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RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad cuya importancia en México ha aumentado
exponencialmente, por lo que buscar alternativas a base de la dieta para disminuir
las complicaciones es prioridad. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de tres harinas de diferentes estados de desarrollo de cladodio de Opuntia
ficus-indica sobre el sistema antioxidante de ratas diabéticas; se utilizé nopal chico
(40 = 10 g), nopal mediano (74 + 20 g) y nopal grande (293 + 70 g). La parte
experimental se dividio en a) la cuantificacion de compuestos bioactivos en las tres
harinas y b) en la determinacion de marcadores antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos en rifidbn e higado de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina
alimentadas con las harinas analizadas. En las harinas se cuantificaron fenoles
totales, flavonoides, carotenoides y clorofilas. En los tejidos se cuantificO GSH,
actividad de GST, actividad de CAT y actividad de GPx, utilizando métodos
espectrofotométricos. Los compuestos bioactivos mostraron principalmente una
disminucién conforme el estado de desarrollo del cladodio aumenta. El higado del
control diabético disminuyd en contenido de GSH, actividad de GST, actividad de
CAT y aument6 en actividad de GPx. El rifibn del control diabético se comportod
similar, mostrando disminucion en contenido de GSH, actividad de GST, actividad
de CAT y actividad de GPx. Las harinas de nopal tuvieron diferentes efectos sobre
las actividades enzimaticas y el contenido de GSH, sin embargo se concluy6 que la
harina de nopal chico presenté mayor efecto benéfico sobre los tejidos de ratas
diabéticas.



1. ANTECEDENTES

1.1 La diabetes

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico heterogéneo caracterizado por la
presencia de hiperglucemia, la cual se debe a una deficiencia funcional de la accion
de la insulina, ya sea por la disminucion de la secrecidén de ésta por las células 3
del pancreas, por un decremento de la respuesta de la insulina por tejidos blanco o
por un incremento de las hormonas contra reguladoras (cortisol, hormona del

crecimiento y adrenalina) (McPhee y Hammer, 2011).

1.1.1 Estadisticas de la diabetes

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que para el 2030 la prevalencia

de diabetes aumentara alrededor de 46.7% (Cuadro 1.).

Cuadro 1. Estadistica mundial de prevalencia de diabetes mellitus.

366,000,000

No. Personas 171,000,000

Adaptado de: http://www.who.int/diabetes/facts/world figures/en/index.html

Ademés de las estadisticas mundiales, esta organizacion presenta, en el mismo
formato, lo referido a cada pais, dividido por continentes. El Cuadro 2. presenta las
estadisticas de los paises del continente americano incluyendo a México, el cual se
encuentra en el segundo lugar con mas prevalencia de diabetes mellitus; sin
embargo, su aumento en la poblacion mexicana es preocupante si comparamos
con el aumento de prevalencia en Estados Unidos, que es de un 41.6%

aproximadamente, mientras que el aumento en México es de un 181.3%.


http://www.who.int/diabetes/facts/world_figures/en/index.html

Cuadro 2. Estadistica de prevalencia de diabetes mellitus en el continente

americano

Pais Afio 2000 Afio 2030
Antigua y Barbuda 3000 5000
Argentina 1,426,000 2,457,000
Bahamas 12,000 26,000
Barbados 11,000 22,000
Belice 5,000 15,000
Bolivia 207,000 562,000
Brasil 4,553,00 11,305,000
Canada 2,006,000 3,543,000
Chile 495,000 1,047,000
Colombia 883,000 2,425,000
Costa Rica 76,000 237,000
Cuba 480,000 855,000
Dominica 3,000 4,000
Republica Dominicana 245,000 594,000
Ecuador 341,000 921,000
El Salvador 103,000 320,000
Granada 4,000 7,000
Guatemala 139,000 447,000
Guyana 19,000 36,000
Haiti 161,000 401,000
Honduras 81,000 269,000
Jamaica 81,000 189,000
México 2,179,000 6,130,000
Nicaragua 68,000 246,000
Panama 59,000 155,000
Paraguay 102,000 324,000
Perl 754,000 1,961,000
Santa Lucia 5,000 9,000
San Vicente y Granadinas 5,000 9,000
Suriname 9,000 20,000
Trinidad y Tobago 60,000 125,000
Estados U. de América 17,702,000 30,312,000
Uruguay 154,000 224,000
Venezuela 583,000 1,606,000
Total 33,016,000 66,812,000

