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RESUMEN

Opuntia ficus indica es la especie de nopal mas ampliamente cultivada en México,
y otras partes del mundo. Su uso corresponde a diferentes propdsitos como
alimento, forraje, y materia prima para la obtencion de productos cosméticos. En
México, es utilizado como alimento y remedio desde tiempos prehispanicos. Se
tiene conocimiento de que, en particular, los tallos comestibles o “cladodios” de
esta planta poseen compuestos bioactivos con capacidad antioxidante,
antiinflamatoria y antiulcerogénica que le confieren propiedades benéficas en la
prevencion y/o proteccion contra trastornos en la salud. La informacién disponible
respecto a los constituyentes activos del nopal Opuntia ficus indica, de la variedad
Milpa Alta, y sus efectos bioquimicos en vivo, es aln escasa. El objetivo principal
del presente estudio fue investigar el posible efecto regulador del tratamiento con
un extracto acuoso de cladodios (O. ficus indica var. Milpa Alta), sobre el dafio
producido por estrés en el jerbo Meriones unguiculatus.

Previo al estudio in vivo, se determiné el contenido de polifenoles y flavonoides
totales del extracto acuoso de nopal (EAN), y su capacidad antioxidante in vitro,
frente a distintos radicales libres. El estudio in vivo se realiz6 aplicando en los
animales estrés por inmersién en agua (24°C) por 4h, para inducir estrés oxidativo.
56 organismos fueron distribuidos equitativamente en 9 grupos: 4 asignados al
tratamiento con EAN (T), con dosis orales de 2mg de flavonoides/dia/100 g de
peso corporal; 4 grupos control (C), con placebo; y 1 grupo basal (B). Un grupo de
T y otro de C fueron dosificados 1h antes del estrés y sacrificados al término de
éste (TOh y COh); los otros 3 grupos de T y C, fueron dosificados durante 24, 48 y
96h, después del estrés (T24h, T48h, T96h y C24h, C48h, C96h,
respectivamente). Los indicadores de estrés oxidativo determinados fueron:
lipoperoxidacién en plasma (por medicion de malondialdehido, MDA), poder
antioxidante del plasma (medicién de la capacidad de reduccion férrica, FRAP);
contenido de glucosa en plasma (Glu), actividad de las enzimas glutation

peroxidasa (GPx) y superoxido dismutasa (SOD). Adicionalmente se examiné la




integridad de la mucosa gastrica, y en caso de dafo, se determiné la frecuencia y
area total de tlceras (mm?). El contenido de polifenoles totales en el EAN fue de
14 + 0.0007 mg equivalentes a acido galico (EAG) / g nopal peso seco, y la
concentracion de flavonoides de 3 + 0.17 mg equivalentes a rutina (ER) / g nopal
peso seco. En el ensayo in vitro se encontr6 que el EAN posee baja actividad
secuestrante del radical sintético 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), que se
incrementa con la concentracion, para alcanzar un maximo de 8.07% a los
200ug/mL; mientras que su capacidad de reduccion férrica (FRAP) fue mayor,
equivalente a 198.63 mmol de Trolox /mg EAN liofilizado. En el ensayo in vivo se
demostré que el incremento de actividad de las enzimas GPx y SOD ocasionado
por el estrés (Con=0.172U/mg prot. y Con=41U/mg prot., respectivamente),
disminuye con el tratamiento de EAN (Top= 0.152U/mg prot., y Tor=29U/mg prot.,
respectivamente), alcanzando los niveles normales (grupo basal) a las 96h. Los
valores de MDA y FRAP no fueron modificados, ni por el estrés, ni por el
tratamiento con EAN; mientras que los niveles de G en plasma disminuyeron un
50% en las primeras 24h, para incrementarse por encima del basal (1.27+/-
0.31g/L), a las 48 y 96h indistintamente en T y C. Al término del estrés, se
observaron Ulceras en la mucosa gastrica en 25 y 37.5% de animales de C Oh, y
T Oh, respectivamente, manteniéndose evidentes hasta las 96h (25%) post-estrés.
Se concluye que la administracion de dosis orales de 2mg de flavonoides de
EAN/dia/100 g de peso corporal, modera los cambios de actividad enzimatica en
higado producidos por el estrés, sin embargo, en las mediciones de G, MDA y
FRAP en plasma, asi como en el dafio de la mucosa gastrica, no fue evidente un

efecto similar.




MARCO TEORICO

1 El nopal Opuntia ficus-indica

1.1 Generalidades
El nopal es una planta que pertenece a la familia Cactaceae, género Opuntia y

Nopalea, las cuales incluyen a un numero aproximado de 1600 especies,
agrupadas en 3 subfamilias: Pereskioideae, Opuntioideae y Cactoideae (Magloire,
2006). ElI nombre cientifico le fue asignado por Tournefort en 1700, por su
semejanza con una planta espinosa que crecia en el poblado de Opus en Grecia
(Scheinvar, 1999; Velasquez, 1998).

Se conocen casi 300 especies del género Opuntia. Sin embargo, hay solo 10 o
12 especies utilizadas para produccion de fruta y nopalitos para la alimentacion
humana y forraje, ademas de favorecer el crecimiento de la grana o cochinilla que
es un insecto que parasita las hojas del nopal y del cual se obtiene un pigmento
natural y acido carminico. Entre las especies cultivadas para produccion de fruta
estan Opuntia ficus-indica, O. amyclaea, O. xoconostle, O. megacantha y O.
streptacantha y como especies silvestres a Opuntia hyptiacantha, O. leucotricha y
O. robusta (FAO, 2006).

Esta planta se desarrolla principalmente en zonas aridas, en suelos volcanicos,
calcareos, de textura franca, franco-arenosos, franco arenoso-arcillosos; con un
pH de 6.5 a 8.5 y temperaturas que van desde los 0°C hasta los 35°C, con un
intervalo de precipitacion media anual de 150 a 800 mm (Revista SAGARPA,
2001).

Como toda planta superior, ésta posee flores, frutos, raiz, y tallos, provistos de
areolas o partes vegetativas de donde emergen las espinas. Los tallos son
aplanados, con forma de raqueta y tienen color verde porque en ellos se concentra
la actividad fotosintética. Los tallos jévenes se denominan técnicamente cladodios
y constituyen los nopalitos, que junto con los frutos o tunas, conforman la parte
comestible de la planta (Fig. 1) (Nobel et al., 1992).




Figura 1. Cladodios del Nopal

Tomado de Torres (2010).

El nopal es endémico del continente Americano, y se puede encontrar desde
Canada hasta Chile y Argentina. Su origen se atribuye al altiplano de México
(Puebla), en donde se han encontrado registros paleontolégicos de frutos, semillas
y fibras de pencas de 7,000 afios de antigiedad. Debido a los viajes
intercontinentales del hombre y a la gran adaptabilidad ecolégica de la planta
(silvestre o cultivable), su distribucion se amplié a Europa, Asia, Africa y Oceania.
Hoy se puede encontrar en regiones como el Mediterraneo (Francia, Italia, Grecia,
Espafa, Turquia), Este Medio (Israel, Jordania, India), en Africa (Argelia, Egipto,
Etiopia, Libia, Marruecos, Tunez, Angola y Sudafrica), Corea y China (Magloire,
2006; FAO, 2006) (Fig. 2). La especie mas ampliamente cultivada en distintas
partes del mundo es Opuntia ficus-indica, y su uso corresponde a diferentes
propasitos. En paises como Brasil, Chile, Marruecos, E.U.A. y Tunez, es utilizada
como forraje (fresco o ensilado) para ganado bovino, ovino y caprino, durante las
sequias ya que transforma el agua en materia seca o energia digerible con mucha
mas eficiencia que los pastos y leguminosas, sin embargo, no proporciona una
nutricion completa por lo que debe suministrarse con otros alimentos fibrosos
(como paja y heno) y complementarse con nitrégeno (De la Rosa, 2001).

En México y algunas regiones de lItalia, es empleado para consumo humano
(Magloire, 2006).




Figura 2. Regiones a nivel mundial donde se produce el nopal O. ficus-indica
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Tomado de Consejo Mexicano de Nopal y Tuna, A.C., México (2008)

1.2 El nopal en México. Produccion y distribucién.

El nombre propio original del nopal es nopalli y de la tuna nochtli (términos
néahuatl). Los espafioles renombraron al nopal con el nombre de chumberay a la
fruta como higo de Indias (FAO, 2006).

En México se cultiva muchas variedades de nopal pero la de mayor importancia
es el género Opuntia. Las nopaleras cultivadas ocupan poco mas de 210 mil Ha,
de las cuales 144,398 Ha son utilizadas para forraje, cuyas ganancias equivalen a
$44,153.51 pesos M.N., 50,000 Ha para tuna; 12,018.41 Ha para producir
nopalitos con ganancias equivalentes a  $1, 540,483.70 pesos M.N. vy
aproximadamente 100 Ha para producir grana de cochinilla (Flores et al. 1995, y
SIAP, 20009).

Se calcula que en nuestro pais existen 2,568 productores de nopal verdura, de
los cuales el 48% son comuneros, 29% ejidatarios y el 23% pequefios propietarios
(Flores et al., 1995). Las regiones con mayor riqueza son el centro y norte del
Altiplano, el Bajio, el Eje Neovolcanico y el valle de Tehuacan-Cuicatlan
(CONABIO, 2008). El Distrito Federal, y particularmente la Delegacion Milpa Alta,




aporta el 51% de la produccion total en el pais de acuerdo a Flores (1995) y SIAP

(2009) (Tabla 1).

Tabla 1. Superficies cultivadas y produccion total de nopal verdura en cada

entidad federativa

Estado Superficie | Produccion | Municipios mas importantes para
Cultivada (Ton) el cultivo de Nopal
(Ha)
Distrito Federal 4,337 145,586 Delegacion Milpa Alta
Morelos 3,255 101,770 Tlalnepantla
Puebla 178 160 Atlixco, Cholula y Acatzingo
San Luis 423 538 El municipio de San Luis Potosi y la
Potosi zona de la Huasteca Potosina
Michoacan 308 3,288 Uruapan (en Ziracuaretiro y Taretan)
Tamaulipas 625 1,280 Xicoténcatl, Gbmez Farias y Llera
Guanajuato 240 4,667 Salamanca
Baja California 706 99 Mexicali, Tijuana, Ensenada y Tecate
Jalisco 452 3,541 Lago de Chapala y Guadalajara
Oaxaca 118 586 Valles centrales
Edo. de México 736 21,065 Texcoco, San Martin de la Piramides,
Polotitlan, Coatepec Harinas
Aguascalientes 198 2,400 Region del Calvillo
Zacatecas 404 623 Desde Villanueva hasta Juchipila
Hidalgo 50 27 El Arenal
Tlaxcala 11 8
Querétaro 34 146
Durango 102 300
Sonora 106 800

Tomado de Flores (1995) y SIAP (2009)




1.3 Importancia econémica del nopal

Los nativos de México ya conocian la importancia econdmica que les proveia

el nopal, de alli que, su presencia en los registros impresos esta fuertemente

vinculada a la cultura e historia de nuestro pais. En la region del altiplano es

utilizado como alimento desde tiempos prehispanicos. Siendo éste el principal uso,

en la actualidad se cultiva y se comercializa principalmente en las Entidades

Federativas del centro del pais. La especie mas cultivada es Opuntia ficus indica,

particularmente en las del altiplano de México (Tablas 1y 2).

Tabla 2. Principales variedades cultivadas de nopal verdura

Variedad Entidad de Produccion Especie

Milpa Alta Distrito Federal, Morelos
Atlixco Puebla, Edo. de México
Copena VI Edo. de México, Baja California,

S.L.P, Sonora, Hidalgo
Copena FI Edo. de México, Sonora, Baja

California O. ficus-indica

Moradilla Edo. de México
Blanco Michoacéan
Negro Michoacén, Guanajuato
Blanco con Guanajuato
espinas
Polotitlan Edo. de México

Tamazunchale

San Luis Potosi, Hidalgo

Nopalea cochelinifera

Tapén (nopal

silvestre)

San Luis Potosi, Zacatecas,

Guanajuato, Durango,

Aguascalientes, Jalisco, Querétaro

O. robusta

Tomado de Flores et al. (1995)




Otras especies que se producen en México son O. Amyclaea, O. Streptacantha,
0. Joconostle, O. Megacantha, O. Rastrera y O. Robusta; muy apreciadas por su
fruto o como forraje (Revista SAGARPA, 2001), y O. ficus-indica y O.
cochenillifera, para la cria de cochinilla. De un total aproximado de 104 especies
de Opuntia, y 10 de Nopalea clasificadas en México, 24 especies son utilizadas
para usos diversos como fuente de cosméticos, articulos de limpieza, decoracién,
etc.

1.3.1 El nopal como alimento

Los nopales (cladodios y tunas) han sido una fuente alimenticia por cientos de
afos. Las culturas prehispanicas elaboraban miel, melcochas, queso de tuna,
tunas pasas y vino con pulpa de tunas y pitahayas (FAO, 2006).

En la actualidad las tunas se consumen en fresco aunque también existen
diversos productos procesados como mermeladas, helados, jugos, etc. Los
cladodios tienen una gran aceptacion por su bajo costo y sabor agradable, son
usados en la cocina mexicana para diferentes platos cocidos y combinados con
otros alimentos como huevos, chile, camarones, en salsas e, incluso se llega a
utilizar como ingrediente en la bebida mexicana “Pulque”. Como vegetal se usa en
ensaladas, sopas, guisos, asados, en fin, en una amplia gama de aplicaciones
(Torres et al., 2010). Otras presentaciones en las que se consume comunmente
son: en salmuera, escabeche, como dulces cristalizados, mermeladas, jaleas,
edulcorantes, harinas y jugos concentrados.

1.3.2 Usos medicinales

Existen registros de que los aztecas bebian el jugo del nopal para bajar las
fiebres, el mucilago (o baba) lo utilizaron para sanar erosiones en las manos y
labios, las espinas para la limpieza de infecciones, las pencas completas las
empleaban como compresa caliente para aliviar inflamaciones. La pulpa de la tuna
la usaban en el tratamiento de diarrea y las semillas para aminorar el flujo
menstrual, y la raiz, para el tratamiento de hernias, padecimientos del higado y

Ulceras estomacales (Torres, 2010).




En los afios 80’s en México se realizaron investigaciones para demostrar las
propiedades hipoglucémicas e hipocolesterolémicas en humanos con
padecimientos de diabetes mellitus tipo Il (Frati Munari 1991,1992), resultados que
estimularon el consumo mas frecuente del nopal. Se afirma que refuerza al higado
y al pancreas mediante el incremento de la sensibilidad a la insulina, y la
estimulacion de la conversion de la glucosa en energia, regulando asi el nivel de
azucar en la sangre (Torres et al., 2010). Se cree también que dado a su alto
contenido de fibras, su consumo disminuye el apetito produciendo en
consecuencia un incremento en la excrecion, reduccion de peso, de grasa
corporal, y de retencion de liquidos (Torres, 2010).

Se sabe también que la fibra, en conjunto con el mucilago, protegen también a
la mucosa gastrointestinal previniendo asi las Ulceras gastricas. Torres (2010),
postula que el consumo de nopal promueve ademas la reduccién del colesterol
total, de triglicéridos y los niveles de LDL en sangre por medio del metabolismo de
la grasa y de los acidos grasos, asi como de la eliminacién de los acidos biliares
gue convencionalmente se convierten en colesterol.

1.3.3 Otras aplicaciones

Durante la colonia se le encontraron diversas aplicaciones; se extraia un
material mucilaginoso que servia de ligamento a los adobes en la construccién de
las misiones, ademas el jugo de las pencas era extraido y untado en las ruedas de
los carruajes para impedir que se quemaran por el uso excesivo (Torres, 2010).

Actualmente los cladodios son utilizados como materia prima para la industria
de cosméticos, articulos de tocador, shampoo, jabon, protectores solares y
cremas; como elemento decorativo (planta de ornato); por otro lado, el nopal
alberga al insecto “cochinilla” (Dactylopius coccus), el cual al ser secado provee el
acido carminico, también conocido como carmin rojo grana o colorante E-120
(Revista SAGARPA, 2001). Las pectinas extraidas son utilizadas ampliamente en
la industria de alimentos como agentes hidrocoloides gelificantes. También es
utilizado como cerco vivo en huertos y predios para el control de la desertificacion

(Habibi, 2009). De la cascara y pulpa de la tuna se extraen las betalainas que son




empleadas como colorantes naturales; ademas de obtener edulcorantes de los
azucares obtenidos de la pulpa (Magloire et al., 2006).

