéon de productos oxidados (Cardenas-
Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006). Los productos de la oxidacion avanzada de
proteinas (AOPPs por sus siglas en inglés) son productos de las proteinas
expuestas a radicales libres y surgen de la reaccion entre proteinas plasmaticas y
oxidantes clorinados, mediados por la MPO,dando lugar a la formacion de
residuos de ditirosina y consecuentemente el entrecruzamiento, agregacion y
precipitacion de proteinas; en humanos estos productos se asocian con
enfermedades tales como la diabetes mellitus y la obesidad (Krzystek-Korpacka
et al., 2008).

1.2.2.1. Diabetes mellitus tipo Il.

La diabetes mellitus tipo 1l (DT2) es una enfermedad crénica caracterizada por

niveles de glucosa en sangre elevados, resultado de ya sea una deficiencia en
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produccion de insulina o resistencia a la insulina, y alteraciones en el metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas (Juarez-Reyes et al., 2015).
Aproximadamente 230 millones de personas en todo el mundo tenian diabetes en
el 2010. Este numero se espera que incremente a 333 millones de personas en el
2025 y 430 millones en 2030. La obesidad, la cual es un importante problema de
salud publica en todo el mundo, incrementa el riesgo de tener DT2 (Rochette et
al., 2014).

El estrés oxidativo inducido por la hiperglucemia puede explicar la patogénesis de
las complicaciones diabéticas. Las ER se forman de manera desproporcionada en
la diabetes por oxidacion de la glucosa, glucosilacion no enzimatica de las
proteinas y su posterior degradacion oxidativa (Rajendran et al.,, 2014). La
membrana mitocondrial interna contiene cardiolipina; que es un fosfolipido
insaturado localizado especificamente en este compartimiento. Se ha observado
que los niveles de cardiolipina disminuyen cuando la peroxidacion lipidica es
prominente como en el envejecimiento y la diabetes. EI aumento del estrés
oxidativo asociado con la peroxidacién de lipidos en las células endoteliales puede
ser una de las principales causas de las complicaciones diabéticas provocadas por
hiperglucemia (Fig. 10). El estrés oxidativo en plasma se incrementd en pacientes
con DT2 (Rochette et al., 2014). La mayoria de los estudios analizados por
Rajendran et al. (2014) apoyan un posible papel de la suplementacién con

antioxidantes en la reduccion de complicaciones diabéticas.
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Figura 10.Representacion esquematica del metabolismo de la glucosa y el estrés
oxidativo aunado a tres rutas: poliol, diacilglicerol y AGE (productos finales de
glucosilacién). eNOS: sintasa de 6xido nitrico endotelial; INOS: 6xido nitrico

sintasa inducible; Trx: tiorredoxina; Prx: peroxirredoxina.

1.2.2.2. Obesidad.

La obesidad es un desorden metabdlico asociado con un mayor riesgo para
desarrollar diversas patologias como hipertension, dislipidemia, DT2 o
enfermedades cardiovasculares. A pesar de la creciente toma de conciencia de los
efectos perjudiciales de la obesidad, su prevalencia esta alcanzando proporciones

epidémicas incluso entre los nifios (Krzystek-Korpacka et al., 2008).

La evidencia cientifica sugiere que la obesidad podria ser vista como un estado de
estrés oxidativo cronico, de manera similar a otras enfermedades basadas en
inflamacion. En consecuencia, la formacion acelerada de ERO y la acumulacion

de macromoléculas modificadas oxidativamente se ha demostrado en sujetos con
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sobrepeso y obesidad. Por lo tanto, con el fin de prevenir el desarrollo de
trastornos secundarios, las intervenciones para combatir la obesidad deben

centrarse en la atenuacion del estrés oxidativo (Krzystek-Korpacka et al., 2008).

Krzystek-Korpacka et al. (2008) realizaron estudios en los cuales asocian el
incremento de AOPPs en sujetos con sobrepeso y obesidad. Los sujetos llevaron
asi mismo una dieta y realizaron ejercicio fisico y se observé que una reduccién de
masa corporal clinicamente significativa tiende a asociarse con una disminucién

mas pronunciada en AOPPs.

1.3. Antioxidantes.

Debido a las alteraciones que se generan a partir del exceso de ER, se han
buscado estrategias para disminuir el estrés oxidativo. Una de ellas es el consumo

de antioxidantes.

Los antioxidantes se han definido como cualquier sustancia, que a
concentraciones bajas, inhibe, retarda, previene o remueve significativamente
procesos oxidativos (Rochette et al., 2014) y por lo tanto el dano oxidativo a
alguna molécula (Halliwell, 2007) por diversos mecanismos de accion, ya sea
directamente atrapandoERO y ERN siendo oxidadas ellas mismas frecuentemente
(Rajendran et al., 2014), o indirectamente regulando la expresion de las defensas
antioxidantes o inhibiendo la produccion de ERO y ERN (Khlebnikov et al., 2007).

Un antioxidante también debe tener la habilidad, después de atrapar a un radical
libre, de formar un nuevo radical que sea estable a la oxidacién, a través de la

union intramolecular de hidrogeno (Carocho y Ferreira, 2013).

Dentro del sistema antioxidante endégeno se encuentran enzimas como catalasas
(Cat), glutatiéon peroxidasas (GPx), glutation reductasas (GR) y superéxido
dismutasas (SOD), que se encargan de mantener los niveles de las ER, sin
embargo, a pesar de su eficiencia, el sistema antioxidante enddégeno no es

suficiente, y los humanos dependen de varios tipos de antioxidantes presentes en

18



la dieta para mantener concentraciones de radicales libres a niveles bajos
(Carocho y Ferreira, 2013; Halliwell, 2007).

1.3.1. Antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

El sistema antioxidante humano se divide en dos grupos: antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Carocho y Ferreira, 2013), los cuales se pueden

sintetizar in vivo o bien se pueden tomar a partir de la dieta (Halliwell, 2007).

Las defensas antioxidantes enzimaticas incluyen SOD, las cuales pertenecen a
una familia de metaloenzimas que catalizan la conversion del O™ a H2O, y a Oy;
GPx, que catalizan la descomposicién del H,O, o de otros peroxidos organicos a
H,O; Cat, hemoproteinas tetraméricas que catalizan la descomposicién del H,0,
a H,O y O, y otras enzimas tales como DT-diaforasas (NQO1), las cuales

catalizan la reduccion de quinonas, metalotioneinas (MT) o tiorredoxinas (TRX).

1) 200 "
(1) O:+2HW 2H2C)2

(2) 2H,0, —» 2HO + O,

Catalasa
(3) HO;+G8H ———» g88H + 2HO
NADPH ‘
D GR
NADP
v
2 GSH

4) Q+2e"+2H ———» QH,

DT-diaforasa

Figura 11. Antioxidantes enzimaticos(Martinez, 2007).

Los antioxidantes no enzimaticos son moléculas que pueden reducir oxidantes o
compuestos oxidados, prevenir la lipoperoxidacién y/o participar como cofactores
de reacciones enzimaticas antioxidantes representados por vitaminas [acido

ascorbico (vitamina C), a- tocoferol (vitamina E)], glutation (GSH) un tripéptido
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compuesto por cisteina, glicina y glutamato; carotenoides, una familia de
pigmentos presentes en frutas y vegetales formados por largas cadenas
hidrocarbonadas con dobles enlaces conjugados; el acido urico, el producto final
del catabolismo de purinas en el humano; acido félico y acido lipoico (Rochette et
al., 2014; Cardenas-Rodriguez et al., 2006; Martinez, 2007).

1.3.2. Antioxidantes en alimentos de origen vegetal.

El efecto benéfico de los antioxidantes sobre el mantenimiento de la salud humana
se ha convertido en un tema importante que ha involucrado a muchos cientificos
alrededor del mundo durante la ultima década, por lo que se les ha considerado
como nutracéuticos importantes (Sharma y Bhat, 2009). Se les confiere
importancia en términos de su capacidad para proteger contra el dafo celular
oxidativo que puede conducir a condiciones patolégicas como las vya
mencionadas.

El consumo de alimentos es una fuente importante de antioxidantes exégenos y se
ha estimado que una dieta tipica proporciona mas de 25,000 componentes
bioactivos de los alimentos como nutrientes y muchos de estos pueden modificar
una multitud de procesos que estan relacionados con diferentes enfermedades.
Generalmente, los antioxidantes son abundantes en frutas y hortalizas aunque
también se encuentran en los cereales integrales, guisantes, legumbres, frutos
secos Y otros productos alimenticios.

Se ha especulado que la disminucion en la ingesta de alimentos nutritivos y ricos
en antioxidantes puede aumentar las posibilidades de estrés oxidativo que puede
conducir a dafo celular, por lo tanto, la ingesta de estos antioxidantes naturales
puede dar efecto protector contra las enfermedades inducidas por radicales libres
(Matsuzawa y Ichijo, 2008, Rajendran et al., 2014).