Adaptado de: http://www.who.int/diabetes/facts/world_figures/en/index.html

El Instituto Nacional de Salud Publica muestra los intervalos con mayor prevalencia
de diabetes mellitus tipo 2, dividida por edades (Figura 1.) siendo los intervalos con
mayor prevalencia de 50-59 y 60-69 afios (Shamah-Levy, 2011 segin ENSANUT,


http://www.who.int/diabetes/facts/world_figures/en/index.html

2006). El dato anterior muestra un 12.93% mas de prevalencia de diabetes mellitus
gue los valores conocidos por instituciones mexicanas, mostrando de igual forma,
una mayor prevalencia en mujeres que en hombres. Por otro lado, el diagnéstico de
diabetes en nifios y adolescentes también va en aumento. Por ejemplo, se calcula
que alrededor de 76,000 nifios menores de 15 afios desarrollan diabetes tipo 2
anualmente en el mundo (Federacién Mexicana de Diabetes, 2010). De manera
particular, la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en nifios ha aumentado en un
50%, siendo los casos generalmente de ascendencia hispanica, afroamericana,
indigena americana y asiatica de las islas del Pacifico, estando relacionada con
obesidad en el 100% de los casos (McPhee y Hammer, 2011). ENSANUT 2012
muestra una grafica donde se muestra la prevalencia de diabetes por género y
edad, mostrando una tendencia a aumentar con el tiempo; cabe mencionar que se

sigue manteniendo una mayor prevalencia en mujeres mayores de 60 afos.

En México, la diabetes mellitus ocupa el primer lugar de defunciones por afio en
ambos géneros y se calculan 70,000 muertes por afio; ademas se presentan
400,000 casos nuevos anuales y se diagnostican 38 casos nuevos de diabetes
cada hora (Alcantar-Luna, 2011).
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Figura 1. Prevalencia de diabetes en poblacion mexicana, dividida por edades
(Shamah-Levy, 2011 segun ENSANUT, 2006)



En lo que respecta a la diabetes 1, esta patologia es menos frecuente que la tipo 2
y comprende el 5-10% de los casos (McPhee y Hammer, 2011).

1.1.2 Causas de la diabetes

La diabetes tipo 1 se caracteriza la por destruccion auto inmunitaria de células -
pancreaticas, con deficiencia grave resultante de insulina. Este tipo de diabetes
suele presentarse en pacientes menores de 30 afios de edad, y se caracteriza con
sintomas de poliuria, polidipsia y pérdida de peso, con notorio incremento de las
concentraciones sericas de glucosa. Aunque es clara la participacion de la
susceptibilidad genética en este tipo de diabetes, se ha sugerido que los factores
ambientales también pueden tener un papel crucial en este padecimiento; ademas,
la presencia de algunas infecciones virales, por ejemplo la rubéola, pueden
precipitar la enfermedad (McPhee y Hammer, 2011).

La diabetes tipo 1 es la enfermedad cronica endocrinolégica mas frecuente en la
edad pediéatrica y la segunda enfermedad crénica en la infancia después del asma
en paises desarrollados. En los ultimos afios se ha asistido a un incremento de la
diabetes tipo 1 que ha sido demasiado rapido como para ser justificado
exclusivamente por factores genéticos, por lo que se han empezado a implicar

factores ambientales en su etiologia (Bahillo-Curieses y col., 2006).

En cuanto a la diabetes mellitus tipo 2, en ésta influyen tanto los factores genéticos
como los ambientales (Reynoso-Camacho y col., 2007), se ha evidenciado
causalidad por los componentes genéticos, y son dos defectos metabdlicos los que

dan por resultado este tipo de hiperglucemia:

e Resistencia de las células blanco a los efectos de la insulina
e Secrecion inadecuada de insulina por las células B pancreaticas en el

contexto de resistencia a la insulina



La diabetes tipo 2 conlleva una relacion estrecha con la obesidad debido a que el
tejido adiposo produce mediadores de resistencia a la insulina, principalmente, el
tejido adiposo central, es decir, el abdominal. Estos mediadores pueden incluir los
niveles excesivos de acidos grasos libres que causan lipotoxicidad y aminoran la
sensibilidad del musculo esquelético a la insulina al interferir con la emision de
sefales causadas por la fosforilacién de IRS (sustrato receptor de insulina), que es
el primer paso para la activacion del metabolismo de la glucosa (Cruz y col., 2001),
asi como la secrecion desregulada de citocinas producidas por el tejido adiposo,
por ejemplo la leptina (hormona antidiabetogénica), cuya accién central es controlar
la saciedad e incrementar la sensibilidad a la insulina. Ademas, la prevalencia de
este tipo de diabetes tiende a aumentar en relacidon proporcional con la edad del
individuo (McPhee y Hammer, 2011).

A principios del siglo XXI se determin6 como explicacion de la diabetes el genotipo,
excluyendo los aspectos sociales, antropologicos y de estilo de vida; sin embargo,
ahora es reconocido que el riesgo genético es necesario pero insuficiente para el
desarrollo de la enfermedad (Moreno-Altamirano, 2001), por lo que los métodos
para su tratamiento son variados, siendo tanto farmacol6gicos como nutricionales,

o simplemente un cambio en la forma de vida alimentaria y sedentaria.