1.4 Composicion quimica del nopal (Opuntia ficus-indica)

En diferentes estudios realizados sobre la composicion quimica del nopal se
observa que los resultados varian mucho, en funcion del lugar del cultivo, la
estacion del afo, el sitio de colecta, la edad y la parte de la planta (Magloire et al.,
2006). En la Tabla 3 se enlistan los principales componentes quimicos de

cladodios y de la tuna de esta especie.

Tabla 3. Composicion quimica de los cladodios y la tuna del Nopal Opuntia spp

Peso en base hiumeda
Componentes Peso en nopal Nopal (g/100 g) Pulpa de fruta
base seca (%)
Agua | - 80-95 84-90
Carbohidratos 64-71 3-7 12-17
Cenizas 19-23 1-2 0.3-1
Fibra 18 1-2 0.02-3.15
Proteina 4-10 0.5-1 0.21-1.6
Lipidos 1-4 0.2 0.09-0.7

Tomado de Magloire et al. (2006)
El componente principal es el agua, siendo mayor su porcentaje en cladodios
jovenes que en maduros. Por su alto contenido de agua es suculento,
caracteristica que le confiere wvulnerabilidad a la descomposicion por
microorganismos.
1.4.1 Aminoacidos, vitaminas y carotenos
Los cladodios frescos son buena fuente de estos compuestos como se puede

observar en la Tabla 4:
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Tabla 4. Aminoacidos libres, vitaminas y carotenos presentes en los cladodios de

nopal O. ficus-indica

Aminoacidos Concentracion en base humeda
(mg/100g)
Alanina 0.6
Arginina 2.4
Asparagina 15
Acido Aspartico 2.1
Acido Glutamico 2.6
Glutamina 17.3
Glicina 0.5
Histidina 2.0
Isoleucina 1.9
Leucina 1.3
Lisina 2.5
Metionina 1.4
Fenilalanina 1.7
Serina 3.2
Treonina 2.0
Tirosina 0.7
Triptofano 0.5
Valina 3.7
Vitaminas y Concentracion en base humeda
Carotenoides (1009)
Acido ascorbico 7-22 mg
Niacina 0.46 mg
Riboflavina 0.60 mg
Tiamina 0.14 mg
Carotenoides totales 11.3-53.5 ug

Tomado de Magloire et al. (2006).
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En las tunas las vitaminas son componentes importantes. La vitamina E
(tocoferol), el beta-caroteno, la pre-vitamina A y otros carotenoides, estan
presentes en las fracciones lipidicas de la pulpa y de las semillas. La vitamina C
(acido ascorbico) ocupa el tercer lugar en concentracion en el fruto. Jaramillo et al.
(2003), en una investigacidbn sobre el contenido de carotenoides totales en
cladodios frescos de Opuntia ficus indica de Milpa Alta, determiné la presencia de
a-criptoxantina (18%), B-caroteno (36%) y luteina (46%), de un total de 231.8 mg/g
peso seco.

1.4.2 Minerales, azlcares y &cidos organicos

El calcio es el mineral mas importante en los cladodios, elemento que tiene un
papel importante en la retencién de agua de los tejidos ya que ayuda a formar
geles estables al entrar en contacto con las pectinas. Este mineral se presenta en
forma de precipitados insolubles de oxalato de calcio en la planta, compuesto que
posee baja asimilacion en el humano (Saenz, 2000). Por otro lado, tanto la pulpa
como las semillas del fruto presentan una gran cantidad de minerales en su

composicién, especialmente calcio, potasio y magnesio.

Tabla 5. Minerales presentes en el Nopal Opuntia spp.

Minerales Concentracion en peso fresco (g/100g)
Calcio 5.64
Magnesio 0.19
Potasio 2.35
Fosforo 0.15
Sodio 0.4
Hierro 0.14 pg

Tomado de Magloire et al. (2006)

Un polisacarido que se encuentra contenido dentro de grandes células
vesiculares de los parénquimas de la planta es el mucilago. Este compuesto es un
biopolimero importante utilizado en la industria farmacéutica y alimentaria el cual
se presenta a una concentracion de 1-4 g/Kg (Medina-Torres, 2000). Nobel et al.

(1992), sostienen que los azucares componentes del mucilago de nopales O.
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ficus-indica son 42% arabinosa, 22% de xilosa, galactosa, 8% de &acido
galacturénico y 7% ramnosa, respecto a su peso molecular.

Los cladodios del nopal se caracterizan también por tener una alta
concentracion de acido malico ademas de otros acidos organicos como el acido
citrico y minerales.

1.4.3 Fibra dietética

Un componente del nopal con efectos fisiolégicos importantes en la
alimentacion humana es la fibra dietética. Saenz (2000) determiné el contenido de
fibra dietética total (43g/100g) en harina de cladodios con 7.14% de humedad, el
cual esta formado por 14.59/100g de fibra dietética soluble y 28.5 g/100g como
fibra dietética insoluble. Los componentes principales de la fibra dietética son la
celulosa, hemicelulosa y lignina, asi como las gomas y mucilagos, estos ultimos
con capacidad de absorber grandes cantidades de agua.

1.4.4 Compuestos fendlicos

Los polifenoles abarcan una gran variedad de compuestos que se dividen
tomando como base sus diferencias estructurales, obteniendo asi, distintas clases
como son &cidos hidroxibenzoéicos, acidos hidroxicinamicos, antocianinas,
proantocianidinas, flavonoides, flavonoles, flavones, flavonones, isoflavonas,
estilbencenos y ligninas.

Son compuestos que poseen una estructura quimica adecuada para ejercer una
accion antioxidante, pues pueden donar un atomo de hidrégeno o un electrén a un
radical libre (Kumaran et al., 2005), neutralizando asi especies reactivas de

oxigeno y/o capturando iones metalicos.

Stintzing (2005), sostiene que el contenido de compuestos fenodlicos en los
cladodios del nopal es de 8-9mg/100g peso humedo. Por su parte Jaramillo
(2003), en un estudio del nopal O. ficus-indica del estado de Hidalgo, determiné el
contenido de polifenoles totales en cladodios es igual a 1.60 mg/g peso humedo.
De acuerdo a Arzate (2007) el contenido de polifenoles totales en un liofilizado de
la var. Milpa Alta es de 31.32 mg/ g peso seco; mientras que el de flavonoides de

22.26mg/g peso seco. Segun Ginestra et al. (2009), dentro del numeroso grupo de
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compuestos fendlicos, los flavonoides: quercitina, kaempferol e isoramnitina, son
los compuestos mas abundantes en los cladodios de O. ficus-indica.

1.5 El nopal como fuente de antioxidantes y otros compuestos bioactivos

Dado a que el nopal es una planta consumida en pocos paises, la investigacion
sobre el contenido de compuestos bioactivos, entre ellos los antioxidantes, es
relativamente poca y reciente. Las sustancias antioxidantes mas importantes en
este recurso son probablemente los polifenoles y carotenoides. Entre los primeros,
los componentes mas frecuentes y abundantes son los flavonoides quercitina,
kaemferol e isoramnetina (Ginestra et al., 2009), mientras que entre los
carotenoides se encuentran el 3-caroteno y la luteina (Jaramillo, 2003).

La especie Opuntia ficus indica var. Saboten (variedad abundante en medio
Oriente y paises orientales), es hasta hoy la mas estudiada con respecto a sus
efectos farmacol6gicos. Se ha demostrado por ejemplo, que sus flavonoides
poseen actividad secuestrante sobre los aniones superoxido e hidroxilo (Lee et al.,
2002). En esta misma especie Lee et al. (2006), probaron también la accion
antioxidante en células microgliales activadas con lipolisacaridos bacterianos
(LPS). El estudio demostro que el tratamiento con extracto de flavonoides inhibe la
generacion del radical peroxinitrito (*ONOQO"), la sintesis de la enzima éxido nitrico
sintasa inducible (iNOS), y la degradacion de la proteina I-kB. En la opinion de
Cho et al. (2006), los flavonoides quercetina 3-metil-éter, quercetina vy
dihidroquercetina, son los compuestos con mayor poder antioxidante.

Se tiene informacion que esta planta también posee compuestos bioactivos que
participan en otros aspectos de la defensa antioxidante, como la actividad
antiinflamatoria y antiulcerogénica. Park et al. (2001), demostraron que el principio
activo antiinflamatorio es el B-sitosterol. Por su parte y en forma complementaria,
Galati J., vy Lee et al. (2001; 2002), afirman que los componentes polisacaridos del
mucilago son los que le otorgan un caracter antiulcerogénico. Un estudio local en
el que se investigo la accion especifica del mucilago del nopal de Milpa Alta, en la
cicatrizacion de Ulceras gastricas inducidas por alcohol en ratas, es la

investigacion de Hernandez-Mufioz et al. (2006). Los investigadores atribuyeron a
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la interaccién de los compuestos monosacaridos del mucilago con los fosfolipidos
de la membrana celular de la mucosa gastrica, su capacidad para facilitar la
reparacion del tejido.

2. Flavonoides

2.1 Generalidades

Los flavonoides constituyen un extenso grupo de compuestos derivados del
benzo-y-pirano. Poseen varios grupos hidroxilos enlazados a estructuras anulares,

C6-C3-C6, designadas como A, By C (Figura 3).

Figura 3. Estructura basica de los flavonoides

Flavonas =R, =0 Flavanol = R3 = OH; R4, =H
Flavonoles=R;=0OH; R, =0 Antocianidinas = R3; = OH
Flavanonas = R;=H; R,=0O

Dependiendo del grado de oxidacion y de sustitucion del anillo pirano central
pueden subdividirse en flavonas, flavonoles, flavononas, flavanoles, vy
antocianidinas. Estas moléculas pueden presentarse en forma libre o conjugada
con azucares formando glicésidos (Hollman y Katan, 1999). Su distribucion es
amplia en todas las plantas vasculares concentrandose principalmente en hojas,
frutos, flores y semillas, a excepcion de algunas raices como el ajo y la cebolla.
Por su accion protectora y por la imposibilidad de sintetizarlas en el organismo
humano, éstos deben ser incorporados con los alimentos. A pesar de que la
informacion sobre la cantidad diaria de ingestion de estos compuestos es
imprecisa debido a los diferentes habitos alimenticios de las poblaciones y a la

informacion incompleta de su contenido en las plantas comestibles; se ha
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estimado que la ingestion diaria de flavonoides en el hemisferio occidental ha sido
estimada s de entre 0.5 y 1.0 g/dia/adulto.

2.2 Metabolismo y biodisponibilidad

Por la accion protectora que se les atribuye a los flavonoides y por la
imposibilidad de ser sintetizada en animales, estos compuestos deben ser
incorporados con los alimentos en calidad de nutrimentos, sin embargo, el
aprovechamiento eficiente de los mismos es variable debido a diversos factores
como su composicion molecular o una adecuada absorcion para lo que es
necesario que éstos compuestos se separen en su parte no polar o aglicona y su
parte polar o glicésido.

Al respecto, Hollman y Katan (1999) afirman que los compuestos glicosidados
de la quercitina de cebolla son mucho mejor absorbidos en humanos (52%) que
las agliconas puras (24%) (flavonoide en forma libre). En un estudio realizado con
polifenoles totales del té verde en ratas (Kohri et al., 2001), determinaron que
éstos son absorbidos en una proporcion de 60-80%, de lo cual cerca del 3% son
depositados en células de diferentes 6rganos (principalmente el tracto gastro
intestinal) y de 20 al 40% pasa a colon sin ser absorbidos. Los compuestos no
absorbidos parecen tener un papel protector en el colon, ya que se sabe que en
dicho 6rgano los flavonoides pueden secuestrar las especies reactivas de oxigeno
y radicales libres alli formados, o inhibir la actividad de las enzimas ciclooxigenasa
y lipoxigenasa, implicadas en el desarrollo de cancer de colon (lkawa et al., 1999).
Por su parte Jovanovic et al. (2000), observaron que la mayor parte de flavonoides
y catequinas ingeridas son excretadas por orina y heces sin haber sido
absorbidas. Estos autores afirman que la concentracion maxima en plasma y en
organos como el higado se observo a las 0.5 h y a las 24 h, respectivamente,
después de su administracion, sufriendo transformaciones metabodlicas en el
higado al ser convertidas en acido benzoico por conjugarse con otros compuestos.

La excreciébn es por dos vias, los hidrosolubles, se excretan por las vias
urinarias con la orina (como la catequina), y los no hidrosolubles, se excretan junto

con la bilis al duodeno (como la quercitina).
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3.Estrés Oxidativo

Todos los organismos vivos mantienen un balance de &xido-reduccion
constante, preservando el equilibrio entre la producciéon de pro-oxidantes que se
generan como resultado del metabolismo celular y los sistemas de defensa
antioxidantes. La pérdida en este balance de oOxido-reduccion lleva a un estado
bioguimico denominado estrés oxidativo, que se caracteriza por un aumento en la
concentracion de radicales libres y especies reactivas, incapaces de ser
controlados por los sistemas de defensa antioxidantes.

La alteracion del balance entre pro-oxidantes y antioxidantes, puede tener
diversos grados de magnitud. En el estrés oxidativo leve, las defensas
antioxidantes bastan para restablecer dicho balance, pero en el estrés oxidativo
grave se llega a alteraciones en el metabolismo celular, dafio al ADN, aumento de
la concentracién de calcio intracelular, dafio a los transportadores de iones y
proteinas especificas en la membrana asi como peroxidacion lipidica. El dafio por
estrés oxidativo, puede ser reversible o irreversible (Dorado, 2003). Las evidencias
cientificas de los dltimos afios sugieren que este desequilibrio bioquimico puede
causar dafilo y muerte celular; asi como desérdenes patolégicos como
neurodegeneracion, cancer, inflamacion cronica, aterosclerosis, diabetes,
obesidad, entre otros (Balz, 1999).

3.1 Especies Reactivas de Oxigeno (EROs)

Las especies reactivas de oxigeno (EROs), son compuestos derivados del
oxigeno molecular (O,) después de haber sufrido una reduccién quimica parcial,
presentando asi electrones desapareados, los que llevan a la produccion de las
especies reactivas mas peligrosas como el radical superéxido (<O, el peroxido
de hidrégeno (H.0,) y el radical hidroxilo (*OH"), que son generadas en presencia
de metales de transicion y oxigeno (Dorado et al., 2003).

El radical superéxido (*O2) generado cuando el O, es reducido al perder un
electron; es la primera especie producida en muchas cascadas biologicas
oxidantes. Este compuesto es s6lo moderadamente reactivo con la mayoria de los

compuestos biolégicos, pero en solucidn acuosa reacciona rapidamente para
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formar la siguiente especia reactiva. El radical superéxido es generado en las
mitocondrias (como producto de la respiracion) y en los fagocitos (para
proteccion).

Por su parte, el peroxido de hidrogeno (H.O,) generado cuando el O, es
reducido con dos electrones; reacciona con iones metalicos reducidos (como
hierro o cobre) para formar otra especie mas reactiva.

Finalmente el radical hidroxilo (*OH") es claramente la especie mas peligrosa y
dafiina generada durante el estrés oxidativo debido a que tiene una gran facilidad
para reaccionar con los compuestos organicos (Alessio, 2006).

Por otro lado, las EROs desempefian también funciones benéficas en los
organismos participando por ejemplo en los sistemas de sefalizacion celular, los
cuales se refieren a la liberacién de sustancias por parte de la célula para trasmitir
informacion a otras células involucradas en la deteccién, sintesis y/o regulacion de
moléculas (Alessio, 2006). Se ha encontrado que niveles bajos de EROs estimulan
la proliferacion celular y activan genes especificos. Igualmente se sabe que dichas
especies pueden activar al factor de transcripcién nuclear NFkB, el cual juega un
papel fundamental en la regulacion de las respuestas inmune e inflamatoria. En la
comunicacién célula-célula, actian como mensajeros celulares, activan la
expresion de la adenilato ciclasa, y también activan a las proteinas reguladoras de

Fe*? (transferrina y ferritina) (Dorado et al., 2003).

3.1.1 Fuentes generadoras de EROs

3.1.1.2 La mitocondria

Se ha propuesto a la mitocondria como la fuente de EROs mas importante en
células; pues paralelamente a la reduccion enzimética del O, hasta H,O por la
citocromo oxidasa en la cadena de transporte de electrones (Fig. 4), tiene lugar la
reduccion eventual no enzimatica, de un electron del O,, generando el anion

superoéxido (¢Oy).
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Figura 4. Transporte de electrones

Complejo | (reducida)
i~ Conezima 0

Fuente: Tornero et al., ( 2002)

Esta reaccion resulta inevitable debido a que los transportadores de electrones
gue intervienen en la cadena son muy reactivos y con un potencial redox negativo,
como es el caso de la flavina (complejo ) y la ubiquinona (complejo III).