Los antioxidantes principalmente de frutas y verduras estan conformados por
compuestos carotenoides como el licopeno, la luteina y el B-caroteno, los cuales

debido a las dobles ligaduras coordinadas que tienen son excelentes
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desactivadores del '0,, asi comotambién reaccionan con los radicales ROO* y el
NOgyestabilizandolos (Hansberg, 2002); también son ricos en compuestos
fendlicos como los flavonoles, flavonas, flavononas, antocianidinas vy
fenilpropanoides, principalmente (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006;
Moo-Huchin et al., 2015).

1.3.2.1. Polifenoles.

Los polifenoles son un grupo de compuestos presentes en la naturaleza que
poseen la facilidad de donar electrones y estabilizarse, ya que por su estructura
quimica, compuesta por anillos aromaticos, tienen la capacidad de deslocalizar el
electron desapareado (resonancia) (Vaya y Aviram, 2001).Los polifenoles
presentes en plantas y frutos han recibido especial atencién debido a sus
propiedades funcionales como anticancerigenos, antiinflamatorios, antibacteriales,
asi como antioxidantes (Chavez-Rivera y Ordénez-Gémez, 2013) y su efecto en la
prevencion del estrés oxidativo (Moo-Huchin et al., 2015), ya que se ha asociado
su consumo con la disminucion de enfermedades cardiovasculares y otras

manifestaciones crénicas (Wang et al., 2008).

1.3.2.2. Vitamina C.

Vitamina C es el término genérico para todos los compuestos que exhiben la
actividad biologica de acido L-ascérbico. Los acidos L-ascérbico y L-
dehidroascérbico son las principales fuentes dietarias de vitamina C.

La vitamina C es considerada como un compuesto antioxidante natural
proveniente de la dieta (Moo-Huchin et al., 2015), los humanos tienen que cumplir
con sus requerimientos diarios a través de vegetales frescos y frutas y/o
suplementos, so pena de padecer escorbuto (Hansberg, 2002).

Es un antioxidante hidrosoluble que se encuentra en el citosol y fluido extracelular,
el cual al tener dos hidroxilos ionizables, que hacen de él un excelente agente
reductor, puede interactuar directamente con radicales libres, previniendo asi dafo
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oxidativo. Se ha observado una fuerte relacion entre bajos niveles de vitamina C y
enfermedades cardiovasculares (Boyacioglu et al.,2014), se cree que tiene la
mayor importancia para la proteccion contra enfermedades y procesos
degenerativos causados por el estrés oxidativo siendo efectiva en el atrapamiento
del 0,7, H,0,, HO", '0, y NO'. La vitamina C es un excelente antioxidante siempre
y cuando no esté en presencia de hierro o de cobre, pues en esas condiciones se

genera el HO', transformandose asi en un prooxidante (Hansberg, 2002).
1.4.Alimentos nativos de México.
1.4.1. Vainilla.

De acuerdo a los datos histéricos, las primeras noticias que se tienen de la vainilla
datan de los afos 1427-1440, periodo durante el que los aztecas conquistaron el
imperio totonaca, recibiendo como parte del tributo ofrecido la vainilla (Quintero-
Lépez, 2014).

Por mas de tres siglos, México permanecié como el unico productor de vainilla
para consumo mundial, fue hasta 1836 que el botanico Charles Morren de Liege
descubrié que las flores requieren ayuda para ser polinizadas en forma natural por
insectos, esto condujo al desarrollo de un método de polinizacién artificial de las
flores de la vainilla. A mediados del siglo XIX llegé a Madagascar, pais que con
los anos se convertiria en el principal productor de vainilla del mundo (Maruenda
etal.,, 2013).

La vainilla es una orquidea tropical perteneciente a la familia Orchidaceae y es el
unico género de esta familia de plantas cuyas especies producen un fruto.

Es una enredadera que alcanza hasta 50 m de longitud y florece entre el tercer y
cuarto afo de ser plantada. La planta no efectua la autofecundacion debido a la
fisiologia de su flor por lo que es necesario llevar a cabo la polinizacién artificial
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durante el periodo en que las flores permanecen abiertas (seis a ocho horas) para

la fertilizacion y posterior desarrollo del fruto (Rojas- Lépez, 2010).

El desarrollo subsecuente del fruto verde a un fruto maduro y cosechable toma
aproximadamente entre 7 y 9 meses. Tras la cosecha, los frutos se someten a un
proceso de curado largo (5-8 meses) para finalmente convertirse en el producto de
sabor y aroma que se conoce (Maruenda et al., 2013). En estado de maduracion
total las vainas son de color amarillo verdoso, cilindricas de 10 a 25 cm de largo y
de 1 a 1.5 cm de ancho, tienen una seccion transversal triangular, con una cavidad

central que contiene miles de minusculas semillas (Fig.12) (Rojas- Lopez, 2010).
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Figura 12. Flor de vainilla, etapas en la maduracion del fruto, corte de vaina

(semillas en su interior).

23



Tabla 2 . Composicion quimica de la vainilla (Rao y Ravishankar, 2000).

Componente g/100g de vaina
Vainillina 2
Acido vainillico 0.1
P-hidroxibenzaldehido 0.2
Acido p-hidroxibenzoico 0.02
Azulcares 25
Lipidos 15
Celulosa 15-30
Minerales 6
Agua 35

En la composicion quimica de la vainilla curada se han identificado mas de 300

compuestos. Veinticinco compuestos fendlicos con concentraciones mayores a 1

ppm se han sefalado como responsables del caracteristico aroma y sabor de la

vainilla. Entre ellas, las mas destacadas son la vainillina, alcohol vainillico, acido

vainillico,alcohol 4-hidroxibencilico,4-hidroxibenzaldehido, acido 4-hidroxibenzoico,

alcohol anisilo, anisaldehido y acido anisico (Fig. 13) (Sinha et al., 2007).
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Figura 13. Estructuras quimicas de algunos compuestos en la vainilla.

Entre los constituyentes no volatiles que imparten su caracteristico sabor a vainilla
se encuentran taninos, polifenoles, aminoacidos libres y resinas. En tanto que
dentro de los compuestos volatiles responsables del aroma y sabor se pueden
mencionar carbonilos, alcoholes aromaticos y alifaticos, acidos aromaticos,
ésteres aromaticos, fenoles, lactonas, hidrocarburos alifaticos y aromaticos,

terpenoides, heterociclos, etc. (Rojas- Lopez, 2010).

La vainilla es valorada por su sabor, ya que imparte un aroma delicado, rico y
suave con notas lefiosas, dulces y picantes. Sus extractos son ampliamente
usados en la industria alimentaria para elaborar helados, chocolate, pasteles y
galletas (Murcia et al., 2004).

1.4.2. Chocolate.

Se denomina cacao al fruto extraido del arbol Theobroma cacao, fermentado o no

y secado. El cacao contiene cerca de 300 compuestos volatiles incluyendo
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ésteres, hidrocarbolactonas, monocarbonilos, pirroles y otros. Se ha dicho que los
importantes componentes del sabor son ésteres alifaticos, carbonilos aromaticos
insaturados, pirazinas, teobromina y polifenoles. En cuanto a los ultimos podemos
mencionar como ejemplo mas importante a la epicatequina la cual tiene la
propiedad de inhibir la oxidacion lipidica en el plasma sanguineo , dada su
capacidad de unirse a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Lépez-Munguia,
2011). El cacao también contiene cerca de 18% de proteinas, 55% de grasas, 0.5
a 2.7% de aminas alcaloides, 0.25 a 1.43% de cafeina, taninos, fosfolipidos entre
otros, ademas de ser fuente de minerales como el potasio, fésforo, magnesio,
calcio y vitaminas. Las plantaciones mas fecundas en México las tenemos en las
regiones costeras del Golfo de México: Tabasco, Veracruz, Chetumal y la costa

del Pacifico: Chiapas y Oaxaca (Muguerza- Medina, 2013).

El chocolate tiene sus origenes en las antiguas civilizaciones maya y olmeca,
consideradas las primeras que cultivaron el arbol del cacao. Los hallazgos
arqueoldgicos senalan que los mayas tomaban chocolate desde el ano 600 A.C.
El chocolate llegd a Espafia desde Meéxico en 1520 a través de monjes que
viajaban en la expedicion de Hernan Cortés, en Alemania fue introducido en 1646,

y en Suiza hasta 1711.