1.1.3 Tratamientos tradicionales para la diabetes.

Desde siempre, los tratamientos para la diabetes mellitus se han asignado
dependiendo del avance de la enfermedad y, sobre todo, de las causas de la
enfermedad, pudiendo asi decidir entre diferentes tratamientos farmacolégicos o,
en su caso, una dieta hipocaldrica. El tratamiento de la diabetes mellitus 2 implica
ante todo la necesidad de controlar los cuadros de hiperglicemia, no solo en ayuno,

si no también después de ingerir alimentos (Candia-Plata y col., 2008).



Segun el libro “Diagndstico clinico y tratamiento”, en el capitulo referido a la
diabetes, los regimenes terapéuticos principales son: la dieta, los hipoglucemiantes

bucales y la insulina como tal (Schroeder y col., 1990).

La dieta equilibrada debe ser la base en todos los tratamientos; por lo que, hay
ocasiones en que ésta es, por si misma, el tratamiento. La dieta que sea asignada
dependera del paciente, es decir, si es diabético obeso o no obeso; generalmente,
cuando se trata del primer caso, la dieta tiene como principal meta la restriccion
caldrica, insistiendo en la hora de las comidas y en bocadillos periédicos, en vez de

una sola comida alta en calorias.

El libro Diabetes de la A a la Z (Asociacion Americana para la Diabetes, 2004)
apoya como principal tratamiento y pretratamiento para esta enfermedad, una dieta
hipocalérica para mantener el peso ideal, asi como ejercicio y por ende la pérdida
de peso. Se recomienda que se reduzca la grasa en la dieta a un 35% del total de
las calorias de la dieta y que la grasa saturada sea solo un tercio de esta cifra, que
la principal fuente de proteinas sea la carne roja y en cuanto a los carbohidratos
pueden ser hasta el 60% de la dieta mientras no se trate de azucares refinados o
simples, es decir, que el azucar se recomienda no refinada para asi aportar una
cantidad de fibra a la dieta. La fibra puede ser tanto soluble como insoluble, ya que
los dos tipos de fibra ejercen un efecto benéfico y, directa o indirectamente,
hipogluclémico (Schroeder y col, 1990). Tradicionalmente, la poblacion mexicana
ha consumido nopal como tratamiento alternativo o combinado con farmacos para

la diabetes mellitus tipo 2 (Basurto-Santos y col., 2006).

Cuando la dieta no es suficiente para mantener un nivel normoglucémico, se acude

al tratamiento farmacologico. A continuacion se exponen algunos farmacos orales:

Sulfonilureas: Este tipo de hipoglucemiante comenzé a usarse en los afos 50’s y
actua teniendo un efecto insulinotropico en las células B del pancreas, por lo que se

recetan a los pacientes con diabetes tipo 2, ya que la primera carece de estas

6



células, y por tanto no habria efecto. La orinase y la diabinese son algunas de las
Sulfonilureas de primera generacion, siendo la Ultima la Unica que se usa
actualmente. También existen Sulfonilureas de segunda generacion como la

gliplizida, glimepirida y gliburida, entre otras.

Meglitinidas: Este tipo de hipoglucemiantes también actian estimulando las células
B del pancreas para producir insulina, algunas de ellas son la repaglinida y la
nateglinida, derivados del acido benzoico y de la fenilalanina, respectivamente.
Esta terapia esta relacionada con la ganancia de peso en los pacientes (tres kg en
tres meses) (Black C. y col., 2007).

Biguanidas: Su accion reside en disminuir los niveles de glucosa producidos por el
higado, y estimular la sensibilidad del tejido muscular a la insulina. Un ejemplo es
la metformina, la cual generalmente se toma dos veces al dia, de preferencia con
comida para evitar efectos secundarios como la diarrea. La metformina es la Unica
disponible actualmente, debido a que la fenformina produce acidosis lactica
(Trinajstic, 2012).

Thiazolindionas: Estos farmacos actian ayudando a la insulina a llevar a cabo su
funcidén, asi como reduciendo la glucosa producida por el higado. El primer farmaco
de este grupo fue la troglitazona; sin embargo, ésta salié del mercado por causar
problemas hepaticos graves; los demas farmacos de este grupo no causan
problemas hepéaticos; sin embargo, se ha visto que causan un aumento en el riesgo

de ataques al corazoén.

Inhibidores de a-glucosidasa: Como su nombre lo dice, estos hipoglucemiantes
actuan inhibiendo esta enzima que ayuda a la degradacion de almidones, es decir,
se inhibe la produccién de azucares simples, por lo que deben de tomarse junto
con la comida. Ejemplo de estos farmacos son la acarbosa y el meglitol (ADA,
2012).



Ademas de estos farmacos, existe la insulina, cuya accion es mas directa que los
otros métodos. Existen diversos tipos de insulina o preparaciones, dependiendo de
como actuan, de cuanto dura su efecto y de cuando alcanzan su efecto maximo.

Algunos de ellos incluyen:

Insulina de accion rapida: Empieza a actuar cinco minutos después de la inyeccion,
su efecto maximo se muestra a la hora de inyectada y su duracion es de dos a
cuatro horas.