En algunos casos, hasta un 4% del O, total consumido por la cadena de
transporte de electrones puede ser transformado hasta <O, por la coenzima Q
(Halliwell, 1996). Es mas, en condiciones donde los niveles de adenosin difosfato
(ADP) se encuentran disminuidos (como sucede con el tratamiento con
inhibidores de los diferentes complejos de la cadena de transporte de electrones
como la antimicina A) la produccion del i6n superdxido se ve aumentada (Tornero
et al., 2002).

Asi mismo el escape de EROs desde la mitocondria hacia el citoplasma
aumenta conforme la célula envejece pues progresivamente la funcion y la
integridad de esta se ve dafada. Por lo tanto, el aumento de la actividad
mitocondrial en si puede generar un estrés oxidativo a las células (Garcia, 2006).

3.1.1.3 Factores medioambientales

Otra fuente de EROs que se suma a los enddgenos corresponde a los factores
del medio ambiente, algunos controlables como la dieta, el estilo de vida, y otros
sobre las que no tenemos control directo como la radiacion ionizante, metales

pesados, pesticidas, hidrocarburos halogenados arométicos y policiclicos,
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contaminantes atmosféricos, etc. En la figura 5 se expone las principales fuentes
externas promotoras de formacion de EROs que afectan a los diferentes
organismos vivos Y la activacion de rutas de sefializacidbn como respuesta al estrés
oxidativo (Limon-Pacheco et al., 2009).

Figura 5. Fuentes externas promotoras de formacion de EROs
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Tomado de Limon-Pacheco et al., (2009)
3.1.1.4 El estrés fisioldgico

Cuando un organismo percibe un estimulo “estresante” (estimulo nocivo que
provoca temor, ansiedad o inquietud), ocurren cambios fisiolégicos en su
organismo para enfrentar el problema (Wingfield et al., 1997).

La respuesta al estrés consiste en cambios biologicos y fisiologicos y se
caracteriza por la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS) y el eje
hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA). Diversos estudios han comprobado que el
estrés cronico se relaciona con una mala salud fisica y en gran medida esta
asociado al incremento de la oxidacion y la alteracion en los niveles hormonales y
sus efectos subsecuentes en el sistema inmunologico.

La activacion del SNS resulta en cambios fisioldgicos inespecificos incluyendo
la liberacion de norepinefrina (NE) via nervio simpéatico y epinefrina (E) por la
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glandula adrenal la cual afecta muchos o6rganos del cuerpo .La NE tiene gran
afinidad por los receptores a-adrenogénicos; mientras que, la E se une a los
receptores (-adrenérgicos. La activacion de los sistemas a-adrenérgicos en los
sistemas arteriales generalmente causan constriccion y aumento de la resistencia
periferial y de la presién sanguinea diastdlica; mientras que la union del receptor
B-adrenérgico incrementan el volumen cardiaco y la presion sanguinea diastolica.

El eje HPA, cuando es activado por efecto del estrés, causa la liberacion de la
hormona de liberacién corticotropica (HLC) del hipotdlamo. La HLC actua sobre la
glandula pituitaria estimuldndola a liberar la hormona adenocorticotrépica (HACT)
que viaja a la glandula adrenal promoviendo la liberacién de los glucocorticoides,
cortisol primario en humanos y en mamiferos (Eggenberg, 2006).

Recientemente se ha considerado que el estrés juega un rol muy importante en
la activacion de la respuesta inflamatoria. Investigaciones en citocinas sugieren
que el estrés crénico podria incrementar la circulacion de cinasas pro-inflamatorias
tales como IL-6, IL-1B8, TNF-a y otros marcadores de inflamacion tales como la
proteina C reactiva (Eggenberg, 2006).

3.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que cuando estan presentes en cantidades
fisiolégicas retardan o inhiben la oxidacion de sustratos susceptibles al ataque de
las EROs (Lima, 2001). Pueden actuar directamente secuestrando radicales libres,
manteniendo la actividad de las enzimas antioxidantes, o inhibiendo la actividad de
enzimas oxidantes (Abd Ellah et al., 2007).

Se agrupan en antioxidantes enddgenos los cuales pueden ser enzimaticos y
no enzimaticos, y antioxidantes exégenos.

3.2.1 Antioxidantes enzimaticos

Estos se encuentran dentro del organismo e impiden la formacion de radicales
libres a partir de otras moléculas; si los radicales libres ya existen, estos
antioxidantes se encargan de convertirlos en moléculas menos dafiinas para el

organismo. Ejemplos de estos antioxidantes comprenden la superéxido dismutasa
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(SOD), la glutatién peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y catalasa (CAT)
(Dorado et al., 2003).

3.2.2 Antioxidantes no enzimaticos

Son aquellos compuestos que donan sus electrones a los radicales libres,
neutralizandolos y evitando reacciones en cadena. Dada a la gran movilidad de
sus otros electrones, los antioxidantes no enzimaticos generalmente no se
convierten en radicales libres, o simplemente son radicales libres no reactivos.

Los antioxidantes no enzimaticos comprenden moléculas como el glutation
(GSH), el acido ascorbico (vitamina C), B-caroteno o provitamina A, vitamina E (o-
tocoferol), y proteinas transportadoras de metales como la ferritina (Dorado et al.,
2003).

3.2.3 Antioxidantes exdégenos

Los antioxidantes exdgenos ingresan a los sistemas vivos a través de la cadena
alimenticia, de alli que desde el punto de vista practico, éstos son los mas
importantes, ya que son los Unicos que pueden ser incorporados en el alimento.
Estos compuestos proceden principalmente de las plantas en forma de
compuestos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos, alcoholes, los tocoferoles,
tocotrienoles), acido ascorbico, y carotenoides, siendo los polifenoles los mas
abundantes en la dieta actual (Schwedhelm, 2003).

3.2.3.1 Los flavonoides como antioxidantes

Los flavonoides poseen excelentes propiedades de quelacion de iones
metalicos de transicion como el hierro, lo que les confiere una gran capacidad
antioxidante (Morel et al., 1993). Poseen ademas habilidad para secuestrar
radicales libres, principalmente los radicales hidroxilo y superdxido, especies
altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica
(Jovanovic et al., 2000). Otros autores refieren su capacidad de inhibir oxidasas
como la lipoxigenasa, la ciclooxigenasa, la mieloperoxidasa, la NADPH oxidasa y
la xantina oxidasa, evitando la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ERO) in vivo (Ferrandiz et al., 1991) y de hidroperéxidos. También se sabe que

inhiben las enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos como
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la fosfolipasa A, (Lindahl y Tagesson, 1997), y estimulan otras con propiedades
antioxidantes como la catalasa y la superéxido dismutasa (Sudheesh et al., 1999).
Por lo que refieren Raity y Das (1988), los flavonoides con sustituyentes
dihidroxilicos en posiciones 3 y 4’ del anillo B, son mas activos como
antioxidantes, actividad que puede ser mayor cuando existe un doble enlace entre
los carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posicion 3, y un grupo carbonilo en la
posicion 4. Dicha estructura caracteriza a la quercitina, un flavonoide abundante
en la mayoria de los vegetales comestibles. Los investigadores antes
mencionados asi como Noroozi et al. (1998), sefialan que los flavonoides en su
forma libre (agliconas) son antioxidantes mas potentes que sus correspondientes
conjugados (glicésidos), aunque a tal respecto no existe un criterio unificado.

3.3 Medicion del Estrés Oxidativo

Se han propuesto muchos marcadores biolégicos para evaluar el estrés
oxidativo, los cuales permiten determinar parcialmente el dafio mediado por las
EROs o la generacion de estas ocurrido in vivo. Entre estos marcadores se
incluyen la medicién del poder antioxidante, medidos en el plasma o fluidos
corporales, mediciones de biomoléculas oxidadas (lipidos, proteinas y ADN), y la
medicion de los mecanismos antioxidantes enziméticos como la actividad de las
enzimas SOD, GPx y CAT (Sanchez-Rodriguez et al., 2004).

3.3.1 Poder antioxidante en plasma

Las técnicas desarrolladas para medir la capacidad antioxidante total de las
muestras bioldgicas valoran la habilidad de los compuestos donantes de un H+ o
un electrén para oxidar las especies introducidas en el sistema de ensayo, por lo
gue son clasificados como métodos de inhibicion o indirectos del poder
antioxidante total. Otra forma de medir al sistema antioxidante es a través de la
medicion de la concentracion de las vitaminas antioxidantes (A,C,E), los minerales
selenio (Se) y zinc (Zn), el glutation (GSH) y la razén glutation reducido/oxidado
(GSH/GSSG) (Garcia, 2006).
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3.3.2 Dafio en biomoléculas

La peroxidacion lipidica (LPO), entendida como la oxidacion de lipidos
poliinsaturados de las membranas celulares, produciendo hidroperoxidos, es
probablemente el proceso generado por las EROs mas ampliamente investigado,
y por lo tanto, medido. Los hidroperoxidos se descomponen transformandose
rapidamente en una variedad de sub-productos que incluyen: dienos conjugados,
alcanos (etano y pentano), productos aldehidicos (malondialdehido, n-aldehidos y
aldehidos a,B-insaturados) e isoprostanos; todos ellos utilizados como indicadores
en la medicion de estrés oxidativo y medibles por procedimientos que van desde
los espectrofotométricos hasta la cromatografia de alta resolucion (HPLC), o de
gases (CG) (Esterbauer, 1989).

El procedimiento mas comunmente utilizado en tejidos y fluidos de organismos
es la medicion del malondialdehido (MDA) acoplado al &cido tiobarbittrico (TBA),
el cual puede medirse espectrofotométricamente a 532 nm, por fluorescencia a
553 nm o por HPLC (Alessio, 2006). Esta técnica, aunque con algunas
limitaciones, es facil y rapida, por lo que se utiliza como el método de eleccién en
estudios epidemioldgicos.

Las proteinas también sufren modificaciones por efecto de las EROs, debido a
la susceptibilidad de sus residuos de aminoacidos, los cuales sufren ataques por
radicales *OH" produciéndose una oxidacion y formandose en consecuencia
proteinas carboniladas. Los cationes del ciclo redox como el Fe?* o Cu®* pueden
unirse a cationes en los sitios de union de las proteinas, y con ayuda de nuevos
ataques por H,O, u *O;’, pueden transformar grupos amina de cadena lateral en
varios aminoacidos (por ejemplo lisina, arginina, prolina o histidina) en carbonilos
(Reznick, 1992).Esta medicion se puede hacer de forma directa, o con
inmunoensayos, sin embargo por ser una técnica no selectiva, en muchos
estudios se prefiere la determinacion de aminoacidos modificados como la
nitrotirosina (Alessio, 2006).

El ADN es otra molécula que no esta exenta del proceso oxidativo. El principal

agente lesivo es el radical hidroxilo que dafian directamente las cadenas de ADN
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originando su fragmentacion en un primer momento, posteriormente modifican las
bases nitrogenadas que van a ser incorporadas al ADN, dando lugar a la
deoxiguanosina, capaz de provocar importantes mutaciones (Garcia, 2006).

3.3.3. Actividad antioxidante enzimatica

Los resultados de diferentes estudios muestran que los niveles de actividad de
las enzimas antioxidantes pueden ser modificadas frente al estrés oxidativo por lo
que su medicion puede ser utilizada como marcador indirecto (Pihan et al., 1987).
En el presente documento se hace mencion de la SOD y la GPx por ser las Unicas
enzimas que fueron valoradas. En la determinacion de la actividad de la SOD se
emplea con mayor frecuencia un medio en el cual se genera *O, " con la enzima
xantina oxidasa (XO) a partir del sustrato xantina y la SOD compite con un
colorante indicador (INT) por el *O,". Una unidad de SOD se define como la
cantidad necesaria para presentar el 50% de dismutacion del radical superéxido
(Limén- Pacheco, 2009).

La accion de la GPx puede ser valorada de diferentes maneras, ya sea
midiendo la liberacién de glutation oxidado (GSSG) o por accion de la enzima
sobre un hidroperdxido organico en presencia de H,O, (Abd Ellah et al., 2007).

3.3.4 Concentracion de glucosa en sangre

El trasporte de glucosa es una cascada de eventos que comienza con la
interaccién de la insulina con su receptor y finaliza con el metabolismo de la
glucosa intracelular. En este proceso es posible que el estrés oxidativo influya ya
que existe evidencia de que la presencia de una elevada concentracion de
radicales libres en plasma disminuye la accion de la insulina, lo que contribuye a la
generacion de hiperglicemia.

Existen evidencias de que el incremento de EROs podria generar
modificaciones en los receptores (Ceriello, 2000), ademas de causar dafios en la
expresion del gen de la insulina como respuesta a la pérdida de al menos dos de
sus factores de transcripciéon (PDX-1 y RIPE 3bl 6 Mafa), lo que acelera el
proceso de apoptosis. Robertson (2004), sometid isletas pancreaticas de células

beta de ratas ZDF (por sus siglas en inglés Zucker Diabetic Fatty) a distintas
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concentraciones de glucosa (16.7 mM, 55 mM y 5mM), obteniendo como
resultados que las isletas sometidas a la concentracion méas alta sobreexpresaron
diversos genes apoptéticos.

3.3.5 Dafio celular y de tejidos

La alteraciéon de la integridad tisular y celular es un excelente marcador de que
hubo un dafio generado por el estrés, el cual da inicio de una serie compleja de
eventos, es decir, incluyen la inflamacién aguda, la formacién de tejido de
granulacion, la recuperacion del tejido conectivo, colagenizacion etc. (Schaffer y
Nanney, 1996) los cuales se dan en la profundidad de la lesién.

En el caso particular del estrés agudo por inmersion en agua (WIRS), se ha
demostrado que los niveles de la citocina IL-18 aumentan rapidamente en suero y
estbmago; en éste ultimo tejido, aumenta la histamina gastrica, quien modula la
respuesta inmune y activa a los receptores H2 desarrollando secrecién excesiva
de acido gastrico y formando lesiones agudas en la mucosa géastrica como
resultado del estrés generado (Seino et al., 2007).

4. El jerbo Meriones unquiculatus como modelo de estudio

Los animales mas utilizados en experimentacién y en particular para el estudio
del estrés oxidativo son el raton y la rata. El primero, tiene caracteristicas
preferidas por los investigadores como buena adaptacion en bioterios,
mantenimiento sencillo y econémico, de facil manejo, etc., seguido por la rata con
caracteristicas semejantes (Pérez, 2007). Otro roedor incorporado posteriormente
sobre todo a la investigacién clinica es el jerbo de Mongolia Meriones unguiculatus
(Fig. 6).

Figura 6. Jerbo (Meriones unguiculatus)
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4.1 Caracteristicas generales

El jerbo de Mongolia, Meriones unguiculatus, es del orden Rodentia, suborden
Myomorpha y la familia Cricetidae, de la misma familia que el hamster. Es también
conocido como rata del desierto, es nativo de China y Mongolia. El color mas
comun es la guatusa: beige claro, con una mezcla de blanco, amarillo y negro,
dando un color general de pelaje marrén. También pueden ser de color negro,
gris, blanco o harinoso. Se caracterizan por una larga cola, completamente
cubiertas de pelo, fuertes patas delanteras para cavar, y las posteriores usadas
para saltar y para el mantenimiento de la postura erecta. El cuerpo y la cola son
cada uno de unos 11-15 centimetros de longitud, con el cuerpo ligeramente mas
largo que la cola y los adultos llegan a pesar entre 70-150 gramos.

Uno de los primeros usos del jerbo en la investigacion fue en los estudios de la
radiacion, debido a que pueden tolerar mas la exposicion del cuerpo entero a la
radiacion que otras especies animales. También ha sido utilizado en los estudios
del metabolismo de la glandula endocrina. Estos animales muestran alta
incidencia de convulsiones epileptiformes espontaneas, por asustarse o por
encontrarse en un ambiente nuevo, lo cual los convierte en un modelo animal
idéneo para investigacion neuroldgica, particularmente, el estudio de la epilepsia, y
estudios de estrés por isquemia/reperfusion cerebral. Son importantes en la
investigacion de patologias gastricas asociadas a infeccion por Helicobacter pylori,
asi como estudios del metabolismo de lipidos y enfermedades del corazén.
También son utiles en la investigacion de enfermedades infecciosas y en la
investigacién de parasitologia (\Wagner, 1999). Adicionalmente estos animales
también son utilizados en investigaciones toxicolégicas de aditivos alimentarios,

plaguicidas, solventes industriales y metales pesados.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el transcurso de los ultimos afios, el nopal ha atraido la atencién de un
importante numero de cientificos y especialistas en medicina que se han
interesado en las multiples propiedades nutritivas y curativas que presenta, lo que

ha dado lugar a diferentes investigaciones principalmente en el extranjero.