El chocolate es un producto altamente procesado de cacao, del que se sabe es
rico en flavonoides. El contenido fendlico de los productos elaborados de cacao
depende en gran medida de varios factores que incluyen tanto la calidad de la
materia prima y la formulacion asi como los parametros tecnolégicos adoptados
durante la elaboracion. La transformacion de cacao consiste de un proceso de
multiples pasos que, a partir de granos de cacao fermentados, incluye el secado,
tostado, molienda y refinacién, conchado y templado. Conchado es la operacion
unitaria basada en la agitacion de la masa de chocolate a altas temperaturas (por
encima de 50°C) y es un paso esencial para el desarrollo de la viscosidad

adecuada y la obtencion de la textura final y el sabor.
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Por lo general es un proceso de dos pasos que tiene como objetivo disminuir el
contenido de humedad, expulsar los residuos volatiles indeseables de la
fermentacién y cubrir todas las superficies de las particulas sélidas con la grasa.
En la segunda etapa, se afiaden mas grasa y emulsionantes para obtener una
pasta homogeneizada liquida. Las diferentes combinaciones de tiempo /
temperatura se seleccionan de acuerdo con el producto final a fabricar: en
chocolates oscuros se pueden usar temperaturas que van de 70 a 90°C;
variaciones de combinaciones de tiempo / temperatura de conchado obviamente
modifican la viscosidad, textura final y el sabor del chocolate. La eleccion de la
combinacion de tiempo / temperatura es uno de los parametros mas importantes
del proceso y se puede utilizar a menudo con el fin de modular e incrementar las
propiedades funcionales de algunos alimentos, como el café. Se ha reportado que
la actividad antioxidante y la concentracién de polifenoles de chocolates se
reducen significativamente por el efecto combinado de alta concentracién alcalina

y la temperatura de conchado (Di Mattia et al., 2014).

Tabla 3. Composicidon quimica del chocolate. Adaptado de (USDA) National

Nutrient Database for Standard Reference.

Chocolate oscuro ( 45- 59% sélidos de cacao)

Compuesto g/ 100 g
Agua 0.97
Proteina 4.88
Lipidos 31.28
Carbohidratos 61.17

Fibra dietaria 7

Calcio 0.056
Magnesio 0.146
Fosforo 0.206
Potasio 0.559
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1.4.3. Nopal.
El 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 (Avila-
Nava et al., 2014).
La composicion quimica es dificil de exponer, ya que en esta existen variaciones

debido a la etapa de madurez y época de siembra (Tabla 4).

Tabla 4. Composicion quimica del nopal (Arroyo Hernandez, 2014)

Componente g/100 g
Agua 88-95
Carbohidratos 3-7
Fibra 1-2
Proteina 0.5-1
Lipidos 0.2

Dentro de la composicion quimica del nopal se han identificado diversos

compuestos polifendlicos (Fig. 14).

Aromadendrina Vitexina Miricetina
oH
Ty J ~OH Gie _/‘:;T/CH L s
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Figura 14. Estructuras quimicas de algunos compuestos fendlicos del nopal.
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2. ANTECEDENTES FUNCIONALES DEL CHOCOLATE, LA VAINILLA
Y EL NOPAL.
La siguiente tabla presenta algunas de las propiedades que han sido atribuidas a

los tres alimentos de los que se discutio anteriormente:

Tabla 5. Propiedades del nopal (Arroyo Hernandez, 2014; Avila-Nava et al., 2014;
Lopez-Romero et al., 2014), chocolate (Allgrove y Davison, 2014; Lettieri-Barbato
et al., 2012) y vainilla (Cerruti y Alzamora, 1996; Shyamala et al., 2007).

Nopal Chocolate Vainilla
Antioxidante Antioxidante Antioxidante
Fuente de polifenoles Fuente de polifenoles Fuente de polifenoles
Antihiperglucémico Disminuye presion arterial Antimicrobiano
Anti-inflamatorio Mejora funcion Antimutagénico

plaquetaria
Fuente de acido
ascorbico

Nopal

o Antioxidante: Ademas de estudios in vitro que sefialan su actividad
antioxidante, se realizé un estudio en humanos donde se observo que tras
un consumo de nopal aumenté la actividad antioxidante en plasma (Avila-
Nava, 2012).

e Antihiperglucémico: Estudios con pacientes con DT2 y DT1 tras una dieta
que incluia nopal disminuyeron los picos posprandiales de glucosa e
insulina dentro de los niveles normales, debido a una reduccion en la
absorcion de azucar posprandial (Jimenez Carrillo, 1998, Lopez-Romero et
al., 2014).

e Anti-inflamatorio: Se ha informado que una dosis de 300 uL/mL de un
extracto de nopal administrada via oral a ratas provoca la disminucién de
enzimas de lisosoma que se relacionan con el proceso inflamatorio (Avila-
Nava, 2012).
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Hipolipidémico: En varios estudios se ha demostrado que las pectinas
aisladas del nopal provocan una disminucion de lipidos en sangre de
cobayos (Avila-Nava, 2012).

Analgésico. Se encontré que una dosis de 300 a 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 (Arroyo Hernandez, 2014).

Chocolate

Antioxidante. Estudios de intervencion realizados en humanos tras el
consumo de chocolate revelan una disminucion de la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) séricas y un aumento en la actividad
antioxidante del plasma (Lettieri-Barbato et al., 2012).

Efecto sobre funcion plaquetaria. Se ha demostrado el efecto benéfico del
chocolate sobre la funcion plaquetaria revelando una reduccion de la
agregacion, una disminucion del volumen plaquetario y una reduccion de la
degranulacion de las plaquetas (medida como liberacion de ADP) tras el
consumo de chocolate negro (Gémez-Juaristi et al., 2011).

Disminucion de la presion arterial. EI consumo de chocolate se relaciona
con la disminucion de la presion arterial y la vasodilatacion periférica. Se ha
detectado una reduccién de la presion arterial sistélica (PAS) hasta 4.1 mm
Hg y presién arterial diastolica (PAD) entre 1.8 y 8.5 mm Hg consumiendo
100 g de chocolate negro durante 2 semanas en personas sanas O

ligeramente hipertensas (Gomez-Juaristi et al., 2011).

30



Vainilla

Antioxidante. Se han realizado estudios in vitro que sefalan su actividad
antioxidante (Shyamala et al., 2007). Sin embargo no se han realizado
estudios in vivo.

Antimutagénico. En estudios realizados con cepas de E.coli con mutaciones
se observd que hubo una mayor tasa de sobrevivencia en los medios que
contenian vainillina, lo que puede indicar un efecto Antimutagénico (Ohta et
al., 1988).

Antimicrobiano. Se ha demostrado que en algunos productos alimenticios,
como puré de frutas, el crecimiento de levaduras que producen
descomposicion en el alimento fue inhibido en las muestras que contenian
vainillina, el cual es el compuesto que se encuentra en mayor parte en la
vainilla (Cerruti y Alzamora, 1996).

Como se observa no hay estudios in vivo que demuestren los beneficios del
consumo de vainilla en humanos ni en modelos animales, por lo que en

este trabajo se llevo a cabo el estudio in vivo.

3. OBJETIVOS.

Determinar la actividad antioxidante in vitro de alimentos de alto consumo
en México.

Determinar la actividad antioxidante in vivo de la vainilla en sujetos sanos.

3.1.0bjetivos especificos.

Determinar la actividad antioxidante de la vaina de la vainilla, del nopal con
distintos tratamientos térmicos y del chocolate mexicano y extranjero.
Comparar la actividad antioxidante de la vainilla, el nopal y el chocolate con
diferentes alimentos.

Determinar el contenido de vitamina C en las muestras de nopal.
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o Determinar el contenido de polifenoles en la vainilla y el nopal.

o Determinar la actividad antioxidante de la vainilla y los chocolates contra las
siguientes especies reactivas: radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno,
anion superoxido, anion peroxinitrito y acido hipocloroso.

o Determinar la actividad antioxidante en plasma de sujetos sanos después

del consumo de una dosis de vainilla.

4. HIPOTESIS.

La vainilla y el chocolate poseen compuestos que presentan actividad antioxidante

por lo que atraparan diversas especies reactivas in vitro.

El consumo de vainilla aumentara la capacidad antioxidante del plasma de sujetos

Sanos.

El tratamiento térmico disminuira el contenido de vitamina C y la actividad

antioxidante en nopales.

5. METODOLOGIA.

5.1. Alimentos evaluados.

En este trabajo se evaluaron distintos alimentos los cuales se mencionan a

continuacion:

1. Vainas de vainilla provenientes de Papantla, Veracruz. Se estudio tanto la
vaina completa, como la corteza (parte exterior) y las semillas (parte
interior)

2. Chocolate con 47% de cacao, producido artesanalmente, proveniente de
Oaxaca.

3. Chocolate con 70% y 100% de cacao, producidos artesanalmente,
provenientes de Chiapas.

4. Chocolate comercial con 73% de cacao, proveniente de Alemania.

5. Chocolate comercial con 70% de cacao, proveniente de Suiza.

6. Nopal proveniente del Estado de México.
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7. Granos de cacao provenientes de Tabasco.

El resto de los alimentos fueron adquiridos en un supermercado local ubicado en
el Distrito Federal, se eligieron unicamente los alimentos que se encontraban en

buen estado.

Ciruela, fresa, zarzamora, limén, manzana, chia, jitomate, aguacate, mango,

papaya, té verde, té negro, café soluble y café de grano.
5.2. Tratamiento de las muestras.