Insulina regular o de accion corta: Esta llega a la sangre treinta minutos después de
la inyeccidn, su efecto maximo es a las dos o tres horas después de la inyeccion y

su efecto dura alrededor de tres a seis horas.

Insulina de accion intermedia: Esta llega a la sangre dos o cuatro horas después de
inyeccidén, su efecto maximo es entre las cuatro y doce horas y es efectivo por doce

a dieciocho horas.

Insulina de accion larga: Esta llega a la sangre entre las seis y las diez horas
después de la inyeccidn, y es efectiva por veinte o veinticuatro horas.

Originalmente los preparados de insulina que se utilizaban se extraian de animales
como la res y el cerdo, variando tres y un aminoacido en la longitud de la cadena
polipéptida respectivamente, en comparacion con la insulina humana. Después, se
comenzoé a fabricar la insulina recombinante, es decir, biosintetizada, asi como la
insulina por conversién enzimatica, pasando de la insulina de cerdo a la estructura
de la insulina humana, reemplazando el aminoacido terminal (-alanina-) en la

cadena beta de la insulina de cerdo por treonina (Schroeder y col., 1990).

Aln con la eficiencia de los tratamientos farmacolégicos antes mencionados, es
altamente recomendable que la base del tratamiento sea una dieta balanceada,
gue tenga componentes fitoquimicos que modulen o reduzcan las complicaciones

de la diabetes como es el estrés oxidativo.



1.2 Estrés oxidativo y diabetes

1.2.1 Estrés oxidativo

El oxigeno, molécula de gran importancia biolégica, fue descubierta en el afio 1775,
afo desde el cual, a concentraciones comunes, se ha visto que induce toxicidad en
el organismo humano; sin embargo, fue en el afio 1954 que Rebeca Gershman
propuso el mecanismo de dafio por medio de radicales libres (RL). Esta hipotesis
fue totalmente aceptada con el descubrimiento de la enzima superéxido dismutasa
(SOD) que cataliza la reaccion de dismutacion del radical anion superéxido, una de
las especies con méas efecto dafiino, para formar peréxido de hidrogeno (H.05)
(Figura 2.).

CADENA TRANSPORTADORA
DE ELECTRONES|

02 ' 02- Radical superéxido

e 0,
) J
02 SUPEROXIDO

DISMUTASA
v
H202

CATALASA
Fe*

H,0O
2 Reaccion de
Fenton
Fe¥*

OH + OH Radical hidroxilo

2GSH GSSG

\ W

GLUTATION PEROXIDASA

Figura 2. Diferentes reacciones biolégicas que producen radicales (Ruiz-Roca,
2009).

Entre las especies reactivas del oxigeno (ERO) se incluyen el anién superdxido (O~
,), el anién peréxido (0,%), el radical perhidroxilo (HO-) y el radical hidroxilo (OH").
Las ERO tienen diferentes efectos sobre la célula; por ejemplo, causan lisis
eritrocitaria, inactivacion de enzimas como la (gliceraldehido-3 fosfato
deshidrogenasa en células de mamifero, oxidacion de acidos grasos insaturados,

entre otros. Sin embargo, el radical hidroxilo (OH’) se considera la especie mas
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reactiva y peligrosa, ya que ataca a casi todas las moléculas bioldgicas, implicando
metales de transicion; uno de los dafios que se le atribuye es la peroxidacién
lipidica (Ruiz-Roca, 2009), donde también se ve implicada la molécula de oxigeno

en su estado singulete (Gémez-Sanchez, 2010).

Debido a que el cuerpo produce RL por medio del cumplimiento de las actividades

fisiologicas, estos se pueden clasificar como productos endégenos o exdgenos.

La respiracion celular en la mitocondria es una de las principales fuentes de RL, ya
que alrededor del 2-5% del oxigeno no es reducido completamente a H,O,,
formando moléculas con electrones no apareados, altamente reactivas como el
anion Oy, el cual es convertido por la enzima SOD en H,0, y, por medio de la

reaccion de Fenton, a radical hidroxilo OH" (Figura 3.)

Reaccion de Fenton
Fe?* + H0, > Fe* + Bl + OH

Figura 3. Reaccion de Fenton para la formacién del ién hidroxilo (OH’) (Adaptado
de Thomas, 2006).

El dafio que producen los RL y las EROs esta relacionado con el envejecimiento y
con mas de 100 padecimientos. Lo anterior debido a que el dafio ocurrido en los
enlaces de proteinas, fosfolipidos, hidratos de carbono y acidos nucleicos, va a
provocar cambios tanto bioquimicos como fisiolégicos en la célula y, por lo tanto,
activa reacciones en cadena que inducen a las diferentes enfermedades como
ateroesclerosis, procesos inflamatorios y diabetes, entre otras (Ramos-Ibarra y col.,
2006).
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1.2.2 Estrés oxidativo y su relacion con diabetes.