En México, el nopal Opuntia ficus indica, es un recurso natural utilizado como
alimento y medicamento desde épocas prehispanicas, sin embargo, existe poca
informacion cientifica sobre las bases bioquimicas de su modo de accion por ello
el propésito de esta investigacion es estudiar el posible efecto preventivo y
curativo de la suplementacion del alimento con un extracto de nopal Opuntia ficus
indica vari. Milpa Alta (EAN), sobre el dafio oxidativo inducido por estrés, en el

jerbo Meriones unguiculatus.
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JUSTIFICACION

El nopal Opuntia ficus indica, es un recurso muy utilizado en la alimentacion
mexicana. El consumo per capita a nivel nacional es de 6.4 5.75 kg/afio, pero llega
a 8 kg en el centro del pais, 5kg en el norte y 4.5 kg en el sur, segun el Consejo
Mexicano de Nopal y Tuna (CoMeNTuna).

Mas alld de su potencial alimenticio, al nopal se le han atribuido diversas
propiedades curativas que aun son objeto de estudio; las cuales se relacionan con
su alto contenido de compuestos bioactivos como polifenoles (principalmente
flavonoides), vitamina C, tocoferoles, etc., presentes en los residuos frescos de
nopal. Por ello, es importante recalcar, que estudios como éste permitiran
incrementar en gran medida el conocimiento de la planta, su uso con los
consecuentes beneficios del cultivo y utilizacion de dicho recurso, tanto para el

rubro nutricional, asi como para el comercial de la investigacion en nuestro pais.

HIPOTESIS

Teniendo en consideracion los antecedentes cientificos sobre el efecto
antioxidante in vitro de los extractos de nopal de O. ficus-indicade otras
localidades fuera de Meéxico, se postula como hipotesis de la presente
investigacion, que el extracto de cladodios del nopal O. ficus indica, de Milpa Alta,
posee compuestos bioactivos que puedan actuar como antioxidantes no
enzimaticos, y asistir en la defensa antioxidante del jerbo en condicion de estrés

oxidativo.
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OBJETIVO GENERAL

» |nvestigar si la administracion de un extracto de nopal (O. ficus-indica),
variedad Milpa Alta, posee efecto regulador de las alteraciones provocadas

por estrés oxidativo agudo en el jerbo, Meriones unguiculatus.

Objetivos Particulares

= Determinar el contenido de polifenoles y flavonoides totales en el extracto
acuoso liofilizado de cladodios de nopal.

» Hacer una valoracion in vitro e in vivo, de la capacidad antioxidante del
extracto liofilizado de cladodios de nopal.

= Determinar los efectos del estrés oxidativo en el jerbo M. unguiculatus, pos-
estrés agudo, y su posible modificacién por la administracién de extracto de
nopal.

= Determinar los cambios histopatoldgicos post-estrés de la mucosa gastrica de
los jerbos y su relacion con la administracion de extracto liofilizado de nopal en

un periodo maximo de 96h.
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MATERIALES Y METODOS

El Nopal

Para la finalidad de este estudio, se utilizaron cladodios frescos y sin espinas
del nopal Opuntia ficus-indica, variedad Milpa Alta, los cuales fueron comprados
en el Mercado Central de Tlalpan. ElI material se lavdo y sec6 manualmente.
Posteriormente se cortd en laminas muy delgadas que se colocaron en charolas
para ser secadas en estufa convencional de laboratorio, a una temperatura de 48
a 50 °C, durante 24 a 36 horas. Una vez seco, el material fue molido en molino de
cuchillas, a un tamafo de particula menor a 2 mm, obteniéndose asi una harina de

tamafio homogéneo.

Obtencion del extracto acuoso de nopal (EAN)

Reactivos y Equipos. Alcohol etilico (EtOH) [JT Baker,reactivo], y acetona [JT
Baker,reactivo], Camara de Agitacion Maz Q 400 Barnstead Lab-Line, Balanza
Analitica ae Adam ®, Centrifuga Refrigeradora Sorvall RT600013, Rotavapor
Bichi R-134, Liofilizadora Labconco Free Zone 4.5.

Para la extraccion se utilizaron 25g de harina de nopal a la cual se afiadieron
200mL de una mezcla etanol-agua destilada (50:50), y se dejaron reposar toda
la noche, protegida de la luz y en refrigeraciéon (4°C). Posteriormente se agito la
mezcla a 150 rpm por dos horas a temperatura ambiente, tiempo después del
cual se centrifugd a 3,000 rpm por 15 min a 20°C. El sobrenadante se filtré y
conservo a 4°C mientras que la pastilla se resuspendid en 200mL de una
mezcla de acetona-agua destilada (70:30), repitiéndose el proceso de
extraccion a partir del reposo por toda la noche seguido de una centrifugacion.
Los sobrenadantes de la mezcla etandlica y acetdnica se reunieron y se
pusieron en rotavapor para eliminar los disolventes organicos y mantener solo
la fase acuosa. Los posibles disolventes remanentes, fueron eliminados con gas
de N inyectado directamente a los matraces por 30 minutos. El extracto acuoso
de nopal asi obtenido (EAN), se liofilizo6 para obtenerse de ese modo una

reserva de extracto acuoso en forma liofilizada, para todo el experimento.
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Determinaciones Quimicas en el extracto liofilizado de nopal (ELN)

Determinacion de Compuestos Polifendélicos

Reactivos. Acido Clorhidrico (HCI) [JT Baker,reactivo], Carbonato de Sodio
(Na,CO3) [JT Baker,reactivo], Reactivo de Follin-Ciocalteau [Sigma

Aldrich,reactivo].

Equipo. Espectrofotometro UV/Vis Beckman Du 70.

Fundamento.

Los compuestos fendlicos en el extracto fueron determinados por el método
colorimétrico de Follin-Ciocalteu (molibdato y tungstato sodico). Este compuesto
oxida los compuestos fendlicos de la muestra a fenolatos en medio alcalino,
formando un complejo de molibdeno— tungsteno de color azul, cuya intensidad
es proporcional al nimero de grupos hidroxilo presentes en la molécula
(Chuquimia et al. 2008, Gutierrez-Avella et al. 2008).

La cantidad de polifenoles totales se determiné con el método descrito por
Matthaus (2002).
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Diagrama del ensayo de determinacion de compuestos polifendlicos

Elaborar disoluciones acuosas de acido
galico (estandar) y del ELN (0.5, 1, 1.5, 2,
2.5, 3 mg/mL)

A 4

Mezclar 2mL de cada una de las disoluciones
anteriores con 3mL de HCI 0.3%

v

Tomar 100 uL de cada una de las
disoluciones anteriores y adicionar
2mL Na,CO3 2%

Dejar en reposo 2
min T.amb
A 4

Afadir 100uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:1 con H20) a la mezcla
anterior

Dejar en reposo
30 min T.amb

A 4

Leer absorbencia a 750 nm usando como
blanco al reactivo de Folin-Ciocalteu.

Método basado en Matthdus (2002).

Los resultados fueron expresados en equivalentes de acido géalico (EAG) en mg/ g
de nopal peso seco; de alli que dichas unidades no representan cantidades
absolutas de polifenoles, sino la reduccién quimica relativa a un equivalente de

acido galico. El resultado final corresponde a la media de 3 mediciones.
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Determinacién de Flavonoides

Reactivos. Tricloruro de Aluminio (AICIs) [Sigma Aldrich,reactivo], Acido Acético
(HAc) [JT Baker,reactivo], Alcohol Etilico (EtOH) [JT Baker,reactivo], Rutina

[Sigma Aldrich,reactivo].

Equipo. Espectrofotometro UV/Vis Beckman Du 70.

Fundamento.

El tricloruro de aluminio (AICI3) es un reactivo que interacciona con algunos
grupos hidroxilo del nucleo de la flavona, formando un complejo colorido que
puede ser detectado a 415 nm. Los grupos hidroxilo involucrados en la reaccion
son dependientes del disolvente en el cual se lleve a cabo la misma; por lo que,
si la reaccion se realiza en etanol los grupos hidroxilo libres que participaran
en la formacion del complejo seran los ubicados en las posiciones 3 o 5,
mientras que si el medio es metandlico adicionalmente a las posiciones
anteriormente descritas participaran los hidroxilos libres de la posicion 4 (Jurd
L., 1969).

La cantidad de flavonoides se determind con el método descrito por Kumaran

et al. (2005), en el que se utilizé rutina como estandar.
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Diagrama del ensayo de determinacion de flavonoides

Elaborar disoluciones etandlicas de rutina
(estandar) (0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.15, 0.3
,g/mL); asi como una disolucién acuosa de ELN

(0.01 g/mL)
o J

A 4

N
Mezclar 1mL de alguna de las disoluciones

anteriores con 1mL de AICI3 (1g/50mL etanol) y 1

gota de &cido acético concentrado
\_ J

v
Aforar la mezcla de reacciéon a 25mL con etanol

Dejar en reposo 40 min
aT.amb

A 4

Lectura de absorbencia a 415 nm

\ 4
e A

Blanco = 1ml disolucién problema + 1 gota acido
acético y diluir a 25 mL con etanol

Método basado en Kumaran et al. (2005).

Los resultados fueron expresados en equivalentes de rutina (ER) en mg/ g de
nopal peso seco; de alli que, no representan cantidades absolutas de flavonoides,
sino la reduccion quimica relativa a un equivalente de rutina. El resultado final

corresponde a la media de 3 mediciones.
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Medicion del Poder Antioxidante del extracto liofilizado de nopal (ELN), in

vitro.
Capacidad secuestrante sobre el radical 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

Reactivos. Acido Ascorbico [Sigma Aldrich,reactivo], 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH) [Sigma Aldrich,reactivo], Alcohol Etilico (EtOH) [JT Baker,reactivo].

Equipo. Espectrofotometro UV/Vis Beckman Du 70.
Fundamento.

Los antioxidantes reaccionan con el radical DPPH (color purpura) para
convertirlo a su forma reducida DPPH-H (color amarillo); el grado de
decoloraciéon que experimenta la reaccion a 515 nm, depende del potencial

secuestrante del compuesto antioxidante (Siddhuraju, 2002).

DPPH* + AH — DPPH-H + Ae

Un ejemplo del mecanismo de reaccion se presenta en la Fig. 8:
Figura 8. Mecanismo de reaccion del Acido Ascorbico en presencia del radical

DPPH

CH.OH CH2 OH CH, OH
HOCH “PFC'.; Hml:;H o Dpti HOCH _

oS i

= i NI

HO OH DFFH-H  yo oe DPPH-H O O

Acido
dehidroascérbico

Acido ascérbico Acido semi-

dehidroascérbico

Tomado de B.Williams et al. (1995).

36



Diagrama del ensayo para la determinacion de la capacidad secuestrante del ELN
sobre el radical 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH)

Elaboracion de disoluciones acuosas tanto del ELN
como del &cido ascorbico (referencia) con distintas
concentraciones (5,10,50,100 y 200 pg/mL)

<—[ Mantener en obscuridad ]

Adicion de 50 pL de cada una de las disoluciones
anteriores a 2 mL de disolucién metanélica de DPPH
3*10° M

— Agitar ]

\ 4
[ Leer absorbencias a 515 nm a los 0, 15 y 30min ]

\ 4

/Célculo del % de la capacidad secuestrante a partir \
de la ecuacion:
%CS = ([ Ao — Af ] /A0)*100
Donde:
Ao = absorbencia en el tiempo cero.
\ Af = absorbencia en el tiempo final. /

Método descrito por Siddhuraju (2002).
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Capacidad de reduccion férrica (FRAP) en el extracto liofilizado de nopal
(ELN)

Reactivos. Acetato de Sodio [J.T.Baker,reactivo], Acido Acético [J.T.Baker],
Tripiridiltriazina (TPTZ) [Sigma Aldich,reactivo], Cloruro Férrico (FeCls) [Sigma
Aldrich,reactivo], Acido Clorhidrico (HCI) [J.T.Baker,reactivo] y TROLOX [Sigma
Aldrich,reactivo].

Equipo. Espectrofotometro Génesis 10 VIS Scientific EQUIPAR.

Fundamento.

La capacidad de reduccion férrica (FRAP, por sus siglas en inglés, Ferric
Reducing / Antioxidant Power) se puede determinar partiendo del conocimiento
de que en medio &cido, el i6n férrico (Fe *) y la tripiridiltriazina (TPTZ) forman
un complejo incoloro “Fe**-TPTZ” que en presencia de un agente reductor
permite el paso del i6n férrico a i6n ferroso (Fe?"), dando como producto al
complejo “Fe** - TPTZ” de un color azul intenso cuantificable
espectrofotométricamente y cuya mayor absorbencia se presenta en los 593 nm
(Benzie & Strain 1996).

Figura 11. Esquema de la reaccion del ensayo de FRAP

Fe3t ==. i i . Fe2t = 1
\ ) \ J
Y 4
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Diagrama del ensayo de capacidad de reduccion férrica (FRAP)

KPreparar mezcla de reaccidén con proporcion de\
voliumenes 10:1:1 :

*Buffer de acetatos 300mM (CH3;COONa en
acido acético glacial-H,O [1:63, v:V]), pH =3.6
*TPTZ 10mM en HCI
k *Cloruro férrico 20 mM /

Siempre mantener en
obscuridad

A 4

A 1.5 mL de mezcla de reaccién agregar 50uL de
la solucion de Trolox (estandar) (0, 10, 20, 40,80
nmol) o 50pL de la solucién acuosa del ELN
(0.49, 0.98, 1.96, 3.92 mg/mL)

1—[ Agitar con vortex ‘]

A 4

Incubar 5min a 372C en la obscuridad con
agitacion suave

\4
[ Leer absorbencia a 593nm ]

Método de Benzie & Strain (1996) modificado en la curva de calibracion, pues se
utilizé TROLOX en lugar de sulfato ferroso (FeSO,).

Los resultados finales fueron expresados como actividad antioxidante
equivalente a nmol de TROLOX/ mL de solucién acuosa del ELN. La actividad
relativa del TROLOX en éste ensayo es de 2, lo que quiere decir que la reaccion
directa de éste compuesto produce un cambio en la absorbencia de doble
magnitud que el del Fe** en concentraciones molares equivalentes (Benzie &
Strain 1996).
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Capacidad inhibitoria sobre el radical hidroxilo (*OH")

Reactivos. Acido Ascorbico [Sigma Aldrich,reactivo], Desoxirribosa [Sigma
Aldrich,reactivo], Acido Tiobarbitirico (TBA) [Sigma Aldrich,reactivo], Cloruro
Feérrico (FeClz) [Sigma Aldrich,reactivo], Peroxido de Hidrégeno (H.O,) S/Marca,
Ac. Etilendiaminotetraacético (EDTA) [JT Baker,reactivo], Acido Clorhidrico
(HCl) [JT Baker,reactivo], Acido Tricloroacético (TCA) [JT Baker,reactivo],
Fosfato de Potasio monobéasico (KH,PO,) [JT Baker,reactivo] y Fosfato de
Sodio dibasico (Na;HPO,) [JT Baker,reactivo].

Equipo. Espectrofotometro UV/Vis Beckman Coulter Du 640; USA
Fundamento.

La actividad secuestrante del radical (*OH’) por el ELN fue determinado
utilizando la 2-desoxirribosa partiendo del método descrito originalmente por
Halliwell et al. (1987; 1995), donde se asume que el radical hidroxilo se genera
en los sistemas bioldgicos a partir del H,O, por la reaccién de Fenton (Fig. 9).
El método utilizado consistié en un modelo quimico basado en la generacion del
radical OH™ por el sistema H.O,/EDTA/Fe**/Acido ascérbico y la degradacion
del azlUcar 2-desoxirribosa por dicho radical. Los productos de degradacion del
azucar reaccionan con el acido tiobarbittrico (TBA) dando como resultado un

compuesto final colorido y detectable a 535 nm.