Los diferentes alimentos se deshidrataron en una estufa al vacio a una
temperatura de 50°C, excepto en el caso del nopal con distintos tratamientos
térmicos, para facilitar su comparacion eliminando asi la variable de humedad, la
cual es distinta para cada alimento modificando la cantidad de compuestos
antioxidantes presentes por gramo de muestra. Posteriormente se molié cada

alimento utilizando N liquido.

Para la comparacion de la actividad antioxidante del nopal tras distintos
tratamientos térmicos (Fig. 27) el nopal fresco se sometié a distintos tiempos de

coccion al vapor y posteriormente se realizaron los extractos.
5.3.Extraccion de polifenoles totales.

Para llevar a cabo la extraccion, se colocod 1 g de cada alimento en un tubo de 15
mL, se adicionaron 4 mL de agua destilada. Se mezcldé con agitacion continua
durante 15 min y posteriormente se centrifugd 1000 x g durante 10 min. Se
recolectod el sobrenadante en un nuevo tubo. Se adicionaron posteriormente 2 mL
de agua destilada seguidos de 15 min de agitacion continua y se volvié a
centrifugar a 1000 x g por 10 min. Se recolecté el sobrenadante. Se repitieron
ambos pasos utilizando 4 y 2 mL de acetona, respectivamente. Los sobrenadantes
recolectados formaron los extractos que se utilizaron en las determinaciones
(Gillespie et al., 2007). La mezcla de disolventes (agua y acetona), extrae todo tipo
de polifenoles (Avila-Nava, 2012).
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5.4.Comparacion de la actividad antioxidante con diferentes alimentos.
5.4.1. Actividad antioxidante determinada mediante el método de
DPPH.

Fundamento

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 reducciéon del
DPPH, un radical libre que por su electrén desapareado en un puente de su atomo
de nitrégeno (Sharma y Bhat, 2009) presenta absorbancia a 517 nm (purpura) y en
presencia de un antioxidante (donador de hidrégeno o electrones) la absorbancia
disminuye.

Ensayo

En un tubo eppendorf se colocaron 25 uL de muestra y se agregaron 1.48 mL de
DPPH 100 uM. La mezcla se agitd y se dejé en oscuridad a temperatura ambiente
por 15 min. Posteriormente se leyo la absorbancia a 517 nm. De manera paralela
se realizé una prueba utilizando como atrapador especifico el acido ascoérbico
(vitamina C) bajo las mismas condiciones en que se realizé la mezcla de la

muestra (Govindarajan et al. 2003; Avila-Nava et al., 2014).

A partir del ensayo con DPPH se obtiene la concentracién efectiva (ICsp) que se
define como la concentracién a la cual se disminuye en un 50% la concentracién
inicial de DPPH.

5.4.2. Actividad antioxidante determinada mediante el método ORAC.
Fundamento

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 (ROO’), el cual se genera mediante la reaccion entre el
dihidrocloruro de 2,2’-azobis (2-metilpropionamidina) (AAPH). El ROO" oxida a

la fluoresceina y ésta emite fluorescencia, la cual es monitoreada a lo largo de
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90 min. Durante este tiempo se registran los cambios de intensidad de
fluorescencia, lo que permite calcular el area bajo la curva de la caida de la

fluorescencia (Avila-Nava, 2012).
Ensayo

Para éste método se colocaron en una placa negra de 96 pozos 150 yL de
fluoresceina 40 nM, 25 uL de AAPH (Huang et al., 2002). Se leyd la
fluorescencia en un curso temporal durante 90 min en espectrofluorometro
Biotek Sinergy HT a longitudes de excitacion de 485 nm y de emisién de 520

nm.

5.5. Actividad antioxidante in vitro.
5.5.1. Atrapamiento del radical hidroxilo (HO’).

Fundamento

El radical hidroxilo es generado mediante la reaccion de Fenton.

Fe" -EDTA+H,0,—Fe"* ~EDTA+OH ™ +0H'

Figura 15. Reaccion de Fenton en la que se genera el radical hidroxilo. En esta

reaccion se utiliza como catalizador al hierro (I1).

Uno de los métodos para detectar especies reactivas es el uso de compuestos
fluorescentes, como lo es el 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 disminuyen los radicales hidroxilo que reaccionan con este (Avila-Nava,
2012).
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Tereftalato (no fluorescente) 2-hidroxitereftalato
(Fluorescente: A,.= 315 nm)
MA=4250mM

Figura 16. Determinacién de actividad atrapadora del ‘OH mediante método

fluoromeétrico.

Ensayo

Se realizé la mezcla de reaccién descrita en la Tabla 6 usando como diluyente
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4. Los reactivos se colocaron en el orden en
el que se presentan en dicha tablas (Avila-Nava, 2012; Qu et al., 2000). La
determinacién se llevé a cabo en una placa negra de 96 pozos, en cada pozo se
colocaron 22.2 uL de muestra y posteriormente 200 yL de mezcla de reaccién, de
manera paralela se realizé un ensayo utilizando el atrapador especifico de esta
especie: dimetiltiourea (DMTU), en las mismas condiciones en que se analizé la

muestra.

En este método fluorométrico se hicieron lecturas cada minuto durante 30 minutos.
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.
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Tabla 6. Mezcla de reaccion para llevar a cabo el ensayo de determinacion de la

actividad atrapadora del radical hidroxilo.

Reactivo Concentracion (mM) Volumen (mL)
Acido ascérbico 1 3.6
Peréxido de hidrégeno 10 1.8
Tereftalato 7 3.6
EDTA/FeCl; 11 3.6

5.5.2. Atrapamiento del aniéon superéxido (O27).
Fundamento

El ensayo se basa en el uso del sistema xantina-xantina oxidasa (Fig. 17).

Sistema generador de superdxido (0,™)
0

0
H Xantina oxidasa i
HN > NH
}\ I N/> 0:<N E /l\\.
Xantina 20, s X Acido drico
Abs 280 nm
NO;
NO; HyCO 50,
H;CDﬂ "
- S0y O M
0O N 1
}_J@r'q —- Y NH {N'N
NH N \"H." "-_\
Hnﬂﬂﬁ( HyCO—{ 50y
NOy
Formazan
Nitroazul de tetrazulm
Abs 536 nm

Figura 17. Reaccion del sistema xantina- xantina oxidasa, en el que se genera Oy~

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

reacciona con el nitroazul de tetrazolio formando asi el cromdgeno formazan.
Ensayo

Para esta metodologia se preparé una mezcla de reaccion, la cual se presenta en
la Tabla 7 (Avila-Nava, 2012; Medina-Campos et al., 2007).

Tabla 7. Mezcla general de reaccion para método enzimatico. Generacion del

anion superoxido mediante el sistema xantina- xantina oxidasa.

Mezcla de reaccion general
Concentracion Volumen (mL)
Xantina 0.3 mM 6
NBT 150 uM 3
Na.CO; 400 mM 1.5
EDTA 0.6 mM 3
Volumen total 13.5

Se colocaron 41 pL de muestra y posteriormente se agregaron 300 yL de la
mezcla anterior en cada pozo y 10 uL de xantina oxidasa 156 U (Sigma) para
iniciar la reacciéon. Como compuesto de referencia se utilizé Tiron (Maldonado et
al., 2005).

Se midio la absorbancia durante 3 min cada min en un espectrofluorémetro Biotek

Sinergy HT a una longitud de onda de 560 nm.
5.5.3. Atrapamiento del peréxido de hidrégeno (H205).
Fundamento

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

producto de esta reaccion se determina fluorométricamente (Avila-Nava, 2012).
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Rojo Amplex
HO__ =~ O« /3:‘\/0" Peroxidasa HO_ > ()\/’_/ 30
P —ee+ L
il . e = N7 F
!
C~CH

=7 N

H.0., O,
Figura 18. Reaccién del rojo amplex con peroxidasa en presencia de H,O,,
cuyo producto de reaccion es la resorufina.
Ensayo
Se preparo la siguiente mezcla de reaccion (Tabla 8).

Tabla 8. Mezcla de reaccion para determinar la actividad atrapadora del peréxido

de hidrogeno.

Mezcla de reaccién
Concentracion
Amplex red 10 mM
Peroxidasa de rabano 10 U/mL
Amortiguador de fosfatos pH7.4 50 mM

En una placa negra de 96 pozos se colocaron 100 uL de mezcla de reaccion, 50
ML de HyO2 (5 uM) y 20 yL de muestra. Se incubé 30 min en oscuridad a
temperatura ambiente. Posteriormente se realizé la lectura del punto final en
espectrofluorémetro Biotek Sinergy HT, utilizando longitudes de exitacion de 530
nm y de emisién de 590 nm. Como atrapador especifico se utilizdé al piruvato
(Medina-Campos et al., 2007).
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5.5.4. Atrapamiento del anidon peroxinitrito (ONOO).
Fundamento

El fundamento de éste 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’-dihidrofluoresceina, el cual en
presencia de ER como el peroxinitrito se oxida y se forma la 2’7’diclorofluoresceina
la cual emite fluorescencia. En presencia de un compuesto antioxidante que

atrape al anioén peroxinitrito, la fluorescencia emitida disminuye (Crow, 1997).
Ensayo

Para llevar a cabo éste ensayo se preparo la siguiente mezcla de reaccion (Tabla
9.) Los volumenes especificados en la tabla se colocaron en una placa negra de
96 pozos (Avila-Nava et al., 2014). Se utilizaron como compuestos de referencia
penicilamina y acido ascoérbico. Se dejo incubar 30 minutos a temperatura
ambiente. Se llevé a cabo la lectura del punto final en un espectrofluorémetro

Biotek Sinergy HT a longitudes de exitacién de 595 nm y de emisién de 528 nm.