Diversos estudios indican una relacion directa entre los dos tipos de diabetes
mellitus y aumento del estrés oxidativo, incluso si estos no presentan
complicaciones; asi como un aumento en la susceptibilidad de oxidacion de
lipoproteinas en un estado diabético; de esta forma, se aumentan las
complicaciones de la enfermedad, acelerando la aterosclerosis y otras
complicaciones microvasculares. Sin embargo, los mecanismos por los cuales
aumenta el estrés oxidativo en el organismo no son completamente conocidos.
Existe evidencia que sugiere que en el transcurso de la enfermedad, existe un
aumento en la produccion de RL, como el iébn Oy, asi como un decremento en el
status antioxidante, llevando al organismo a un estado de estrés oxidativo. Algunos
de los mecanismos que se han visto involucrados son la autooxidacion de la
glucosa, la formacion de productos avanzados de glicosilacién (AGE’s), activacion
de la via de los polioles, inactivacion de las enzimas antioxidantes y del
metabolismo del ascorbato y el descontrol en el metabolismo del éxido nitrico, asi

como de prostaglandinas (Atalay y Laaksonen, 2005).

Existe literatura que evidencia una disminucion del estrés oxidativo causado por la
enfermedad debido al consumo de diferentes alimentos, entre ellos el nopal,
demostrando una restauracion de los sistemas antioxidantes enddgenos respecto a
un control sano. Por ejemplo, Hong-Ki (2003) muestra un aumento en la
concentracion de GSH enddgeno, asi como un aumento en la actividad de las
enzimas glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) en higado de rata con estrés

oxidativo tratadas con Opuntia ficus-indica.

1.2.3 Sistemas antioxidantes

Para la medicion del dafio por estrés oxidativo se han elegido ciertos marcadores
biolégicos, cada uno para medir una macromolécula dafada diferente, por ejemplo,

para la medicion de oxidacion lipidica, la técnica mas usada es llamada TBARS,
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gque mide las especies reactivas al acido tiobarbittrico (TBA), como el malon-
dialdehido (MDA). Para el dafio en proteinas se miden ciertas modificaciones
ocurridas en las proteinas afectadas, como la hidroxilacion aromatica de
fenilalanina o la conversion de tirosina a di-tirosina. El dafio en ADN se mide por la
presencia de productos de oxidacion de guanosina y su nucleétido por medio de
HPLC, CG y ELISA.

Por otro lado, si se requiere estudiar el dafio por estrés oxidativo en los sistemas
antioxidantes del propio cuerpo, se llevan a cabo mediciones de diferentes enzimas
como SOD, la glutation peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT), o determinaciones no
enzimaticas como los niveles de glutation reducido (GSH) y algunas vitaminas
(Ramos-lbarra y col.,, 2006). En la literatura se ha encontrado que estos
marcadores de estrés oxidativo varian con patologias como la diabetes; varios
autores coinciden con una disminucion en la actividad de CAT y GPx, asi como en
la concentracién de GSH enddgeno en los tejidos de ratas diabéticas inducidas con
estreptozotocina (STZ) (Beristain-Pérez y col., 2006; Kaleem y col., 2006; Palos-
Suérez, 2007; Cruz-Hernandez y col., 2011).

1.2.4 Modulacién de marcadores antioxidantes por medio de la dieta

Es por medio de los biomarcadores que podemos saber si existen formas de evitar
el dafo oxidativo. Se ha visto que el consumo de ciertos alimentos disminuye el
dafio por estrés oxidativo, lo que se ve reflejado en el aumento de algunos
compuestos enddgenos como las enzimas antioxidantes (biomarcadores) vy
vitaminas. En este sentido, la dieta puede influir de manera positiva en el aumento
del sistema antioxidante enddgeno, ya que al consumir los antioxidantes propios
del alimento, que se originan como metabolitos secundarios en las plantas,
refuerzan el sistema inmunolégico, retardan la generacion de enfermedades
cronicas, modulan el envejecimiento y reducen procesos inflamatorios (Vidal-
Quintanar, 2008); ademas, se ha visto una restauracion de las actividades de las

principales enzimas del sistema antioxidante endogeno en modelos con patologias
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cronico-degenerativas a partir de una dieta alta en compuestos antioxidantes
(Beristain-Pérez y col., 2006; Kaleem y col., 2006; Palos-Suarez, 2007; Cruz-
Hernandez y col., 2011).

Tanto las frutas como los vegetales contienen gran cantidad de antioxidantes,
incluyendo carotenoides, vitaminas, tocoferoles, flavonoides y otros compuestos
fendlicos. El nopal es uno de los alimentos consumidos en México que posee alto

contenido en este tipo de compuestos (Brahmi y col., 2011).