Figura 9. Reaccion quimica de la generacion del radical *OH" y degradacion oxidativa
de la 2-desoxirribosa y su deteccién con el acido tiobarbittrico

1. Generacion de OH-
Fe2* + H,O. —> Fe3** + OH~ + OH-
2. Degradacion de 2-desoxirribosa por OHe
. OH HS_ _N
- “+ _ =
OH w I Iow OH
Polisacarido Reaccionan con TBA

3. Reaccion con el acido tiobarbitarico (TBA)

HS_ N
~e o e s N__OH HO N SH
2 \J - —_— -“r_‘ —(s|ic'||=('nj;’r
OH OH OH
TBA MDA Producto
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Diagrama del ensayo de capacidad inhibitoria sobre el radical hidroxilo («OH")

Tubo
control

Elaborar Mezcla de Reaccion:

= 200uL Acido Ascérbico [ImM]
= 200pL Desoxirribosa [2.8mM]

Tubos

= 100uL H,O, [10mM] problema

/Adicionar:

= 300uL Buffer de
Fosfatos [20mM]

\ ﬁdicionar:

= 200pL Buffer de

~

Fosfatos [20mM] pH=7.4
= 100pL ELN a diferentes

pH=7.4 concentraciones (0.6 a
= 200uL EDTA / FeCl, 300 pg/mL)
N [1mM] ) = 200uL EDTA/ FeCls

[ImM]
\ 4 k

J

|

Afadir 1mL de la disolucion TBA/HCI/TCA
[(1:1:1); 1mM]

A 4

Vs

N
Agitar en vortex e incubar 1h a 37°C en bafio

de agua.

A 4

-

-

N
Agitar en vortex e incubar 10min a 100°C en

bafio de aceite para alcanzar esta temperatura
/

A 4

.

Enfriar a T amb., leer A=535nm; Blanco= Buffer
de Fosfatos ([20mM], pH= 7.4) y Control positivo
= DMSO (300y 0.6 ug/mL)

v

-

Abs tuboproblema + 100
Abs tubo control

0els =

Método basado en Hal

liwell, (1987).
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Capacidad inhibitoria sobre el radical superéxido (°O)

Reactivos. Xantina [Sigma Aldrich,reactivo], Nitroazul de tetrazolio (NBT)
[Sigma Aldrich,reactivo], Carbonato de Sodio (Na,CO3) [JT Baker,reactivo],
Xantina Oxidasa Sigma Aldrich,reactivo], Fosfato de Potasio monobésico
(KH,PO,) [JT Baker,reactivo] y Fosfato de Sodio dibasico (Na;HPO,) [JT
Baker,reactivo].

Equipo. Espectrofotometro UV/Vis Beckman Coulter Du 640; USA
Fundamento.

La actividad secuestrante de los radicales superéxido del ELN fue medida
espectrofotométricamente utilizando el método de la xantina/xantina oxidasa
descrito por Murrant C. (2001) y Bielski (1980) que se basa en la reaccion de la
xantina oxidasa que cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y la de ésta,
a acido urico, generandose en el proceso aniones *O,’". Dichos aniones reducen
al nitroazul de tetrazolio (NBT, por sus siglas en inglés, Nitro Blue Tetrazolium),
el cual es una sal muy sensible a las reacciones enzimaticas oxido-reductoras,
formando un producto colorido e insoluble llamado formazan cuya aparicion
indica la presencia del anion *O,". El aumento de color indica la formacién de

*O;" el cual puede reducirse en presencia de un antioxidante.

Figura 10. Produccién del anion superoéxido <O, por la xantina oxidasa y su
reaccion con el NBT

Xantinaoxidasa HN )
L >

7N S

Xantina 20, @ Acido urico

@—{.L.!..: — O N=,3>—®

=N
H,CO 0C HC

Nitroazul de tetrazolio Formazan

4z|



Diagrama del ensayo de capacidad inhibitoria sobre el radical superéxido (*O3)

/Elaborar Sustrato: \

= Xantina [0.3mM] (3mL)
= Carbonato de sodio [0.4M] (0.4mL)
= NBT [150uM] (1.5 mL)

Tubo = Buffer de Fosfatos [50mM] (2.9mL) Tubo
control k / muestra

Mezclar: /Mezclar: \

» Sustrato (782uL) = Sustrato (782pL)
» Buffer de Fosfatos = ELN a diferentes
[50mM] (170pL) concentraciones (0.6 a

300 ug/mL) (170uL
\_ ug/mL) (170uL) Y,

=K Leer tubo control durante 3 minutos a una \
A=295nm con el fin de corroborar que no haya
compuesto colorido amarillo que corresponde a
la formacion del acido Urico y A= 560nm que
corresponde a la formacion del compuesto
colorido azul que es el formazan

\ )

A 4

[ Adicionar a cada tubo muestra 48 uL de xantina }

A

oxidasa [168 U/L] y agitar en vortex

l

[ Leer A=295nm y 560nm; cada minuto durante un }

periodo de 3 minutos Blanco= Sustrato

A 4
Abs tubomuestra (formazan) = 100
Abs tubo control (formazan)

%el5 =

Método basado en Bielski, (1980)
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Modelo de estudio: Jerbo (Meriones unguiculatus)

El modelo experimental utilizado en el presente estudio fue el jerbo Meriones
unguiculatus, conocido como jerbo de Mongolia, provenientes originalmente de
pies de cria del Centro Harlan (Indianapolis, Indiana, EUA), y criados actualmente
en el Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon “Salvador
Zubiran” (INCMNS2Z2).

El animal pertenece a la orden Rodentia, suborden Myomorpha y la familia
Cricetidae; de la misma familia que el hamster. Es también conocido como rata del
desierto, es nativo de China y Mongolia. El color mas comun es beige claro, con
una mezcla de blanco, amarillo y negro, dando un color general de pelaje
marron. También pueden ser de color negro, gris o blanco. Se caracterizan por
una larga cola, completamente cubiertas de pelo, fuertes patas delanteras para
cavar, y las posteriores usadas para saltar y para el mantenimiento de la postura
erecta. El cuerpo y la cola son cada uno de unos 11-15 centimetros de longitud.
Para nuestro estudio se emplearon un aproximado de 80 jerbos machos que
llegaban a pesar entre 30-80 gramos y con una edad promedio entre 4-21

semanas.

Figura 12. Jerbo (Meriones unguiculatus)

Manejo de los animales

Los animales fueron manipulados de acuerdo al Reglamento para la obtencion,
mantenimiento, y utilizacion de animales para investigacion del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ), el cual a su vez

se basa en la Norma Oficial Mexicana para la Produccion, Uso y Cuidado de los
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Animales de Laboratorio (NOM-062-Z00-1999), la Ley General de Salud y su
Reglamento (1988), y a los lineamientos internacionales aceptados para trabajar
con animales de laboratorio. Los animales fueron alojados en cajas de
policarbonato transparente de 56x28x23 cm, con cama de aserrin, con acceso
libre al agua (potable clorinada en bebederos de botella) y al alimento comercial
para roedores utlizado en el bioterio. Antes de comenzar el estudio, los
organismos fueron familiarizados con la manipulacion propia del experimento, la
cual incluyé contacto fisico, asimiento individual, pesado individual en balanza
granataria, y cambio de cajas.

Dosis de ELN. Elaboracién y administracion

La dosis administrada correspondié a 2.0 mg de flavonoides totales / 100 g de
peso corporal en un volumen de 200 yuL de agua destilada. Para su correcta
elaboracion fue necesario pesar a los animales a los que se les iba a administrar
la dosis para hacer una correlacion y darles la concentracion correspondiente. Las
dosis se elaboraron cada tres dias.

Para su administracion por via oral, se usaron sondas gastricas de 7cm de
longitud provistas con burbuja de plata en la parte distal (para evitar dafio en la
mucosa oral del animal), acopladas a jeringas de 1mL de volumen. Las sondas se
introducian en el hocico hasta llegar al eséfago y depositar directamente la
suspension en el estbmago.

Induccidn de estrés oxidativo

Tratamiento de estrés por inmersion en aguay restriccion fisica

La restriccibon de movimiento e inmersién en agua, conocido en la literatura
cientifica con las siglas WIRS (water immersion restraint stress), es una técnica
ampliamente utilizada en la investigacion clinica para inducir la formacién de
Ulceras gastricas en animales en condiciones de estrés oxidativo. (Yuang-Fang vy
et al., 2005; Kwiecien et al., 2002). En el presente experimento los jerbos fueron
colocados en frascos de vidrio de aproximadamente 800mL de capacidad, y
llenados con agua (24°C) dejando libre sélo la apdfisis xifoide del animal. Los

frascos fueron cerrados con tapa cribada para permitir la respiracion.
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Eutanasia y muestreo

Para la elaboracién de la solucion anestésica, se utilizaron dos productos de
grado veterinario, Anesket® y Rompun®, cuyos principios activos son ketamina y
xilacina, respectivamente. La dosis utilizada fue 7 mg ketamina + 0.8 mg xilacina
por 100g de peso corporal y se administraron con disolucion salina isoténica como
vehiculo. A cada jerbo se le suministr6 0.1mL de mezcla de anestesia/10 g de
peso corporal.

Una vez dormido se fijaron las extremidades del animal a la tabla de diseccién
para facilitar la extraccion de sangre por puncion cardiaca. Después de ser
extraida la sangre, ésta se conservd en un tubo vacutainer ® con EDTA como
anticoagulante.

Se aseguro el fallecimiento del animal mediante dislocacion cervical, después
de la cual se disect6 como se muestra en la imagen 1. El estbmago se lavé y
conservd con solucién salina fria hasta su analisis microscopico Yyl/o
histopatolégico, mientras que el higado se lavo con PBS frio, se dividié y conservo
en congelacion inmediata en nitrdgeno liquido en tubos eppendorf ®.

Imagen 1. Diseccion de Jerbo

7 ‘
La manipulacion posterior de cada tejido se hizo de la siguiente manera:

Los tubos vacutainer® con sangre se centrifugaron a 2,000 rpm por 30 min a
4°C, el plasma obtenido se transfiri6 a un tubo eppendorf ® y nuevamente se
centrifugaron en una microcentrifuga Sorvall Legend 21 R a 3,500 rpm por 10min
a 4°C. Finalmente se repartié en tubos eppendorf ® (aproximadamente 150uL en
cada uno) para ser congelados en nitrégeno liquido y conservados a -80°C hasta

su utilizacion.
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A los estdbmagos se les retiro el tejido adiposo que pudieran presentar y tenian
dos posibles tratamientos dependiendo de su finalidad:

Para observacion macroscopica y estudio histopatologico; el estbmago se fijo
con formol al 10% por llenado durante 10 a 15 min., tiempo después del cual se
cortd por la curvatura mayor para lavarse y eliminar los restos de comida con un
pincel suave para no alterar su estructura. Posteriormente, se hicieron cortes de
2.5 mm de ancho convergentes a la curvatura menor y se coloco en rejillas que se
sumergieron en un frasco con formol al 10% hasta su preparacion para el estudio

histopatologico.

Preparacion de 6rganos y tejidos

*Plasma

El plasma se diluyd con soluciébn salina cuando la determinacion
correspondiente asi lo requirio.

»Higado

Se descongelé y se hizo la preparaciéon del homogeneizado con el buffer
correspondiente a la técnica para la cual iba a ser utilizado; con una proporcion
1:5 (m:v), posteriormente se homogenizé con homogeneizador Ultraturrax por
25 segundos para obtener un homogenizado, a partir de la cual se prepararon

las diluciones necesarias.
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Disefio Experimental

Se utilizaron 72 animales machos de 4-21 semanas de edad, distribuidos
aleatoriamente en 9 grupos de 8 organismos cada uno. Tanto los grupos
experimentales como su control correspondiente fueron puestos en ayuno por 24
horas el dia previo al estrés por WIRS durante 4 horas, y fueron suplementados
con ELN (2.0 mg de flavonoides/100 g de peso) o con placebo (200 uL de agua
destilada) por 24, 48 6 96 horas desde una hora después del estresamiento. Al
término de la suplementacién se pusieron en ayuno por 24 h antes de sacrificarlos.

El manejo de cada grupo se describe a continuacion:

= Basal: animales sin manipulacion diferente a la habitual, con ayuno de 24 h,

previo al sacrificio.

» Tratamiento Oh (TOh): animales con dosis de ELN, sometidos a estrés y

sacrificados.

= Control 0h (C0Oh): animales con dosis de placebo, sometidos a estrés y

sacrificados.

» Tratamiento 24h (T24h): animales con estrés, dosificados con ELN, y

sacrificados a las 24 h.

= Control 24h (C24h): animales con estrés, dosificados con placebo, y

sacrificados a las 24 h.

= Tratamiento 48h (T48h): animales con estrés, dosificados con ELN vy

sacrificados a las 48h.

= Control 48h (C48h): animales con estrés, dosificados con placebo y

sacrificados a las 48 h.

» Tratamiento 96h (T96h): animales con estrés, dosificados con ELN vy

sacrificados a las 96h

= Control 96h (C96h): animales con estrés, dosificados con placebo y

sacrificados a las 96h
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Figura 13. Diagrama del Disefio Experimental
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Indicadores de estrés oxidativo en el jerbo

Capacidad de reduccién férrica (FRAP) en plasma

Reactivos. Acetato de Sodio [J.T.Baker,reactivo], Acido Acético [J.T.Baker],
Tripiridiltriazina (TPTZ) [Sigma Aldich,reactivo], Cloruro Feérrico (FeCls) [Sigma
Aldrich,reactivo], Acido Clorhidrico (HCI) [J.T.Baker,reactivo] y TROLOX [Sigma

Aldrich,reactivo].
Equipo. Espectrofotometro Génesis 10 VIS Scientific EQUIPAR.

Esta determinacion tiene en mismo fundamento y el mismo procedimiento que la

prueba FRAP realizada en el ELN.
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Peroxidacion lipidica en plasma

Reactivos. Tetraetoxipropano (TEP) [Sigma Aldrich,reactivo], Acido Sulfurico
(H.SO,) [JT Baker,reactivo], Acido Tiobarbitarico (TBA) [Sigma Aldrich,reactivo],
Butil Hidroxitolueno (BHT) [Sigma Aldrich,reactivo], Solucién Salina Fosfatada
(PBS) [Cloruro de Sodio (NaCl) [JT Baker,reactivo], Cloruro de Potasio (KCI) [JT
Baker,reactivo], Fosfato de Potasio monobasico (KH,PO,) [JT Baker,reactivo],
Fosfato de Sodio dibasico (Na,HPO,) [JT Baker,reactivo], Acido Acético (HAc)
[JT Baker,reactivoly n-Butanol [JT Baker,reactivo].

Equipo. Espectrofotometro UV/Vis Beckman Coulter Du 640; USA
Fundamento.

La determinacién de malondialdehido (MDA), como una de las especies
principales aldehido, existe en forma libre y ligada a los grupos SH y NH, de
macromoléculas en los sistemas bioldgicos y se evalla con mayor frecuencia
por la prueba de &cido tiobarbitlrico debido a su facil manejo y sensibilidad (Pilz
et al., 2000). ElI método utilizado para medir la presencia de MDA tomado de
Turner (1954), fue la determinacibn de sustancias reactivas al acido
tiobarbitdrico (TBARS, por sus siglas en inglés: Thibarbituric Acid Reactive
Substances) que se basa en la cuantificacion espectrofotométrica del complejo

colorido formado por la reaccion de MDA con dos moléculas de TBA.

Figura 14. Reaccién de determinacion de MDA por Método Espectrofotométrico

HS_ N i | s\\/.\'\ OH HO /stn

2 \f\ | + Y — M —('ll_(‘ll=('llj:r_'\1
OH OH OH
TBA MDA PRODUCTO
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Diagrama del ensayo peroxidacion lipidica en plasma

= Utilizar 5pl de plasma

= Adicionar 5 pul de disolucion
metanolica de BHT al 1% y 50 ul de
PBS 0.15M, pH=7.4

-

v

p
= Incubar a 37°C por 30min 1

= Agitar cada 10min en vortex

A 4
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A 4

Incubar en bafio de agua 80-90°C, 1h ]

p
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p
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g
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v
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-
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[ Separar fase organica y leer A=532 nm ]

!

Calculo a partir de curva patron de
tetraetoxipropano (TEP) usado como
estandar

Método tomado de Turner, (1954).
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Actividad enzimética antioxidante

Actividad de la enzima hepatica superdxido dismutasa (SOD)

Reactivos. Kit de Ensayo para Medicibn de la Actividad de la Enzima
Superoxido Dismutasa; Cayman-Chemical Company (Buffer de Ensayo, Buffer
de Muestra, Detector del radical, Estandar de SOD y Xantina Oxidasa).
Equipos. Espectrofotometro de Placas Spectramax Plus 384 Molecular Devices
y Microcentrifuga Sorvall Legend Micro 21 R.