Tabla 9. Mezcla de reaccion para determinar la actividad atrapadora de

peroxinitrito. DTPA (acido dietilentriaminopentaacético).

Concentraciéon (mM) Volumen (pL)
H.O - 180
Muestra - 20
DTPA 1 6.66
ONOO- 0.62 6.66
DCF-FDA 3.5 6.66
Volumen Total 220
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5.5.5. Atrapamiento del acido hipocloroso (HOCI).
Fundamento

Esta técnica se basa en la emision de fluorescencia por el acido p-aminobenzoico,
el cual al reaccionar con HOCI forma el acido 3-cloro-4aminobenzoico, el cual no
presenta fluorescencia. Por lo que se detecta una mayor sefal cuando hay un

mayor atrapamiento del HOCI por el alimento (Van Antwerpen y Ne've, 2004).
Ensayo

Se preparé HOCI inmediatamente previo a su uso usando 1 mL de NaOCl al 5% y
diluyendo con 3.3 mL de amortiguador de fosfatos 75 mM, pH 7.4. Se ajust6 a pH
6.4 utilizando H,SO,4 0.6 M. La concentracion de HOCI se determiné a una longitud
de onda de 235 nm, utilizando el coeficiente de extincién molar de 100 M~ ¢cm™
(Maldonado et al., 2005). A partir de dicha solucién se preparé HOCI 0.5 mM.

El ensayo se llevd a cabo en una placa negra de 96 pozos, en cada pozo se
colocaron 25 pyL de muestra, 25 uyL de HOCI 0.5 mM, 25 uL de &cido
aminobenzoico 1 mM y 150 yL de amortiguador de fosfatos 75 mM, pH 7.4. Se

utilizaron como compuestos de referencia acido ascorbico y acido lipoico.

Se realizo la lectura de punto final en un espectrofluorémetro Biotek Sinergy HT a

longitudes de excitacion de 280 nm y de emision de 340 nm.
5.6. Cuantificacion de polifenoles totales.
Fundamento

El método Folin-Ciocalteu se utiliza 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 vy
tungstato sddico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol formando complejos
fosfomolibdico- fosfotiingstico (Avila-Nava, 2012). La transferencia de electrones a

pH basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotungstico formando 6xidos
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que son cromogenos de tungsteno (Ws023) y molibdeno (Mog O»3) de color azul
intenso (Julkunen-Tiitto, 1985).

0OH OH

Reactivo de Folin
(W, Mo®) color
amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W™,
Mo™) color azul

Figura 19. Determinacién de polifenoles utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu.
Ensayo

Para la determinacion de polifenoles en las muestras de alimentos se utilizd la
metodologia descrita por Koren et al. (2010). En un tubo eppendorf se colocaron
50 pL de muestra y 250 pL de reactivo Folin, se mezclaron y se mantuvieron en la
oscuridad a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente se agregaron 500 L
de Na;CO3 al 20% se mezclé nuevamente y se dejo 20 min a temperatura
ambiente en la oscuridad. Se determiné la absorbancia a 760 nm en un
espectrofluorémetro Biotek Sinergy HT. Como estandar para el ensayo se utilizé
una curva estandar de acido galico (Sigma) cuyo rango de concentracién fue entre
1a 50 mg/L.

5.7.Determinacion de la actividad antioxidante de la vainilla en humanos

sanos.
Fundamento

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. Debido a ello se determind la actividad antioxidante en plasma de
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sujetos sanos después del consumo de 3 capsulas de 500 mg de vaina de
vainilla en polvo. Para observar solo el efecto de la vainilla, los sujetos fueron
sometidos a una dieta libre de antioxidantes (Tabla 10) dos dias previos al

consumo de las capsulas de vainilla.

La dieta libre de antioxidantes se ajustdé a los requerimientos energéticos de
cada participante. El unico criterio de inclusion para el estudio fue que el indice
de masa corporal (IMC) se encontrara dentro del rango 18.5 a 25. En esta
dieta se elimin6 el consumo de alimentos a los que se les ha atribuido tener
actividad antioxidante como frutas, verduras, café, chocolate, entre otros.
(Maurya y Devasagayam, 2010; Shivashankara et al., 2012; Avila-Nava et al.,
2014).

Tabla 10. Dieta ejemplo de 1800 kcal para determinacién de la actividad

antioxidante conferida por la vaina de vainilla.

Dietade 1800 kcal “SIN ANTIOXIDANTES”

Desayuno *3 Tortillas de maiz [De tortilleria]

*120g de queso panela

Colacién

salchicha]

Comida

consomé de pollo, condimentos, verduras, aceite o0 margarina].

cilantro, ni perejil, solamente sal].

*4 tortillas de maiz [De tortillerial.

*3 salchichas de pavo crudas o cocida. [NO se puede agregar nada a la

*1/2 taza de Arroz cocido [solo se puede agregar sal, NO se puede agregar

*120 g Pollo asado [NO se puede agregar nada, ni limon, ni salsas, ni

Colacién

* 2 paletas tutsi pop.
*2 salchichas de pavo crudas o cocida [NO se puede agregar nada a la

salchichal.

Cena

* 120 g de queso panela

*3 tortillas de maiz [De tortilleria].
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Ensayo

Las muestras de sangre obtenidas se centrifugaron a 500 x g por 5 min para
obtener el plasma. Posteriormente se determind la actividad antioxidante
mediante los métodos DPPH y ORAC.

5.7.1. Actividad antioxidante in vivo por el método DPPH.
Ensayo

En tubos eppendorf se colocaron 50 yL de solucién salina, seguido de 25 pL
de muestra de plasma y 50 yL de DPPH (1 mM). Se incubd la mezcla a
temperatura ambiente durante 2 minutos. Posteriormente se agregaron 800 L
de etanol absoluto, se mezclé y se incubd por 2 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugd a 1,500 x g por 2 minutos. Finalmente se leyo la
absorbancia del sobrenadante a 517 nm en un espectrofluorometro Biotek
Sinergy HT (Avila-Nava, 2012).

5.7.2. Actividad antioxidante in vivo por el método ORAC.
Ensayo

Se realizaron diluciones (1/250) de las muestras de plasma y se siguio el
mismo procedimiento descrito anteriormente para las muestras de alimentos

(ver punto 5.4.2.).

5.8.Determinacion de vitamina C.

Fundamento

Este método se basa en el poder de reduccion que tiene el acido L-ascérbico v el

uso del indicador 2,6- diclorofenol-indofenol (2,6-DI), el cual es un compuesto

quimico usado normalmente como indicador redox. En su estado oxidado el 2,6-DI

es de color azul, bajo condiciones acidas se vuelve rosa; cuando se encuentra en

su estado reducido es incoloro (Fig. 9). El acido ascoérbico por lo tanto es oxidado

a acido dehidroascorbico (Fig. 10) y 2,6-Dl es reducido.

44



N Cl H Cl
/©/ + ZHT 4+ 207 e— /@f
HO 0 HO OH
Cl Cl
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Figura 20. Reduccion del 2,6-diclorofenol-indofenol (2,6-Dl).
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Figura 21. Oxidacion del acido L-ascoérbico a acido dehidroascérbico.
Ensayo
El ensayo se realizé en base a la AOAC 1990 (con algunas modificaciones).

Se prepard una solucién de acido acético al 5%, una solucién estandar de
acido ascorbico (1 mg/mL) y una solucién de 2,6-diclorofenol-indofenol (2,6-Dl)
valorada: pesando 100 mg de 2,6-DI con 50 mg de bicarbonato de sodio y

aforando con agua destilada hasta obtener 1 litro de solucion.
Valoracion de la solucién indicadora (2,6-Dl)

Se colocé una alicuota de 1 mL de la solucion estandar y se adicionaron 9 mL
de solucién de acido acético al 5%, ésta mezcla se titulé con la solucion 2,6-DI
hasta que persistid el color rosado por 10 segundos. La cantidad utilizada se
consider6é como el volumen de 2,6-DI necesario para oxidar un miligramo de

acido ascorbico.
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Valoracion de la muestra

Se evalud el contenido de vitamina C en muestras de nopal fresco molido
(muestra solida) y en los extractos de nopal realizados (muestra liquida), a su
vez se realizo la evaluacion en guayaba fresca molida (muestra solida) y en

jugo de naranja recién exprimido (muestra liquida), usados como estandares.