1.3 El nopal

1.3.1 El nopal en México

La especie Opuntia ficus-indica, mejor conocida en México como nopal, se
encuentra en regiones aridas y semiaridas de Centroamérica, especialmente
México. El género Opuntia spp. es de gran importancia en el pais, junto con el
maiz, amaranto y el agave tequilero (Hernandez-Urbiola y col., 2011). Esto debido
a sus variados usos, aportaciones econémicas y culturales. En México, el nopal es

utilizado en tres principales formas:

¢ Nopal tunero
e Nopal verdura

e Nopal para forraje

Estos tres diferentes usos, representan una fuente econdémica importante para los
productores de nopal.. El nopal forrajero se consume directamente por el ganado,
principalmente bovino, ovino y caprino. También se toma como uso del nopal la
creacion de cercos, produccion de grana cochinilla, como materia prima para
cosmeéticos, en la industria alimentaria, para la conservacion del suelo y abatir la

contaminacion atmosférica (Flores-Valdez y col., 1995).
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Existe un gran namero de especies y variedades de nopales, el género Opuntia
cuenta con cinco subgéneros, 17 series y 104 especies. Algunos de los subgéneros
de Opuntia son cylindropuntia, grusonia, corinopuntia, opuntia y stenopuntia, siendo
Opuntia el que cuenta con mas series y mas especies que se utilizan como nopal
forrajero y para produccion de tuna. Algunas de las especies forrajeras son: O.
microdasys, O. azuera, O. duranguensis, O. robusta; las especies que se utilizan
para produccion de tunas son O. hyptiacantha, O. streptacantha, O. megachanta,
O. xoconostle y O. ficus-indica, este ultimo también conocido como variedad milpa
alta (Flores-Valdez y col., 1995).

Se estima que en México el area de nopales silvestres es de 3’000,000 ha en los
estados de Guanajuato, Jalisco, Aguascalientes, San Luis Potosi, Zacatecas,
Durango, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas y Sonora; los nopales
cultivados ocupan un area de 210,000 ha, incluidos los nopales sembrados para
aprovechamiento de tuna y de forraje; el area cultivada para nopal verdura esta
estimada en tan sé6lo 10,000 ha, traducido a 572,625 toneladas (SAGARPA, 2004),
cuya area del 60% se distribuye entre el Distrito Federal y el estado de Morelos
(Valencia-Sandoval y col., 2010). En el afio 2011, se registr6 una produccion total
de 118,276 toneladas, cosechandose el mayor porcentaje en el mes de Junio
(SIAP, 2011).

El nopal verdura comenzé siendo cultivado solo en huertos familiares, para su
venta en mercados Yy tianguis rurales. Sin embargo, en el afio 1950 se increment6
la demanda de nopal verdura a lo largo del pais, por lo que se comenzé la
plantacion en parcelas de mayor area, utilizando las mejores variedades de los
huertos familiares. Estas plantaciones se iniciaron en los estados de Zacatecas,
San Luis Potosi, Jalisco, Guanajuato, Aguascalientes y Distrito Federal; por lo que
se comenzd a estudiar la produccion forzada, por medio del adelanto o retraso de
la iniciacion del crecimiento y desarrollo del frutal (Aguilar-Becerril, 2005). Fue hasta

inicios de los anos 70’s que México comienza la exportacion de nopal a Estados
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Unidos de América y en los afios 80’s la industrializacion de nopal en salmuera o
escabeche exportando a Canada y el continente europeo. Con lo anterior se
demuestra la variedad de usos como alimento del nopal en diferentes culturas,

principalmente la mexicana (Flores-Valdez y col., 1995).

1.3.2 El nopal en la dieta mexicana

El uso del nopal en la dieta mexicana, o de los pobladores desde antes de la
conquista, se demostr6 con las excavaciones de Tamaulipas y Puebla, con
antigedad de 7000 afios, donde se encontraron semillas fosilizadas, asi como
cascaras de tunas y fibras de penca de nopal (Flores-Valdez y col., 1995). La
planta tiene diferentes presentaciones para el consumo humano, siendo el mas
comun la tuna, que es el fruto de un sabor dulce y con alto contenido de azlcares,
y por otro lado estd el consumo de la penca, o cladodio, que es comunmente
llamado nopal verdura, fuertemente ligado a la comida mexicana del centro del

pais, siendo menor su demanda en los estados del norte y costeros.

El principal consumo del nopal verdura en México corresponde a las primeras
etapas de desarrollo, mas o menos cuando hay un peso de 100 g de penca,
aunque puede variar de 60 g hasta los 150 g. La presentacién del nopal verdura
tiene una amplia variedad en diferentes recetas de cocina, siendo acomparfante de
otros guisados, como guarnicion, casi en todas cocido, incluso dentro de la bebida,
en licuados y aguas frescas, en esta presentacion el nopal va crudo; sin embargo,
uno de las desventajas del nopal crudo es el mucilago (baba) cuya sensacién es

desagradable para el consumidor.