Fundamento.

Este ensayo utiliza una sal de tetrazolio para la deteccion de los radicales
superoxido generados por la xantina oxidasa e hipoxantina al aparecer una
coloracién amarilla detectable espectrofotométricamente (Fig. 15). Una unidad
de SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para evidenciar el
50% de dismutacion del radical superdxido. La ruta de reaccion se muestra a

continuacion:

Figura 15. Ruta de reaccion de ensayo para cuantificacion de SOD total

Xantina i
+ 0, ’ 20, Formazan
] \ / (amarillo)
HMN M 1 H
| Xantina Oxidasa o, on
’ i\l H N-NHQ \QNH‘
AN 0
H202 20,
Acido Grico SOD Sal de
o 3 Tetrazolio
: N 2
G’ l ):o 0, + H,0,
0Py N
H H

Tomado del manual del kit para ensayo de SOD Cayman Chemical.
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Diagrama del ensayo de la actividad de la enzima hepatica superoxido dismutasa
(SOD)

Preparacion de los homogenizados de
muestra y estandares de SOD con
distinta concentracion
0, 1,2,3y4USOD/mL)

A 4

Afnadir a cada pozo 200uL de la
disolucion de la sal de tetrazolio +
10pL de la solucién de la muestra o
del estandar

Agregar 20pL de la disolucién de
Xantina Oxidasa

Agitar y mantener en
obscuridad

A 4

Mantener en agitacién a T. amb por
20 minutos y posteriormente leer a
450 nm

\ 4

Calcular la actividad de la SOD a partir de la siguiente ecuacion:

0 ()

(muesrm LR — intercepcion }-‘) 0.23ml
*
0.01mlL

dient ] w dilucion de la muestra
pendiente

Método tomado de manual kit para ensayo de SOD Cayman Chemical.
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Actividad de la enzima hepatica glutation peroxidasa (GPx)

Reactivos. Kit de Ensayo para Medicion de la Actividad de la Enzima Glutation
Peroxidasa; Cayman-Chemical Company (Buffer de Ensayo, Buffer de Muestra,
Glutation Peroxidasa (Control), Mezcla de Co-sustrato de GPx y Hidroperéxido
de Cumeno).

Equipos. Espectrofotometro de Placas Spectramax Plus 384 Molecular Devices
y Microcentrifuga Sorvall Legend Micro 21 R.

Fundamento.

El método utilizado para medir la actividad enzimatica fue tomado del kit de
ensayo Calbiochem, el cual mide la actividad de la glutatiéon peroxidasa (GPx)
de una forma indirecta mediante la reaccion en conjunto con la glutation
reductasa (GR). El glutation oxidado (GSSG), producto de la reduccién del
hidroperdxido por la GPx, es transformado a su forma reducida por la glutation
reductasa (GR) y el NADPH; éste a su vez es convertido a su forma reducida,
NADP* provocando una disminucién en la absorbencia a 340 nm, la cual es

directamente proporcional a la actividad de la GPx presente en la muestra.

Figura 16. Reaccion de determinacion de GPx por Método Espectrofotométrico

T
i
0 o
RO-OH + 2w —SPs oHe * 2 N\, * J (\/U\NL
GSH H,0 GSSG
-k 5 8 GR SH_COOH
Tk/\"rf 1y NaDpH 4 b s 2 + NADP*
Y i L
A (\,L ,YVL GSH
GSSG
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Diagrama del ensayo de la actividad de la enzima hepética glutation peroxidasa
(GPx)
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segundos
g /
v

. . \
Leer A=340nm cada minuto en un periodo de
5 minutos para obtener 5 lecturas

Calcular la actividad de GPx a partir de la siguiente ecuacion:

Masgimen  0.19ml nmol
340/min x dilucién de la muestra =

Actividad GPx =
cHTAaE by = 4 00373M-1 " 0.02mi min

fml

Método tomado del manual de kit para ensayo de GPx Cayman Chemical
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Concentracion de glucosa en plasma

Equipo. Analizador automatizado YSI 2700; Select Biochemistry Analyzer.
Fundamento.

La concentracion de glucosa en las muestras de plasma se midié
indirectamente utilizando un analizador que hace pasar la muestra a través de
una membrana de policarbonato para encontrarse con una enzima oxidasa
especifica, lo que permite la reaccion del sustrato (en este caso la glucosa) con
el oxigeno, produciendo peroxido de hidrégeno que es detectado por un anodo
de platino y da lugar a una sefial eléctrica, la que le permite al equipo
determinar la concentracion de glucosa en la muestra. La Unica preparacion que
requiere la muestra es una dilucion (en caso necesario) para quedar dentro del

umbral de deteccion del equipo.

Dafio en la mucosa géstrica y estudio histopatoldgico

Ensayo.

Seguido a su extraccion, los estdbmagos se llenaron con formaldehido al 10% y
se dejaron reposar en caja Petri por un tiempo de 10 minutos
aproximadamente. Tiempo después, fueron cortados a lo largo de la curvatura
mayor y una vez abiertos, fueron lavados con solucion salina al 9% hasta dejar
expuesta la mucosa gastrica, la cual fue examinada bajo microscopio
estereoscopico (10X) para el reconocimiento de zonas de erosién o Ulceras.
Una vez identificadas las ulceras fueron contadas y medidas (largo x ancho en
mm). La suma de las areas (mm?) en los organismos fue promediado. Para
realizar el examen histolégico, la zona afectada por Ulceras fue cortada en
secciones rectangulares convergentes con la curvatura menor con la ayuda de
un bisturi y fijada con formaldehido al 10%. Las secciones obtenidas fueron
incluidas en parafina y cortadas en microtomo a un grosor de 5u y tefiidas con
hematoxilina-eosina para su observacion al microscopio o6ptico. El estudio
histopatolégico de las muestras fue realizado por un patélogo del Departamento
de Patologia del INCMNSZ.
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Analisis Estadistico

Los datos obtenidos en las diferentes determinaciones bioquimicas realizadas
en las muestras bioldgicas, se muestran como el valor de la media con su
respectivo error estandar. La comparacion entre grupos o tratamientos se hizo por
medio de la prueba T-student de dos colas asumiendo varianzas iguales. Se
realiz6 ademas la prueba de Regresion Lineal, con el fin de buscar la linearidad de
los datos obtenidos y saber si hubo o no influencia en los datos para cada
determinaciéon tanto en la administracion del extracto como en el tiempo post

estrés. Cuando los valores de P fueron <0.05 se considero diferencia significativa.
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Figura 17. Formula T-student dos colas varianzas iguales

El andlisis estadistico se hizo mediante paquetes estadisticos elaborados por el
Ingeniero Quimico José Landeros Valdepefa, quien pertenece al Departamento
de Matematicas de la Facultad de Quimica, UNAM.
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RESULTADOS

e Determinacion de polifenoles vy flavonoides en el extracto liofilizado de nopal
ELN

Tabla 6. Resultados del contenido de polifenoles en disoluciones con distinta

concentraciones de ELN

Concentracion ELN (mg/mL) MQ eq 4c. galico/ ELN
0.5 0.81 + 0.007
1.0 0.97 £ 0.003
1.5 1.04 + 0.004
2.0 1.26 + 0.005
2.5 1.50 + 0.005
3.0 1.60 + 0.001

Al realizar un promedio se obtuvo una concentracion de 84.1 + 0.4 mg EAG / g
ELN que al considerar el nopal completo deshidratado nos da como resultado14 +
0.0007 mg EAG / g nopal p.s. (4-6% humedad); en tanto que la concentracién de
flavonoides fue de 16.8 + 1 mg ER/ g ELN y considerando el nopal completo
deshidratado obtenemos 3 + 0.17 mg ER / g nopal p.s. Cabe mencionar que

dichos resultados corresponden solo a la fase acuosa del extracto crudo de nopal.

» Poder antioxidante del extracto liofilizado de nopal (ELN) in vitro

e Capacidad secuestrante del radical DPPH

Se realizaron pruebas con el ELN en distintas concentraciones utilizando como
referencia el acido ascoérbico en las mismas condiciones que las utilizadas para el
extracto. Los resultados mostraron que la capacidad secuestrante (%CS) del
extracto aumento con el tiempo y la concentracion (Fig. 18) habiéndose obtenido
el mayor nivel (8.07%) a los 15 minutos, cuando la concentracion fue de 200
pg/mL; mientras que para el acido ascorbico fue de 89.06%, a la misma

concentracion.
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Figura 18. Capacidad secuestrante del ELN sobre el radical DPPH a diferentes

concentraciones (5-200 pg/mL) a los 15 y 30 minutos (MediatDesv. Est.)

e Capacidad de reduccion férrica (FRAP) del extracto liofilizado de nopal (ELN)

Las pruebas con distintas concentraciones de ELN (de 0.5 mg/mL a 4 mg/mL)
mostraron que hay una tendencia creciente entre la concentracion del ELN y su
capacidad antioxidante como se muestra en la Fig.19. Al realizar un promedio, el
resultado obtenido fue 198.63 mmol equivalentes de TROLOX/mg ELN; lo que
muestra que la capacidad de reduccion férrica de 1mg de ELN es equivalente a la
capacidad de reduccién de 10 nmol (2.5*10°mg) de TROLOX.

800

2 700 I

w

E 600 _—

= 500

>

S 400 g

o)

£ 300 =

S 200 4

03; 100 -

5 0

[=]

£

c 000 005 0,10 015 020 025 030 035
mg EAG / mLELN

Figura 19. Capacidad de reduccién férrica (FRAP) del ELN en funcion de su concentracion de

polifenoles (medias + Desv. Est).
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e Capacidad inhibitoria sobre los radicales hidroxilo

La prueba de capacidad inhibitoria de los radicas hidroxilo, es una prueba en la
gue reacciona la desoxirribosa con los *OH formando un cromdgeno rosa por la
presencia del &cido tiobarbitdrico. Cuando se afadido a la reaccion el ELN a
diferentes concentraciones no se observé cambio de color en la reaccién o
disminucién de las absorbencias lo que puede interpretarse como ausencia de

efecto antioxidante del ELN en las diferentes concentraciones que se manejaron.

e Capacidad inhibitoria sobre los radicales superéxido

Al afadir la xantina oxidasa a los tubos que contenian diferentes
concentraciones de ELN, no se observdO cambio de color en la reaccion o
disminucién de las absorbencias en ninguno de ellos, mientras que la absorbencia
promedio de los tubos control fue de 0.0292+0.015 (de 3 lecturas), debido a la
presencia del indicador formazan. Por lo consiguiente se consideré nula la

actividad secuestrante der radicales superoxido en el ELN.
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»Indicadores de estrés oxidativo en el jerbo

e Capacidad de reduccion férrica (FRAP) en plasma

Los valores de capacidad antioxidante del plasma en los diferentes grupos
estudiados fueron semejantes entre si y al del grupo basal como se ilustra en la
figura 20. Dichos resultados muestran que ni el tratamiento de estrés, ni la
administracion del extracto modificaron la capacidad antioxidante de los

organismos a lo largo del periodo experimental.
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Figura 20. Capacidad antioxidante (FRAP) en nmol equivalentes de Trolox/mL de plasma de 0 a 96 h post

estrés, en jerbos con tratamiento (T) y sin tratamiento (C) con ELN. Los valores representados corresponden a
la media £SEM (n= 6)- *P<0.05entre cada grupo de cada tiempo de medicién, con respecto al grupo basal (sin

estrés, sin ELN). Prueba T-student asumiendo varianzas iguales.
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e indice de peroxidacion lipidica en plasma

La presencia de MDA en los tejidos es considerado como el principal
subproducto de la peroxidacion lipidica. Como se expone en la figura 21, la
concentracion de MDA posterior al estrés en el plasma de los animales de todos
los grupos experimentales, fue aparentemente menor que en el grupo basal, sin
embargo, de acuerdo a la prueba estadistica no mostraron diferencia significativa

(P>0.05), a excepcion del grupo T 96h (P<0.05).
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Figura 21. Cuantificacion de MDA (nmol/mg prot) en plasma de 0 a 96 h post estrés, en jerbos con
tratamiento (T) y sin tratamiento (C) con ELN. Los valores representados corresponden a la media +SEM (n=

6). *P<0.05 con respecto al grupo basal sin estrés y sin ELN. Prueba T-student asumiendo varianzas iguales.

Estos resultados sugirieron que el estrés por inmersion en agua (WIRS) en los
jerbos provoca una disminucion en los niveles de MDA en plasma, a diferencia de
lo observado en otros modelos experimentales como la rata (Ohta et al., 2009),
Por otro lado, la dosificacién de los animales con ELN, tampoco influyé para
modificar los niveles de MDA plasmaticos, a excepcion del grupo T (96h) en los

que se observo un decremento significativo con respecto del grupo basal y al
grupo control.
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¢ Actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD)

El estrés generd un incremento significativo en la actividad de la SOD tanto a
las Oh como a las 24 h después del estimulo de estrés, con tendencia a disminuir
después de las 48h (Fig. 22); para el ultimo tiempo de estudio (96 h) el grupo
control tuvo un incremento en la actividad superior al normal. Por su parte el
tratamiento con el ELN produjo en los animales una disminucién significativa de
dicha actividad enzimatica con respecto a sus respectivos controles, a excepcion
de lo observado a las 24h de tratamiento. Dichos resultados muestran la influencia
del ELN en la actividad de la enzima SOD.
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Figura 22. Actividad de la enzima SOD (U/mg) en homogenizado de higado de 0 a 96 h post estrés, en jerbos
con (T) y sin (C) extracto liofilizado de nopal (ELN). Los valores representados corresponden a la media

+SEM (n= 6). *P<0.05 con respecto al grupo basal con respecto al grupo basal sin estrés y sin ELN. Prueba

T-student asumiendo varianzas iguales.
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e Actividad de la enzima glutatidon peroxidasa (GPx) en higado

Los resultados de esta prueba mostraron un aumento significativo de la
actividad de la enzima GPx con el estrés inmediatamente al término de éste (Oh) y
hasta las 24h, para disminuir hasta valores normales a partir de las 48h. Dicho
aumento de actividad enziméatica a las Oh fue de 11% menor en los animales que
recibieron tratamiento con extracto de nopal con respecto al grupo control, efecto
que fue invertido a las 24h en el que se observo 19% mayor actividad de la GPx
en el grupo con tratamiento de nopal. A las 48 y 96 h no se observo diferencia
significativa de la actividad enzimatica en los animales administrados con ELN con

respecto a los grupos control (Fig. 23).
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Figura 23. Actividad de la enzima GPx (nmol/min/mg prot) en homogenizados de higado de 0 a 96 h post

estrés en jerbos con tratamiento (T) y sin tratamiento (C) con ELN. Los valores representados corresponden a
la media +SEM (n= 5).*P<0.05 con respecto al grupo basal sin estrés y sin ELN. Prueba T-student asumiendo

varianzas iguales.
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e Concentracion de glucosa

Con los resultados obtenidos se observa que los animales que recibieron estrés
a las Oh tuvieron una reduccién de la concentracion de glucosa del 50% con
respecto al valor normal, comportamiento que se mantuvo hasta las 24h, para
remontar a las 48h a niveles significativamente superiores al de los organismos
basales (normales) y sostenerse hasta las 96h. No se observaron cambios en la
concentracion de glucosa plasmatica asociados a la suplementacion con el ELN
en ninguno de los tiempos de medicion, lo que indica que el ELN no influyé en el
transporte o0 metabolismo de la glucosa.
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Figura 24. Cuantificacion de Glucosa (g/L) en plasma de 0 a 96 h post estrés, en jerbos con (T) y sin (C)
extracto liofilizado de nopal (ELN). Los valores representados corresponden a la media £SEM (n= 6).*p<0.05

con respecto al grupo basal sin estrés y sin ELN. Prueba T-student asumiendo varianzas iguales
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e Dafno en al mucosa gastrica y Estudio Histopatoldgico del Estbmago de los

animales

Imagen 2. Imagenes representativas del aspecto externo e interno del estbmago de los animales antes (A), y
después (B y C) del estrés por inmersidon en agua (WIRS) por 4h. A. Aspecto normal del estbmago en
organismos del grupo basal (sin estrés, y sin tratamiento con ELN) B. Aspecto del estbmago de algunos
organismos con estrés, con y sin tratamiento de extracto de nopal (ELN), mostrando sangrado interno