Se pesaron aproximadamente 700 mg de muestra de nopal y 1000 mg de
guayaba, respecto a las muestras liquidas se tomaron 10 mL de extracto de
nopal y 30 mL de jugo de naranja, cada muestra se colocé en matraces

Erlenmeyer.

Inmediatamente se homogeneizé cada muestra con 50 mL de acido acético al
5%. Se llevo al aforo de 100 mL con agua destilada, se dejo sedimentar el
material insoluble y se decanté obteniendo el sobrenadante. Se tomaron
alicuotas de 10 mL las cuales se titularon inmediatamente con la solucion

valorada de 2,6-DI hasta que persisti6 el color rosa por 10 segundos.

6. RESULTADOS.

6.1. Determinacion de la actividad antioxidante de distintos alimentos.
6.1.1. Resultados por el método ORAC.

Se evalué la actividad antioxidante de los extractos mediante el método ORAC,
los resultados se informan como equivalentes trolox. El trolox es un analogo
hidrosoluble del a-tocoferol (vitamina E) y debido a la actividad antioxidante que

presenta se ha utilizado como estandar para diferentes ensayos como ORAC.
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Figura 22.Comparacion de la actividad antioxidante de varios extractos de
alimentos mediante el método ORAC. Los resultados se expresan como
equivalentes trolox (umoles) / g de alimento deshidratado. Los datos se reportan
como promedio + EEM, n=3.

Tal como lo revela la figura anterior los resultados obtenidos se resumen en un
orden decreciente de acuerdo a su actividad antioxidante in vitro, expresados en
pmol trolox / g de alimento deshidratado: Té verde 27,041+1,992, Café soluble
26,633+1,638, Té negro 17,514+1,867, Vainilla comercial natural 16,657+1,694,
Corteza de vainilla 14,924+1,626, Vaina de vainilla 14,325+2,180, Cacao
13,891+831, Ciruela 11,768+1,356, Café de grano 10,664+908, Fresa 8,436+723,
Chocolate Chiapaneco (100% cacao) 8,509+63, Nopal 7,909+535, Chocolate
Chiapaneco (70% cacao) 7,179+855, Semillas de vainilla 6,219+811, Chocolate
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Aleman (73% cacao) 5,702+454, Vainilla comercial artificial 5,529+295, Chocolate
Suizo (70% cacao) 4,637+23, Chocolate Oaxaquefio (47% cacao) 4,082+312,
Zarzamora 3,582+630, Limén 1,070+30, Manzana 685156, Chia 524150,
Jitomate 512128, Aguacate 510+41, Mango 403176, Papaya 356+38.

6.1.2. Resultados por el método DPPH.

Los mismos extractos se evaluaron también por el método de DPPH, que como ha
sido mencionado es un radical libre. Apartir de su porcentaje de atrapamiento por
las muestras a distintas concentraciones se calculd el ICsy, es decir, la
concentracion de muestra requerida para atrapar al 50% de los radicales DPPH.
Este método no dio resultados para ciertos alimentos, debido a que no se alcanzd

el atrapamiento del 50% con los extractos realizados.

ICs, DPPH

1001

mg/mL de extracto

Figura 23. Comparacién de la actividad antioxidante de varios extractos de
alimentos mediante el método DPPH. Los resultados se expresan como ICsg
(mg/mL de extracto). Los datos se informan como promedio £+ EEM, n=3. ANOVA
P<0.05. Las letras diferentes implican valores con diferencia estadisticamente
significativa.
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Los resultados de la figura anterior se describen en orden decreciente de ICsp ( a
un valor menor de ICso mayor es su actividad antioxidante) expresados en mg / mL
de extracto: Semillas de vainilla 91.51£1.97, Nopal 81.25+£1.48, Corteza de vainilla
60.87+0.50, Vaina de vainilla 59.01+ 0.84, Zarzamora 42.89+1.36, Mango
37.96+0.73, Ciruela 18.70£0.59, Fresa16.98+0.38, Chocolate Suizo (70% cacao)
14.92+0.19, Chocolate Oaxaquefio (47% cacao) 14.31+£0.29, Chocolate Aleman
(73% cacao) 10.60+0.22, Cacao 6.59+ 0.07, Café de grano 6.63+0.06, Chocolate
chiapaneco (70% cacao) 5.90 + 0.06, Chocolate chiapaneco (100% cacao)
4.91+0.13, Café soluble 3.16+0.06, Té negro 2.1310.34 y Té verde 1.34+0.01 y

acido ascorbico 0.1429+0.0019, el cual es el compuesto de referencia utilizado.

El café soluble, té negro y té verde no presentaron diferencia significativa respecto
al atrapamiento del DPPH con el acido ascoérbico, por lo que se infiere que son
muy buenos antioxidantes, mientras que los chocolates chiapanecos de 70 y
100% cacao, respectivamente, asi como los granos de cacao también poseen un

IC5 considerablemente bajo.
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6.2.Determinaciéon del porcentaje de atrapamiento del chocolate y

la vainilla de distintas especies reactivas.
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Figura 24. Actividad atrapadora de la vainilla y los diferentes chocolates hacia
diferentes especies reactivas. ICso (mg/mL de extracto) para (A) H.O, (B) ‘OH (C)
HOCI (D) Oz" y (E) ONOO". Los datos se informan como promedio £+ EEM, n=3.
ANOVA, P<0.05. Las letras diferentes implican valores con diferencia

estadisticamente significativa.
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Los resultados anteriores se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Valores de ICsq para las distintas ERO evaluadas. Los datos se informan

como promedio £ EEM, n=3.

ICs, mg/mL extracto

Vainilla Chocolates
ERO Compuesto | ICs Vaina Corteza | Semilla Oaxaca Chiapas | Chiapas | Suizo Aleman
de (mg/mL) s 47% cacao 70% 100% 70 % | 73%
referencia cacao cacao cacao cacao
H,0, Piruvato 0.1350+ | 0.1684 + | 0.1947 4.8806 * _ _ _ _ _
0.0057 0.0183 + 0.2162
0.0185
'OH DMTU 0.8669 £ | 3.6412+ | 5.3259 3.9583 0.9406 | 0.9064 1.0275 1.0617 | 1.0673
0.0603 0.3206 + 0.5272 + * * * +
0.5936 0.0945 | 0.0879 | 0.0823 0.0545 | 0.0705
HOCI Vitamina 1.2370+ 31.92+ 44.69 12.82 + 63.05+ | 52.88 + 25.82 34.26 + | 28.88 +
C 0.0221 0.60 1+0.72 0.43 1.66 6.03 +1.32 2.47 1.59
27.326
Ac lipoico *0.6462
0,” Tiron 0.4463 £ _ _ _ 2.9933 | 0.8377 | 0.6067 234 + 3.4616
0.0117 +0.0488 * +0.0768 | 0.0498 | +0.312
0.1003
ONOO" | Vitamina 0.3410 _ _ _ 3.4000 | 0.7600 | 0.3310 0.9499 | 0.2477
C +0.0213 it £ £ + +
0.190 0.116 0.0161 0.0706 | 0.0319
0.0461
Penicil- +0.0007
amina

La Figura 30 localizada en el anexo muestra las curvas de % de atrapamiento vs.

logaritmo de la concentracion de los extractos, utilizadas para obtener el valor de

ICs0 para cada ER.
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6.3.Contenido de polifenoles totales en la vainilla.

Contenido de polifenoles totales en vainilla
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Figura 25. Contenido de polifenoles totales en vainilla en mg de acido galico / 100

g muestra, los valores se expresan como promedio + EEM, n=3. ANOVA, P<0.05.

Los resultados se expresan como mg de acido galico / 100 g de muestra, en orden
decreciente: Corteza de vainilla 359.09 + 4.81, Vaina de vainilla 251.18 £ 8.46,
Semillas 123.92 + 4.02. Observandose que la corteza es la parte de la vainilla que

tiene mayor contenido de polifenoles.

6.4. Actividad antioxidante de vainilla in vivo.

La importancia de la actividad antioxidante de una molécula presente en un
alimento, no sélo reside en condiciones in vitro. Esta actividad antioxidante debe
reflejarse en el incremento de la actividad antioxidante después del consumo del
mismo. Por ello se determind el efecto sobre la actividad antioxidante en plasma
de sujetos sanos después del consumo de 3 capsulas de 500 mg de vainilla cada

una.
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Figura 26. Evaluacion de la actividad antioxidante en plasma de sujetos sanos por
los métodos de ORAC (umol trolox/mL de plasma) y DPPH (% atrapamiento de
DPPH). Los resultados se reportan como promedio + EEM, n=10. ***P <0.01, *P<
0.05.

6.5.Comparaciéon de la actividad antioxidante de nopal tras

distintos tratamientos térmicos.