En México, se prefiere el nopal “en fresco” al nopal procesado, es decir, se
consume menos en presentaciones como escabeche y mermelada, con una
estimacion de consumo per capita de 6.36 kg al afio de nopal en general (Flores-
Valdez y col., 1995). Recientemente el consumo del nopal en forma de harina ha

aumentado, debido a que se puede utilizar en mas recetas, tales como galletas,
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panes, dulces, tortillas, entre otras, ampliando con esto el uso del nopal. Otra
ventaja de la harina de nopal es que puede utilizarse también como comprimidos,
sobre todo para venta como coadyuvante en la salud del consumidor por sus

caracteristicas nutritivas.

1.3.3 El nopal y sus beneficios a la salud.

Mucho se ha hablado sobre el nopal y sus beneficios a la salud humana. En este
sentido, se han realizado varios estudios bromatolégicos que cuantifican los
componentes principales del nopal. Por ejemplo, Guzman-Loayza y Chavez (2007)
realizaron un estudio sobre la aceptabilidad del nopal en una dieta y su aporte de
nutrientes al consumidor (carbohidratos, lipidos, proteinas, fibra, vitaminas, entre
otros). En el Cuadro 3. se muestra el contenido nutrimental del nopal segun su

estado de desarrollo.

Cuadro 3. Analisis quimico proximal de nopal verdura (g/100 g de muestra seca)

EDAD
(%) 1 (60 g) 2 (130-140 g) 3 (190-210 g)
HUMEDAD 94.44 +0.212 94.12 +0.12 94.88+0.542
CENIZAS 19.15 + 1.232 18.27 + 0.16" 17.83+0.88°
GRASA 2.59 + 0.352 2.60 + 0.522 3.8520.21"
PROTEINA 2.59 + 0.492 2.07 +0.322 2.43+0.182
FIBRA 11.40 + 0.48° 13.42 + 1.40° 8.57+0.46°

(Adaptacion de Hernandez-Granada y col., 2010)

Este cuadro muestra la principal diferencia de composicion en los nutrimentos del
nopal segun la etapa de desarrollo, la cual radica en las cenizas y la fibra, ésta
tltima siendo de gran importancia y la que mas se explota del nopal debido a sus

propiedades bioldgicas, es decir, el poder hipoglicémico.

Ademas de los nutrientes principales, el nopal cuenta con componentes que lo
hacen un producto nutracéutico, es decir, capaz de proporcionar beneficios
saludables, incluidos la prevenciéon y tratamiento de enfermedades (Alvidrez-

Morales y col.,, 2002). Entre estos compuestos con actividad biologica se
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encuentran los pigmentos, minerales, fenoles y vitaminas (Hernandez-Granada y
col., 2010).

Los compuestos fendlicos se determinaron por primera vez en las flores del nopal,
siendo los flavonoides los que se han identificado ampliamente en el género

Opuntia, variando segun el estado de madurez del mismo (Garcia-Nava, 2007).

En general, los flavonoides se proponen para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con procesos inflamatorios y desérdenes cardiovasculares. Por
ejemplo, en un estudio que evalud los factores Optimos para la extraccion de
flavonoides de la piel del nopal, la cual constituye el 40% del cladodio, se obtuvo
5.55 mg/g de flavonoides (Cai y col., 2010). Dentro de este grupo de compuestos
fendlicos que se han identificado en el nopal se encuentra el kampferol y la
quercetina (3,3', 4',5, 7-pentahidroxiflavona), (Rodriguez-Félix y col, 2010). Debido
a estos fitoquimicos, los nopales se han propuesto como un alimento preventivo
para ciertas enfermedades, como lo son diferentes tipos de cancer (Zou y col.,
2005).

Los minerales presentes en el nopal también son de importancia nutricional, como
el calcio y el fésforo; el primero aumenta su cantidad proporcionalmente con la
madurez del nopal, mientras que el fésforo disminuye con la madurez de la planta

(Rodriguez-Garcia y col., 2007).

Otro componente de interés del nopal y nopal deshidratado es la fibra. Estudios
previos han determinado un contenido de hasta un 28% de fibra soluble (Rosado,
1995), siendo la causa principal de la popularidad de la planta. Se ha visto que el
incremento en el consumo de fibra dietética previene enfermedades cronicas
degenerativas como la diabetes mellitus (Martinez-Flores y col., 2009). Uno de los
mecanismos propuestos de la fibra se basa en su efecto hipoglucemiante en los
consumidores. Este efecto se lleva a cabo a nivel del intestino delgado aumentando

el grosor de la capa de agua que se debe traspasar para llegar a la membrana del
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enterocito, con lo cual se disminuye la absorcién de glucosa (Escudero-Alvarez y
Gonzalez-Sanchez, 2006). Varios estudios con diferentes especies de nopal (O.
streptacantha, O. fuliginosa, O. megacantha y O. ficus-indica) demuestran que el
efecto no es solo hipoglucemiante, sino también antihiperglucemiante y, por lo
tanto, tiene efecto benéfico contra la diabetes mellitus. Por ejemplo, la
administracion de nopal e insulina a ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina
durante siete dias disminuyo los niveles de glucosa sanguinea y hemoglobina
glicosilada hasta valores normales; ademas, el efecto se mantuvo después de
haber retirado el tratamiento con la insulina y administrando solo el extracto de
nopal (Basurto-Santos y col., 2006).