(hematuria). C. Formaciones melénicas en el interior de los estbmagos con hematuria.
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Imagen 3. Imagen representativa de la mucosa géstrica del estbmago. A. Presencia franca de Ulceras en la
mucosa de la region antral del estdmago en algunos animales del grupo control (sin tratamiento de extracto de
nopal (ELN), y algunos con tratamiento de ELN, después del estrés por inmersion (WIRS) por 4h. B. Mucosa

gastrica sana de animales del grupo basal (sin estrés, y sin tratamiento con extracto).
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Imagen 4. Vistas representativas del estudio histopatolégico de la mucosa gastrica. A. Células
epiteliales de estructura normal en la mucosa gastrica de organismos del grupo basal (sin estrés y
sin tratamiento con ELN). B. Tejido lesionado mostrando exfoliacion del epitelio de la mucosa
gastrica, correspondiente a estdmagos ulcerados de algunos organismos del grupo control (con

estrés WIRS por 4h, y sin tratamiento con ELN), asi como de algunos con tratamiento de ELN.
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Con la observacion macroscopica de los estomagos durante la necropsia de los
animales, se pudo apreciar que el estimulo de estrés por inmersion (WIRS)
produjo sangrado interno (hematuria) (Imagen 2B y 2C). Dichos resultados fueron
notables desde las Oh hasta las 48 h, con frecuencia indistinta en los diferentes
grupos. Al examinar la mucosa gastrica se observo que dicho sangrado obedecié
a la presencia de Ulceras en la regién antral del estbmago de tamafio variable
(entre 1 a 6 mm de largo por 1Imm de ancho). La mucosa gastrica de los animales
del grupo basal mostré aspecto sano, como se muestra en la (Imagen 3B). Es
importante indicar, que congruente a lo indicado en otros estudios con ratas
Konturek et al. (2000), se observé menor frecuencia de ulceracidon en los animales
control a las Oh que a las 24h, y solo el 25% de animales presentd Ulceras al
término del tratamiento de estrés. Por su parte, los organismos que recibieron
tratamiento con ELN, presentaron Ulceras en el 37.5% del grupo a las Oh,
frecuencia que disminuy6 a 25% a las 24 y 48h. Los resultados obtenidos en el
presente estudio discrepan con los de otros estudios similares en los que se
obtuvo fuerte correlacion entre estrés (WIRS) y frecuencia de ulceracion, y
permanencia de las Ulceras hasta por 10 dias Konturek et al. (2000). El tamafio de
las Ulceras observadas en los diferentes grupos (Fig. 25); estuvo estrechamente

relacionado con la frecuencia de animales afectados.
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Figura 25. Dimensiones (mm?) de las Ulceras observadas en los diferentes grupos de estudio
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DISCUSION

Antes de desarrollar el experimento fue necesario determinar la concentracion
de polifenoles totales, y especificamente de flavonoides, en el extracto acuoso
liofolizado ya que, por un lado, dicho extracto fue administrado a los animales para
el estudio in vivo, y por otro, el poder antioxidante de los vegetales es atribuible a
estos compuestos. Corral-Aguayo et al., (2008), realizaron un estudio para
determinar el contenido de compuestos con potencial antioxidante en ocho cultivos
vegetales comestibles en México, entre ellos el nopal O. ficus-indica var. Milpa
Alta; los autores establecen que los polifenoles de la fraccion hidrofilica poseen
una actividad antioxidante 95 veces mayor que los equivalentes a la fraccién
lipofilica. Las razones por las que se administré6 la fraccion acuosa en el
experimento in vivo fueron para administrar a los animales una dosis no toxica, y
con objeto de emular la disolucién de los compuestos bioactivos en el agua, como

sucede generalmente en la alimentacion.

La concentracion de polifenoles en este estudio fue de 14 + 0.0007 mg EAG/g
de nopal peso seco, correspondiente a los compuestos fendlicos hidrosolubles.
Gallegos-Infante et al. (2009), al desarrollar un estudio similar en O. ficus-indica
var. Milpa Alta, obtuvieron una concentracién de polifenoles de 41+ 2 mg EAG / g
muestra seca; por su parte, Guevara-Figueroa et al. (2010), reportaron en esta
misma especie pero de la variedad manso de Guanajuato, un contenido de
11.7mg EAG/g de nopal liofilizado. Lee et al. (2002), evaluaron O.ficus-indica
variedad Saboten de Korea, y encontraron 3.7 + 0.7 mg / g de polifenoles totales
en el nopal completo liofilizado y 180 mg EAG / g de extracto metandlico. Para
situar al nopal verdura entre algunas verduras comestibles en cuanto a su aporte
de polifenoles, se hara una aproximacion considerando un 90% de humedad inicial
con lo que se obtienen 210 mg EAG / g peso humedo; mientras que la lechuga
presenta 9.69 mg EAG / g de peso hiimedo, la espinaca 3.25*10* mg EAG / g de
peso himedo, vy la coliflor 1.04*10 mg EAG / g de peso himedo (Chuquimia, et
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al. 2008); niveles inferiores a los observados en los cladodios de nopal del

presente estudio.

En cuanto al contenido de flavonoides encontrados, 3 = 0.17 mg ER / g nopal
peso seco fue menor a lo reportado por Gallegos-Infante et al. (2009), quienes
encontraron 23.4+1.8 mg ER/ g muestra, y por Guevara-Figueroa et al. (2009), al
reportar 9.8 mg EQ /g de muestra, utilizando quercitina como referencia. Como en
la mayoria de los estudios revisados, es evidente la heterogeneidad de resultados
en cuanto a la medicidén de los compuestos quimicos en las plantas, en este caso
el nopal. Las diferencias de dichos contenidos pude deberse a la procedencia del
nopal, al estado de madurez, la época de produccion, al estado fisiolégico, entre
otras, factores que pueden afectar la sintesis, o la utilizacion de los compuestos en
un momento dado. A todo ello, también contribuyen los diferentes métodos
guimicos de extraccion y determinacion que se utilizan en las investigaciones,

como lo afirman Corral-Aguayo et al. (2008).

Martinez-Florez  (2002), afirma que los flavonoides son compuestos
polifendlicos con una gran capacidad antioxidante debido a caracteristicas como
1) Las propiedades reductoras de sus grupos hidroxilo de sus anillos arométicos,
2) La capacidad de secuestramiento de radicales libres generando un radical
fenoxilo, y 3) Por presentar propiedad de quelacion del hierro y otros metales de

transicion.

Tomando como referencia lo descrito por dicho autor, fue importante hacer la
determinacion de la capacidad antioxidante del extracto de nopal por varios

métodos.

Al determinar la capacidad secuestrante (%CS) sobre el radical DPPH se
observd que dicho efecto incrementa al aumentar la concentracion de extracto
(Fig. 18); esta tendencia nos da idea de la presencia de compuestos antioxidantes
activos. Sin embargo, dicha capacidad es reducida (8.07%) con respecto al

antioxidante de referencia (ac. ascoérbico) el cual mostr6 una capacidad de
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secuestramiento de 89.06%; la notable diferencia puede ser debido a la pureza de
dicho compuesto. Lee et al. (2002), llevaron a cabo un ensayo similar utilizando
extracto metandlico de Opuntia-ficus indica var. Saboten, en el que obtuvieron una
inhibicion total del radical DPPH a una concentracion del extracto de 15 pg/mL y la
reduccion del 50% de radicales con una concentracion de 9.3ug/mL mientras que
en su ensayo Valente et al. (2010), con extractos metanodlicos de Opuntia
monacantha, y siguiendo el mismo procedimiento que Lee et al. (2002), obtuvieron
la reduccion del 50% de DPPH con una concentracion de 833 pg/mL. Los
resultados expuestos presentan una notable diferencia a pesar de utilizar la misma
metodologia y habiendo obtenido extractos muy similares. Las diferencias pueden
ser atribuibles a la variacibn de la capacidad antioxidante entre diferentes
especies, a la composicion molecular de los flavonoides presentes en los
extractos, 0 a la presencia o0 ausencia de otros compuestos antioxidantes como
carotenoides, tocoferoles, acido ascoérbico, que de acuerdo a su concentracion

pueden influir en la actividad reductora de los extractos.

Por otra parte, en la determinacién de la capacidad de reduccién férrica del
EAN, los resultados muestran un efecto quelante del hierro aunque menor que el
obtenido para el TROLOX. La capacidad reductora de 1mg de EAN fue
equivalente a la capacidad reductora de 2.5*10° mg de TROLOX. Corral-Aguayo
et al. (2008), realizaron pruebas con cladodios frescos de O. ficus-indica var. Milpa
Alta proveniente de Guanajuato y San Luis Potosi, obteniendo que la capacidad
reductora de 1 mg de muestra fresca fue equivalente a 8.3*10 mg de TROLOX.
Ambos resultados confirman que el principal efecto reductor de los cladodios de
nopal se manifiesta frente al Fe®", uno de los metales de transicién existente en
los sistemas biologicos, sustentado en su contenido de polifenoles como se

mostro en la Fig. 19.

En cuanto a la cuantificaciéon de la capacidad inhibitoria del extracto de nopal
sobre los radicales superoxido e hidroxilo, el extracto en distintas concentraciones

no mostré afinidad por ninguno de los aniones, a diferencia de lo observado por
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Lee et al. (2002), en el extracto metandlico de O. ficus-indica var. Saboten. Tales
resultados se pueden atribuir a que los flavonoides presentes en el extracto estan
glicosilados por lo que su actividad antioxidante sobre los radicales superoxido e
hidroxilo no fue evidente. Lo anterior se puede sustentar con el estudio realizado
por Martinez-Valverde et al. (2000), donde mencionan que los glicésidos de los
flavonoides no presentan actividad antioxidante como respuesta a un impedimento

estérico cuando el glucido bloquea al grupo 3-hidroxilo del anillo heterociclico.

Para conocer la posible accion antioxidante del nopal en vivo, se determiné la
capacidad de reduccion férrica (FRAP) del plasma, ya que el aumento del
consumo de vegetales en la literatura cientifica es asociado con un incremento en
la capacidad antioxidante del plasma. Los resultados de las pruebas mostraron
qgue no hubo influencia del tratamiento con el extracto de nopal sobre dicha
capacidad en plasma. Lo anterior puede sugerir una pobre absorcién de los
compuestos fendlicos en el intestino de los jerbos, como resultado de su
composicién molecular, o el transito rapido de dichos compuestos en la sangre
impidi6 conferirle tal propiedad. Se tiene conocimiento q existen enlaces
intermoleculares entre flavonoides y las proteinas de la sangre, como por ejemplo
la quercitina y la albumina, haciendo que estos compuestos fendlicos se retengan
en el torrente circulante por lo que su eliminacién del organismo se vuelve lenta
(D’Archivio et al. 2010). En el presente caso, el hecho de no observar cambios en
el potencial antioxidante en plasma pudo deberse a la ausencia de dichos enlaces
entre los compuestos del EAN y los componentes de la sangre, generando un
transito rapido de estos compuestos con la consecuente ausencia antioxidante en
las determinaciones. Algunos autores como Silvina y Balz (2006), afirman que de
presentarse capacidad antioxidante en plasma después del consumo de alimentos
ricos en flavonoides, obedece no precisamente a los flavonoides, sino, al

incremento de sus metabolitos como el acido Urico.

Uno de los biomarcadores mas conocidos y utilizados para medir el indice de

peroxidacion lipidica, es la concentracion de malondialdehido en tejidos. En el
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ensayo realizado por Ohta et al. (2009), se afirma que la concentracion de
lipoperoxidos en el suero de ratas aumenta al ser sometidas a estrés por
inmersion en agua (WIRS) durante 6h, en comparacién con aquellas que no
recibieron este tipo de estrés, sin embargo a las ratas que se les pre administro
una dosis de vitamina E, mostraron una reduccion significativa en sus niveles de
lipoperéxidos en el suero. Por su parte, Musalmah et al. (2002) reportaron que la
suplementacién con un extracto que contenia a-tocoferol, influy6 en la disminucion
de los niveles de malondialdehido en plasma de ratas diabéticas; disminuyendo
de forma proporcional al aumento en la concentracion del extracto. Este efecto
también fue observado por Ohta et al. (2009), al administrar la vitamina E a

diferentes concentraciones.

En el presente estudio, los resultados fueron diferentes a los anteriores, al no
haberse observado el efecto del estrés en la generacion de subproductos de
oxidacion de lipidos, como el MDA. Por su parte, la dosificacion con el extracto de
nopal tampoco influyé en estos resultados en los diferentes grupos, con respecto
al grupo basal. Este hecho sugiere que los radicales libres como el superéxido
(*O") producidos por el estrés, los cuales afectan directamente a los lipidos
poliinsaturados de la membrana celular, fueron dismutados oportunamente por el
sistema de defensa enzimético antioxidante del jerbo, impidiendo la acumulacion
de subproductos de oxidacion en el plasma. Otra posible explicacion de la
ausencia de incremento de MDA en plasma puede ser que el tiempo de estrés por
4h haya sido insuficiente para generar dafio en los compuestos lipidicos de las
células, abriendo la posibilidad para futuras investigaciones de aumentar dicho

periodo a 6h.

Michiels et al. (1993), afirman que la actividad antioxidante enziméatica celular
se incrementa cuando éstas son sometidas a un cuadro severo de estrés
oxidativo. Un parametro importante en la medicion de estrés oxidativo y su
modificacion por la suplementacion del ELN, fue la medicion de actividad de la

enzima superoxido dismutasa (SOD), la cual es considerada como la primera del
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sistema de defensa enzimético contra la oxidacion producida por las EROs.
Debido a que esta enzima es altamente especifica en su forma de accion
catalitica, las modificaciones en su actividad pueden ser interpretadas como
indicadoras de la participacion de radicales libres de oxigeno en la patogénesis de
un proceso oxidativo (Pihan et al. 1987). En la presente investigacion se observo
un incremento en la actividad de la SOD hepética inmediatamente al término del
periodo de estrés (Oh) en los organismos control. El incremento de actividad de
esta enzima es considerado como un mecanismo de proteccion de los organismos
cuando enfrentan una condicidbn de estrés oxidativo (Kawal et al. 1988). Los
organismos administrados con ELN mostraron una actividad enzimatica
significativamente inferior con respecto a los controles a las 0, 48 y 96h; lo cual
pone en evidencia el efecto del nopal como factor regulador de los efectos del
estrés, probablemente debido a que alguno de los compuestos fendlicos o sus
metabolitos, tienen un efecto directo a nivel hepatico mediante su posible union a

algun receptor.

La glutation peroxidasa (GPx) es otra enzima especifica en su forma de accién,
gue consiste en la reduccién del hidroperdxido de hidrogeno. Se ha demostrado
qgue 4h después de un estimulo de estrés en ratas, los niveles de hidroperdxidos
en el higado aumentan (Kawai et al. 1988). El higado es un 6rgano considerado
importante en el metabolismo de los perdxidos, de ahi la relacién directa con el
incremento de actividad enzimatica (GPXx) frente al dafio oxidativo.

Se observé que durante las primeras 24h post estrés, la actividad enzimatica
aumento de forma considerable, siendo esto una muestra notoria de que el estrés
inducido por inmersion en agua gener0 cambios detectables a nivel higado y
posteriormente ésta decayd hasta alcanzar niveles semejantes a los del grupo
basal. Tomando esto en cuenta y extrapolandolo a un estudio realizado en plasma
por Arakawa et al. (1997) donde observaron una similar tendencia en los
resultados, dieron como posible explicacion a que los sistemas adrenérgicos y
colinérgicos juegan un papel importante en la patogénesis del incremento de la

actividad de las enzimas en plasma; esto nos lleva a observar que el estrés si tuvo
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influencia y a encontrar una posible explicacion del aumento de la actividad
enzimatica en higado durante las primeras 24 horas y su decremento posterior a
este tiempo. A su vez, se observé que la diferencia en la actividad de la enzima
GPx entre los organismos con tratamiento EAN, y los controles, no fue significativa
a las Oh, sin embargo, fue evidente una actividad disminuida en los primeros lo

cual puede atribuirse al efecto regulador del nopal.

La reduccion del contenido de la glucosa en plasma fue significativamente alto
tanto en los grupos con y sin tratamiento con EAN como respuesta al estrés, al ser
comparados con el grupo basal. Este comportamiento a las 0 y 24h podria
obedecer a una considerable utilizacion de este compuesto durante el estrés por
inmersién, no compensado con la sintesis de la misma (0 gluconeogénesis).
Resultados opuestos fueron observados por Odio y Maickel (1985), en ratas
sometidas a estrés por inmovilizacion las cuales mostraron un aumento
significativo de la glucosa en plasma, atribuida por los autores a una baja
utilizacion del compuesto en dichas condiciones de estrés. La heterogeneidad de
las respuestas puede corresponder a las caracteristicas especificas de ambos
modelos o0 especies. Otra posible explicacion es que el estrés pudo haber
provocado una disminuciéon en el funcionamiento de la insulina, y por lo
consiguiente, la acumulacion de la misma a niveles mayores que el normal,
provocando hipoglicemia. Macho et al. (1999), confirma que en ratas con estrés
por inmovilizacién, disminuye la capacidad especifica de union de los receptores
de la insulina, en tejidos como higado, adiposo, o musculo esquelético, afectando

su funcion.