El nopal fresco se someti® a distintos tiempos de coccion al vapor y
posteriormente se realizaron los extractos, en la Fig. 27 se presenta la actividad
antioxidante de cada muestra, los resultados resumidos en orden decreciente de
eq. trolox (umol trolox / g de alimento fresco, promedio £+ EEM, n=3) se presentan
a continuacién : 10 minutos al vapor 1,383+45, Nopal crudo 761+12, 10 minutos al
vapor y enjuagado 600+22, 15 minutos al vapor 568136, 20 minutos al vapor
547125, 25 minutos al vapor 3441+21. Se observa que el nopal sometido a 10

minutos al vapor presenta la mayor actividad antioxidante.
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Figura 27. Actividad antioxidante de nopal sometido a diferentes tiempos de
coccién al vapor. Los valores estan expresados como equivalentes trolox
(Mmoles) / g de alimento fresco. Los datos se informan como promedio + EEM,
n=3. ANOVA, P<0.05.

6.6.Comparacion del contenido de polifenoles del nopal tras

distintos tratamientos térmicos.

El contenido de polifenoles totales en nopal se resume a continuacién en orden
decreciente, los valores se expresan en mg de acido galico/ 100 g de muestra
(promedio + EEM, n=3): 10 minutos al vapor 57.97+0.56, 15 minutos al vapor
55.30+0.78, 20 minutos al vapor 46.25+1.47, 25 minutos al vapor 37.16+0.23,
crudo 36.98+1.02, 10 minutos al vapor y enjuagado 29.35+0.67. Se observa que
hay una mayor cantidad de polifenoles totales en el nopal tratado por 10 minutos

al vapor.
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Contenido de polifenoles totales en nopal
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Figura 28. Contenido de polifenoles totales en nopales sometidos a distintos

tiempos de coccién al vapor en mg de acido galico / 100 g muestra, los valores se

expresan como promedioxEEM, n=3. ANOVA, P<0.05.
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6.7.Comparaciéon de contenido de vitamina C en nopal tras

distintos tratamientos térmicos.

Extracto Nopal
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Figura 29. Contenido de acido ascoérbico en nopales sometidos a distintos tiempos
de coccion al vapor en mg de acido ascoérbico/100 g 6 mL de muestra, los valores

se expresan como promedio + EEM, n=3. ANOVA, P<0.05.

Se realizé la medicion de vitamina C tanto para el nopal con los distintos
tratamientos como para los extractos realizados a partir de ellos. Se observé una
tendencia a que el contenido de acido ascorbico en el nopal disminuye a mayor
tiempo sometido al tratamiento térmico. Los estandares a los que se les cuantificd
el contenido de vitamina C dieron los siguientes resultados: guayaba 270.06+3.40
mg de acido ascoérbico / 100 g de muestra y jugo de naranja 65.5410.32 mg de

acido ascorbico/ 100 mL de muestra.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS.

Actualmente el interés sobre el efecto que tienen diversos compuestos bioactivos
encontrados en alimentos ha ido en aumento. Dentro de los compuestos que
presentan efectos benéficos sobre el organismo se encuentran la fibra, los
polifenoles, la vitamina C y los B-carotenos (Arts y Hollman, 2005, Moo-Huchin et
al., 2015).

Dichos compuestos se encuentran presentes en alimentos de origen mexicano
como el nopal, el chocolate y la vainilla (Aligrove y Davison, 2014, Lépez-Romero
et al., 2014, Shyamala et al., 2007); sin embargo, no existe mucha informacién
sobre ellos. Debido a esto, el presente estudio generd evidencia cientifica para
fomentar el consumo de alimentos mexicanos en la poblacion y con ello poder
contribuir posiblemente a disminuir la prevalencia de diversas enfermedades y/o
complicaciones en las mismas, como la diabetes y la obesidad (Krzystek-Korpacka
et al., 2008, Rochette et al., 2014).

Se realizd la determinaciéon de la actividad antioxidante in vitro del chocolate, la
vainilla y el nopal mediante dos métodos: DPPH y ORAC. De los resultados
obtenidos se observé que el método ORAC es mas sensible ya que se requiere
una concentracion menor de los extractos para determinar su actividad
antioxidantecomparado con el método DPPH (Fig. 23). Ademas el método ORAC
permite obtener resultados expresados en umoles trolox / g muestra, permitiendo
llevar a cabo una comparacion cuantitativa de todos los alimentos analizados
(Fig.22).

Se compard la actividad antioxidante in vitro de los alimentos mexicanos con
alimentos que se han asociado con una alta actividad antioxidante, dentro de los
cuales se encuentran dos de las bebidas mas populares del mundo: el café y el té.
El café soluble y en grano, asi como el té verde y negro, se usaron como
referencia debido a que presentan una elevada actividad antioxidante, ya que en
su composicién quimica presentan flavonoides y acidos fendlicos los cuales han

presentado capacidad de atrapar diversas especies reactivas (Avila-Nava, 2012).
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En la Figura 22 se puede observar como la vaina de vainilla, al igual que la corteza
de vainilla, poseen alta actividad antioxidante, semejante al té negro y al grano de
cacao, asi como superior a la ciruela y al café de grano. Los chocolates
chiapanecos presentaron una mayor actividad antioxidante a su vez comparados
con los chocolates provenientes de Suiza y Alemania, y una actividad antioxidante
muy parecida a la que posee el nopal, el cual a su vez exhibié un contenido de
equivalentes trolox / g muestra semejante a la fresa. Tanto el nopal, la vainilla y los
chocolates tienen una mayor actividad antioxidante que la zarzamora, la manzana

y el mango.

La diferencia entre chocolates mexicanos y europeos puede deberse a varios
factores, incluyendo la region de origen del cacao, asi como los tratamientos a los
que se somete este para obtener los productos comerciales. De acuerdo con
Chavez- Rivera y Ordonez Gémez (2013) el contenido de polifenoles totales del
cacao decrece conforme se llevan a cabo tratamientos como lo son el tostado del
grano, molido del grano, hasta la obtencién de licor de cacao y posteriormente

polvo de cacao, procesos que se llevan a cabo en la elaboracion de chocolate.

Es importante sefalar que los tres chocolates mexicanos evaluados se producen
artesanalmente por lo que probablemente el tiempo y temperatura a los que se
someten en el proceso de su elaboraciéon (Di Mattia et al., 2014) sean distintos;
influyendo asi en la conservacion tanto de polifenoles como de compuestos que

les confieren ésta actividad antioxidante.

El analisis de la vainilla se realizé en la vaina completa, en la corteza y en las
semillas. De esta manera se pudo discriminar cual de sus componentes es el que
presenta mayor actividad antioxidante. Los resultados revelan que la corteza
posee mayor actividad antioxidante que las semillas (localizadas en su interior). Lo
anterior podria asociarse directamente con la concentracién de polifenoles (Fig.
25) presentes en cada parte. De acuerdo con Shyamala et al. (2007) de los
compuestos polifendlicos presentes en la vainilla el alcohol 4-hidroxi-3-metoxi
bencilico presentd la mayor actividad antioxidante a comparacion de la vainillina,

el acido vainillico y el alcohol 4-hidroxi bencilico.
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Una vez que se determind la actividad antioxidante de los diferentes alimentos
mexicanos se realizaron estudios, a la vainilla y al chocolate, de actividad
atrapadora de diferentes ER como H,0O,, 'OH, HOCI, O," y ONOOQO". Estas especies
son algunas de las principales ER asociadas con el estrés oxidativo y se producen
en forma constitutiva (Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006, Halliwell y
Gutteridge, 2007).