Odio y Maickel (1985), refieren de que la respuesta bioquimica que se da ante
el dafo provocado por el estrés puede ser apreciada a través de diferentes formas
de estimulacion del estrés, por ejemplo usando bajas temperaturas, inmovilizacion
choques eléctricos, inmersion en agua (WIRS), entre otros. Sin embargo Bagchi et
al. (1999), hacen referencia de que el método de WIRS incrementa la pérdida de

células epiteliales provocando asi lesiones macroscopicas en la mucosa gastrica
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de ratas asi como un incremento en la concentracion de radicales *OH". Por su
parte Arakawa et al. (1996), afirman que el estrés por WIRS activa el sistema
nervioso simpatico periférico por medio de los [B-adrenoreceptores, el cual es
favorecido también por el incremento de epinefrina (adrenalina), provocando la

liberacién de enzimas de los diferentes 6érganos y dafio celular.

Por otra parte Kwiecien et al. (2002), también demostraron que la generacion
de especies reactivas de oxigeno por medio de isquemia-reperfusion son capaces
de ocasionar dafios en la mucosa gastrica con una frecuencia similar a la obtenida
por el método de WIRS y por efecto de administrar etanol al 100% y que a su vez

esto provoca una disminucion del flujo sanguineo gastrico y cambios inflamatorios.

Trombetta et al. (2006), realizaron un estudio con el objeto de evaluar el efecto
de un extracto de Opuntia ficus indica en la cicatrizacion de Ulceras de la mucosa
gastrica. Frente a los resultados, los autores explican que el potencial de
cicatrizacion parte del contenido de polisacaridos presentes en dicho extracto, los
cuales ayudan a acelerar dicho proceso. También menciona que la regeneraciéon
de los tejidos originales es mucho mayor en heridas tratadas con los extractos

generando asi una reparacion cutanea completa.

Con respecto a lo expuesto anteriormente, la valoraciébn macroscépica de los
estbmagos realizada en el presente estudio, muestra que el estrés afecté soélo a
un nuamero parcial de organismos (25%) del grupo control y al 37.5% del grupo
suplementado con EAN a las Oh. Este resultado parece indicar nuevamente una
resistencia en los organismos no afectados al presente estimulo de estrés. Por
otro lado, la ulceraciéon en la mucosa de la zona glandular del estbmago hasta 48h
pos-estrés en el 25% de organismos con tratamiento de EAN indica la poca
influencia del extracto del nopal y de sus componentes en la prevencién y/o
curacion de las lesiones provocadas por el estrés. Hernandez-Mufoz et al. (2006),
en una investigacién con ratas, demostraron que el mucilago del nopal Opuntia
ficus indica var., Milpa Alta, posee efecto antiinflamatorio y cicatrizante en ulceras

provocadas por ingestion de alcohol, promoviendo el proceso de curacion por lo
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menos en tres formas: formando una cubierta de proteccion fisica de la mucosa
gastrica contra el dafio provocado por los radicales libres, promoviendo la
restauracion de la superficie del epitelio del estdmago, y favoreciendo la
estabilizacion de las membranas plasmaticas del tejido. La ausencia de proteccion
de la mucosa géstrica de los organismos afectados en este estudio pudo obedecer
al poco contenido de mucilago en las dosis administradas. Finalmente, se
demuestra en este trabajo que los 6rganos blanco del estrés por inmersion en el
jerbo, Meriones unguiculatus, fueron el higado y el estomago, los cuales fueron

afectados en su funcionamiento o en su anatomia.
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CONCLUSIONES

1. El contenido de compuestos polifendlicos en el extracto acuoso de los
cladodios de nopal fue de 14 + 0.0007 mg de EAG/ g nopal p.s., en tanto que
de flavonoides fue de 3 + 0.17 mg ER/ g nopal p.s.

2. En las pruebas in vitro, se demostr6 que dicho extracto posee actividad
antirradical de DPPH, y reductora de iones metalicos como el Fe*, las cuales

aumentan conforme se incrementa la concentracion.

3. El extracto acuoso no presentd actividad antirradicales superéxido (*OY), ni
hidroxilo (*OH").

4. En el estudio in vivo, el estrés por inmersion en agua (4h), indujo estado de
estrés oxidativo en los animales experimentales, evidente en higado y
estbmago. En plasma, no se observaron cambios significativos en cuanto a su

potencial antioxidante, ni en los niveles de malondialdehido (MDA).

5. En higado, la actividad de las enzimas superéxido dismutasa y glutation
peroxidasa fueron incrementadas significativamente por el efecto de estrés.
Dicho incremento fue disminuido con la administracion del extracto acuoso de
nopal (EAN).

6. En el estbmago, el estrés por inmersion provocé la formacion de Ulceras en
la mucosa gastrica de la region antral, las cuales no fueron disminuidas con la

administracion del extracto.

7. Los cambios significativos que se observaron en la concentracion de glucosa
en sangre de los animales frente al estrés, no fueron modificados por el extracto

acuoso suplementado.

8. Finalmente, se puede afirmar que el extracto de nopal Opuntia ficus-indica,
variedad Milpa Alta, tuvo un efecto regulador del estrés oxidativo inducido en los

animales, en las condiciones del presente estudio.
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ABREVIATURAS

CAT
CS
DPPH

EAG
EAN
ELN
ER
EROs
FRAP
G
GHS
GPx
GR
GSSG
HLC
HPA
INCMNSZ

INOS
INT
LPO
LPS
MDA
NBT
NE

Grupo Basal

Grupo sin tratamiento

Catalasa

Capacidad secuestrante
1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo

Epinefrina

Equivalentes de acido galico

Extracto acuoso de nopal

Extracto liofilizado de nopal
Equivalentes a rutina

Especies reactivas de oxigeno

Poder antioxidante de reduccion férrica
Glucosa

Glutation

Glutatién peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation oxidado

Hormona corticotropica del hipotalamo
Hipotalamo pitutitario adrenal

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubiran

Oxido nitrico sintasa inducible
Colorante indicador

Peroxidacion lipidica
Lipopolisacaridos

Malondialdehido

Nitroazul de tetrazolium

Norepinefrina
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*ONOO

p.s.
SNS

SOD

TBA
WIRS
XO
ZDF

Peroxinitrito

peso seco

Sistema nervioso simpatico

Superoxido Dismutasa

Grupo con tratamiento

Acido tiobarbittrico

Restriccion de movimiento e inmersion en agua
Xantina oxidasa

Zucker diabetic fatty
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ANEXO |

a) Cuantificaciéon de MDA

Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | RD.
COvs. TO 2.228 0.015 HO Clvs. TO 2.228 0.119 HO
COvs. Cl 2.228 0.098 HO Clvs. Tl 2.228 0.851 HO
COvs. Tl 2.228 0.975 HO Clvs. ClI 2.228 0.682 HO
CO vs. ClI 2.228 0.667 HO Clvs. Tll 2.228 0.629 HO
COvs. Tl 2.228 0.596 HO Clvs. Clll 2.228 0.377 HO
CO vs. ClllI 2228 0.328 HO Clvs. Tl 2.228 2.275 H1
CO vs. Tl 2228 | 2542 | H1 Clvs. B 2.228 1.165 | HO
COvs.B 2.228 1.571 HO

Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.
Cll vs. TO 2.228 | 0.750 | HO Clll vs TO 2.228 | 0.331 | HO
Cllvs. Tl 2228 | 2.034 | HO Clil vs. Tl 2.228 1.006 | HO
Cllvs. TlI 2228 | 1453 | HO Clilvs. TII 2.228 0.052 | HO
Cllvs. Clll 2.228 0.016 HO Clllvs. Tl 2.228 1.016 HO
Cllvs. Tl 2.228 2.445 H1 Clllvs. B 2.228 1.132 HO

Cllvs. B 2.228 3.430 H1
Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.
Bvs TO 2.228 1.936 HO TOvs TI 2.228 1.026 HO
Bvs. Tl 2228 | 0.210 | HO Tovs. TII 2.228 0.635 | HO
Bvs. TII 2.228 | 2.106 | HO TO vs. TIII 2.228 2.927 | H1
Bvs. Tl 2228 | 6.874 | H1 TIvs. TII 2.228 1.365 | HO
Tlvs. Tl 2.228 2.587 H1
T vs. Tl 2.228 1.665 HO
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b) Capacidad de reduccion férrica (FRAP)

Comparaciones | Ttablas | T calc R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.
COvs. TO 2.228 0.190 HO Clvs. TO 2.228 0.874 HO
COvs. CI 2.228 0.884 HO Clvs. Tl 2.228 0.041 HO
COvs. TI 2.228 0.914 HO Clvs. Cll 2.228 0.051 HO
COvs. Cll 2.228 0.634 HO Clvs. Tl 2.228 0.313 HO
COvs. Tl 2.228 0.216 HO Clvs. CllI 2.228 0.905 HO
COvs. Clll 2.228 1.594 HO Clvs. Tl 2.228 0.167 HO
COwvs. Tl 2.228 0.946 HO Clvs. B 2.228 0.624 HO
COvs.B 2.228 0.546 HO

Comparaciones | T tablas T calc R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.
Cllvs. TO 2.228 0.599 HO Clllvs TO 2.228 1.596 HO
Cllvs. Tl 2.228 0.020 HO Clll vs. Tl 2.228 0.867 HO
Cllvs. TlI 2.228 0.303 HO Clll vs. Tl 2.228 1.003 HO
Cll vs. ClII 2228 0.708 HO Clll'vs. Tl 2.228 0.720 HO
Cll vs. Till 2228 | 0081 [ HO Clivs. B 2228 | 1434 | HO
Cllvs. B 2.228 0.453 HO

Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D. Comparaciones | Ttablas| Tcalc | R.D.

BvsTO 2.228 0.603 HO TOvs Tl 2.228 0.905 HO
Bvs. Tl 2.228 0.627 HO TOvs. Tl 2.228 0.165 HO
B vs. Tl 2.228 0.027 HO TOvs. Tl 2.228 0.931 HO
B vs. Tl 2.228 0.726 HO Tlvs. Tl 2.228 0.341 HO
Tlvs. THI 2.228 0.128 HO
TIlvs. THI 2.228 0.422 HO




c) Concentracién de glucosa

Comparaciones | T tablas | T calc R.D. Comparaciones | T tablas | T calc R.D.
COvs. TO 2.262 0.432 HO Clvs. TO 2.228 1.987 HO
COvs. ClI 2.306 1.452 HO Clvs. Tl 2.228 0.230 HO
COvs. Tl 2.306 2.093 HO Clvs. ClI 2.228 6.976 H1
COvs. Cll 2.306 9.500 H1 Clvs. Tl 2.228 10.862 H1
COvs. Tl 2.306 14.262 H1 Clvs. CllI 2.228 3.691 H1
CO vs. ClII 2.262 4.456 H1 Clvs. Tlll 2.228 5.611 H1
COvs. Tl 2.262 7.351 H1 Clvs.B 2.228 2.249 H1
COvs. B 2.262 3.771 H1

Comparaciones | Ttablas | T calc R.D. Comparaciones | T tablas | T calc R.D.
Cllvs. TO 2.228 | 9.959 H1 Clllvs TO 2.228 | 5.098 | Hi
Cllvs. TI 2228 7 476 H1 Clll vs. Tl 2.228 3.697 H1

Clllvs. Tl 2.228 0.557 HO

Cllvs. Tl 2228 | 0504 | HO Clil'vs. TIlI 2228 | 0489 | HO

Cllvs. Clll 2.228 0.844 HO Clll vs. B 2998 2602 H1
Cll vs. THI 2.228 1.918 HO
Cllvs. B 2.228 5.011 H1

Comparaciones | T tablas | T calc R.D. Comparaciones | T tablas | Tcalc | R.D.
Bvs TO 2.228 | 4.526 H1 TOvs TI 2.262 2.977 H1
Bvs. Tl 2.228 | 2.295 H1 TOvs. TIl 2262 | 17.645 | H1
Bvs. Tl 2228 | 6160 | H1 TO vs. TIlI 2208 | 8502 | HL
Bvs. Till 2.228 | 3.400 H1 Tlvs. TII 2.306 | 13.826 | H1

Tlvs. THI 2.262 6.304 H1
Tilvs. TIN 2.262 2.061 HO




d) Actividad GPx

Comparaciones | T tablas | T calc | R.D. Comparaciones | T tablas | T calc R.D.
COvs. TO 2.306 1.193 HO Clvs. TO 2.306 1.491 HO
COvs. Cl 2.306 | 1.994 | HO Clvs. Tl 2306 | 2.320 H1
COvs. Tl 2.306 0.216 HO Clvs. ClI 2.306 2.702 H1
CO vs. ClI 2.306 4.894 H1 Clvs. Tll 2.306 3.695 H1
Covs. TII 2306 6.194 H1 Clvs. Clll 2.306 3.000 H1
COvs. Clll 5306 5443 a1 Clvs. Tl 2.306 2.160 HO

Clvs.B 2.365 3.139 H1
COvs. Tl 2.306 4.351 H1
COvs.B 2.365 5.296 H1

Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D. Comparaciones | T tablas | T calc R.D.
Cllvs. TO 2.306 6.234 H1 Clllvs TO 2.228 9.210 H1
Cllvs. Tl 2.306 6.680 H1 Clll vs. T 2.228 8.733 H1
Cllvs. Tl 2.306 0.675 HO Clll vs. Tl 2.228 1.251 HO
Cllvs. CllI 2.306 0.099 HO Clll vs. Tl 2.228 0.673 HO
Cllvs. Tl 2.306 0.629 HO Clllvs. B 2.228 0.915 HO
Cllvs. B 2.365 0.526 HO

Comparaciones | T tablas | Tcalc | R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.

BvsTO 2.228 9.608 H1 TOvs TI 2.306 1.819 HO
Bvs. Tl 2.228 8.724 H1l TOvs. Tl 2.306 13.936 H1
B vs. Tl 2.228 0.071 HO TOvs. THI 2.306 5.800 H1
Bvs. Tl 2.228 | 1.208 | HO Tivs. Tl 2.306 | 11.800 | H1
Tl vs. T 2.306 6.415 H1
Tl vs. Tl 2.365 1.628 HO
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e) Actividad SOD

Comparaciones | Ttablas | T calc R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.
COvs. TO 2.228 3.583 H1 Clvs. TO 2.228 0.647 HO
CO vs. CI 2.228 3.748 H1 Clvs. Tl 2.228 1.357 HO
COvs. Tl 2.228 4.128 H1 Clvs. Cll 2.228 3.773 H1
CO vs. ClI 2.228 5.289 H1 Clvs. Tl 2.228 15.067 H1
CO vs. TII 2228 8.401 H1 Clvs. CllI 2.228 0.341 HO
CO vs. CllI 2.228 3.672 H1 Clvs. THI 2.228 4.196 H1
COvs. TIII 2.228 | 549 | H1 Clvs. B 2228 | 4219 | H1
COvs.B 2.228 5.472 H1

Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D. | | Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.
Cllvs. TO 2.228 4.099 H1 Clll vs TO 2.228 0.731 HO
Cllvs. Tl 2.228 2.800 H1 Clllvs. Tl 2.228 0.628 HO
Cllvs. TlI 2.228 4.257 H1 Clllvs. Tl 2.228 9.608 H1
Cllvs. CllI 2.228 2.982 H1 Clll vs. Tl 2.228 3.322 H1
Cllvs. Tl 2.228 0.267 HO Clll vs. B 2.228 3.283 H1
Cllvs. B 2.228 0.139 HO

Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D. Comparaciones | Ttablas | Tcalc | R.D.

Bvs TO 2228 | 4572 | H1 TOvs T 2.228 | 1.897 | HO
Bvs. Tl 2228 | 2.983 | H1 TO vs. Tl 2228 |15983 | H1
Bvs. Tl 2.228 4.118 H1 TO vs. Tl 2.228 4531 H1
B vs. Tl 2.228 0.137 HO
Tlvs. Tl 2.228 11.379 H1
Tlvs. THI 2.228 3.179 H1
TH vs. THI 2.228 | 3.979 H1
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