En este analisis todos los chocolates evaluados resultaron buenos atrapadores del
‘OH vya que no presentaron diferencias significativas con respecto al DMTU, el
cual se usé como compuesto de referencia por su bajo ICsp. La actividad
antioxidante especifica contra esta especie es de gran importancia; debido a que
el'OH es la ER que produce mayor dafio oxidativo debido a su alta reactividad y
vida media corta (Halliwell y Gutteridge, 2007). Respecto a la actividad atrapadora
del O,”, se observd que los chocolates chiapanecos presentaron valores de ICsg
similares al del tiron (compuesto de referencia); sin embargo los chocolates suizo
y aleman requirieron una mayor concentracion para atrapar al 50% del O,"
formado. Es importante recordar que el O;’ademas de ser oxidante puede
participar en la formacion de 'OH (Céardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri,
2006).En cuanto al atrapamiento de ONOO tanto los chocolates de Chiapas como
los de Suiza y Alemania presentaron atrapamiento similar al acido ascorbico y
penicilamina (compuestos de referencia), sin embargo el chocolate de Oaxaca
presentd menos actividad atrapadora para esta especie. El ONOQO™ es un potente
oxidante que induce entre otras cosas nitracidn de tirosina y lipoperoxidacion
(Cardenas-Rodriguez et al., 2006). Finalmente todos los chocolates evaluados
atraparon a la especie HOCI, aunque con ICso muy altos a comparacién con las
demas ERO evaluadas. Hasta el momento no se han descrito estudios de
actividad atrapadora para estas ER en el chocolate; sin embargo, los estudios de
actividad antioxidante le atribuyen esta actividad a compuestos polifenélicos como
la catequina y la epicatequina, asi como a las procianidinas y las antocianinas
presentes en el chocolate (Wollgast y Anklam, 2000).
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En cuanto al fruto de vainilla, los resultados revelaron que la corteza exhibié un
mayor atrapamiento del H,O,. Sin embargo las semillas presentaron un mayor
atrapamiento de ‘OH, asi como de HOCI, el HOCI comunmente participa en la
produccion de oxigeno singulete, otra especie oxidante (Cardenas-Rodriguez y
Pedraza-Chaverri, 2006). Estos resultados indican que la vaina, la cual posee
tanto corteza como semillas, es un mejor antioxidante, ya que presenta una
actividad alta similar a la corteza, aunado a que es un buen atrapador de H,0, de
acuerdo con Murcia, Egea et al. (2004), pues no presenta diferencia significativa
con el piruvato (compuesto de referencia), lo que es importante debido a que el
H.O, por su lipofilicidad atraviesa membranas celulares y puede contribuir a la
formacién de "OH (Hansberg, 2002). Inclusive, la vaina de vainilla es un buen
atrapador de ‘OH y muestra actividad atrapadora de HOCI similar a la que tiene el

acido lipoico (compuesto de referencia).

A excepcion del H;O,, los chocolates, por sus componentes,fueron mejores
atrapadores especificos para las ER con las que se llevaron a cabo las

determinaciones.

Ademas de determinar la actividad antioxidante in vitro, se debe generar evidencia
de que esta actividad antioxidante pueda llegar al sitio de accion y actuar in vivo y
como consecuencia atenuar o prevenir el estrés oxidativo que da lugar a la

oxidacion de biomoléculas presentes en el organismo.

Se seleccion6 a la vainilla, que fue el alimento mexicano que presenté mayor
actividad antioxidante in vitro, para la determinacion de la actividad in vivo.

En la determinacidon in vivo se observd que el consumo de 1.5g de vainilla
(dividida en 3 capsulas de 500 mg) presenté un aumento de la actividad
antioxidante en el plasma de sujetos sanos. Este aumento puede deberse al tipo
de polifenoles presentes en la vainilla, los cuales tras su digestiéon pueden ser
irrigados a la circulacion(Mizuma et al., 1994). Se ha demostrado que los
polifenoles unidos a glucidos pueden jugar un papel en la absorcion de los mismos
(Hollman y Katan, 1997).El metabolismo de este tipo de compuestos es a través

de una hidrolisis de los glucdsidos a lo largo del tracto digestivo, como el intestino
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delgado o las células epiteliales intestinales, y posteriormente los polifenoles son
absorbidos como sus agliconas (Walle, 2004). Después de la digestion de estos
compuestos pueden ser irrigados a la circulacion, siendo asi como presentan
aumento en la actividad antioxidante en el plasma (Avila-Nava, 2012).El aumento
de la actividad antioxidante en el plasma sugiere que podria producir un efecto
benéfico en condiciones patolégicas, como el desequilibrio producido por
condiciones como disminucion del sistema antioxidante endogeno o activacion de

vias pro-inflamatorias (Avila-Nava, 2012).

El nopal tiene un gran contenido de agua por lo que aporta pocas calorias,
contiene compuestos polifendlicos, vitamina C y [-carotenos que le confieren
actividad antioxidante. En estudios in vitro e in vivo se ha demostrado la actividad
antioxidante que confiere el consumo del nopal (Avila-Nava et al., 2014, Lépez-
Romero et al., 2014).

El consumo del nopal ocurre principalmente en México, sin embargo no es un
alimento vegetal que usualmente se ingiera crudo como es el caso de la lechuga,
las espinacas o la zanahoria. Usualmente para su aceptacion sensorial el nopal se
somete a tratamientos térmicos, ya sea asado, hervido o al vapor. Debido a las
altas temperaturas que se alcanzan durante el asado y el hervido, lo que mas se
recomienda es la coccion al vapor para conservar en la medida de lo posible los
componentes como los polifenoles y vitaminas, los cuales se ha descrito que son

sensibles a tratamientos térmicos (Spinola et al., 2013).

Debido a ello, es de gran importancia determinar como se modifica la cantidad de
estos compuestos y la actividad antioxidante del nopal después de diferentes
tiempos de coccion, en este trabajo se utilizé nopal crudo, nopal cocido al vapor
por 10 minutos y enjuagado, nopal cocido al vapor por 10, 15, 20 y 25 minutos sin
enjuagar.Se encontré que el nopal es una buena fuente de vitamina C (Fig.29). La
vitamina C es un compuesto termolabil, por lo que su contenido disminuye al

someterse a un mayor tiempo de cocciéon (Barros et al., 2011).

62



Un componente importante del nopal es la parte que éste exuda: el mucilago o
tipicamente llamado “baba del nopal”, es un hidrocoloide el cual es rico en fibra
soluble (Abrajan Villasefior, 2008). Usualmente las personas que consumen nopal
lo enjuagan lo suficiente para quitarle la mayor parte del mucilago presente, sin
embargo lo que se observd6 es que el mucilago esta compuesto
considerablemente a su vez por polifenoles, por lo que se noté diferencia entre el
nopal que tras el mismo tiempo de coccioén (10 min) fue enjuagado previamente.
Asi mismo se observa en la Fig. 28 que el nopal que recibié tratamiento térmico
presenté mayor contenido polifendlico que el nopal crudo, esto podria deberse a la
conformacién del nopal, ya que hay una mayor liberacibn de mucilago tras
calentamiento leve a comparacion del nopal crudo, por lo que a su vez podrian
liberarse los polifenoles presentes tanto en el tejido como en el mucilago (Abrajan
Villasefior, 2008). Esto se ve reflejado en la determinacion de actividad
antioxidante, ya que se observa que el nopal que fue cocido al vapor por 10 min
sin enjuagarse es el que presenta mayor actividad atrapadora y el de menor
actividad resulta el nopal cocido por 25 minutos; lo cual indica que a un mayor
tiempo de coccidn disminuye su actividad antioxidante, su contenido de vitamina C

y su cantidad de polifenoles.
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8. CONCLUSIONES.

El método ORAC resultd ser mas sensible para la determinacion de
actividad antioxidante a comparacién del método DPPH.
La vaina de vainilla posee alta actividad antioxidante in vitro, semejante al
té negro.
Los chocolates chiapanecos presentaron una mayor actividad antioxidante
in vitro comparados con los chocolates provenientes de Suiza y Alemania.
El nopal exhibi6 actividad antioxidante in vitro semejante a la fresa y mayor
a la zarzamora.
In vitro, el chocolate y la vainilla presentan actividad antioxidante directa
contra las especies reactivas siguientes:

Chocolate: "OH > O,™> ONOO™ > HOCI.

Vainilla: H,O,>0OH > HOCI.
La vainilla presentd un efecto antioxidante directo al aumentar la capacidad
antioxidante en plasma en seres humanos.
Los tratamientos térmicos y la eliminacidén del mucilago del nopal reduce la
concentracion de acido ascorbico, polifenoles y, por lo tanto, su actividad
antioxidante.
El consumo de nopal, chocolate y vainilla podria ayudar a mantener el
balance entre la formacion de especies reactivas y la capacidad
antioxidante producida por ingerir alimentos ricos en antioxidantes,

disminuyendo el estrés oxidativo.
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ANEXO

% Atrapamiento ‘OH
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Semiillas de vainilla

Corteza de vainilla

Vaina

DMTU

Chocolate de Oaxaca 47%
Chocolate de Chiapas 70%
Chocolate de Chiapas 100%
Chocolate Suizo 70%
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Figura 30 . Actividad atrapadora de la vainilla y los diferentes chocolates hacia
diferentes especies reactivas. % de atrapamiento para (A) H.O, (B)OH (C) HOCI

-1 0 1 2
Log concentracion

Chocolate Oaxaca
Chocolate Chiapas 70%
Chocolate Chiapas 100%
Chocolate Suizo
Chocolate Aleman

Vaina de vainilla

Corteza de vainilla
Semiillas de vainilla
Ac.Ascorbico

Ac. lipéico

L

LR

Chocolate Oaxaca 47%
-#- Chocolate Chiapas 70%
Chocolate Chiapas 100%
Chocolate Suizo 70%
Chocolate Aleman 73%
Tiron

o ¢4

Penicilamina

Ac. ascorbico

Chocolate Oaxaca 47%

Chocolate Chiapas 70%
-~ Chocolate Chiapas 100%
-0- Chocolate Suizo 70%
48 Chocolate Aleman 73%

(D) O2"y (E) ONOO'. Los datos se reportan como promedio + EEM, n=3.
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