En la literatura no se ha encontrado reportes sobre diferencias en los efectos
antioxidantes que aporta el nopal en diferentes etapas de desarrollo, por lo que
este estudio centra su atencion en la modulacién de algunos marcadores de estrés
oxidativo por el consumo de nopal en tres etapas de desarrollo en un modelo de

diabetes inducida con estreptozotocina.
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2. HIPOTESIS

El contenido de compuestos bioactivos en el nopal varia de acuerdo a la etapa de
desarrollo de los cladodios, lo cual esta relacionado con la restauracion del sistema
antioxidante, enzimatico y no enzimatico, de ratas diabéticas inducidas con

estreptozotocina.
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3. OBJETIVOS

General
e Evaluar el efecto de harinas de cladodio de nopal (Opuntia ficus-indica) de
diferentes etapas de desarrollo sobre el estado antioxidante en ratas

diabéticas inducidas con estreptozotocina (STZ).

Especificos

e Cuantificar los principales compuestos bioactivos presentes en harina de
nopal, elaborada a partir de cladodios en tres etapas de desarrollo.

e Determinar la actividad antioxidante de GST, GPX y CAT en higado y rifién
de ratas diabética alimentadas con harina de nopal (50 mg/kg) en tres
etapas de desarrollo.

e Cuantificar el nivel de GSH en higado y rifidn de ratas diabéticas que han
sido alimentadas con harina de nopal (50 mg/kg) en tres diferentes etapas

de desarrollo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1. Reactivos quimicos

Los reactivos: acido clorhidrico (HCI), etanol al 95%, hidroxido de sodio (NaOH),
metanol absoluto, carbonato de sodio (Na,COg), Tris-HCI, cloruro de magnesio
(MgCly), cloruro de potasio (KCI), sacarosa ultra pura, fosfato de sodio monobasico
(NaH,PO,), fosfato de sodio bibasico (Na;HPO,), EDTA y Tris se obtuvieron de la

marca J. T. Baker.

Los reactivos: Vainillina, GSH, NADPH, hidroperéxido de cumeno, peréxido de
hidrogeno, catequina y reactivo de Folin-Ciaolcouteu se adquirieron de la marca
Sigma-Aldrich.

El Kit para determinacion de proteina por método de acido bicinconinico (BCA) se

obtuvo de la marca Pierce Inc.

4.1.2. Reactivos biolégicos

Materia vegetal:

El material vegetal fue donado por el Dr. Candelario Jacobo Mondragén del Sitio
Experimental del Norte de Guanajuato (SENGUA) perteneciente al INIFAP. Se
trabajé con cladodios de O. ficus-indica variedad —Milpa alta de tres diferentes

tamafos comerciales cosechados en un horario vespertino de 4-5 de la tarde.
Animales:

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 250-300 g adquiridas del Bioterio

comercial Rismart de México S.A. de C.V. Las ratas se aclimataron por una semana
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y se alimentaron ad libitum durante el periodo experimental bajo condiciones

controladas de luz y temperatura (12/12 h y 25 °C, respectivamente).

Las harinas de nopal se incorporaron en la dieta a una concentracion de 150 mg/kg

de peso corporal por dia.

4.2 Métodos.

4.3Elaboracion de harina de nopal

Los cladodios recolectados se clasificaron en tres etapas de desarrollo, midiendo el
grosor en tres puntos utilizando un micrémetro de tornillo. Se peso6 y determiné el
volumen aproximado para su clasificacion por peso, tamafo chico: 40 £+ 10 g;
tamafio mediano: 74 = 20 g y tamafio grande: 293 + 70 g. Se eliminaron las espinas
de los cladodios manualmente y se almacenaron a 4 °C, después se cortaron en
cuadrados de 2 por 2 cm y partidos por la mitad para obtener un secado
homogéneo. El secado se realizé a 40 °C por un tiempo de 20 h en un horno de

conveccién y posteriormente se pulverizo.

Las harinas se clasificaron con las siguientes abreviaciones: harina de nopal chico,

CH; harina de nopal mediano, M; harina de nopal grande, G.

4.3.1 Determinacion de clorofilas “a”, “b” y total

Se pesaron 0.5 g de cada tipo de harina y se realizé la extraccion con acetona,
aforando a 50 mL como volumen final. La absorbancia se leyéo en un
espectrofotometro (SmartSpec Plus spectrophotometer) a 645 y 663 nm de longitud

de onda (A). Cada muestra se ley6 por duplicado.

La cantidad de pigmentos extraidos se calculé con las siguientes férmulas,

tomando en cuenta el volumen final de afore:
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Clorofila a = (12.7 (Ass3) — 2.29 (As4s5)) X (X mL/ 1000 x g muestra) = contenido a

Clorofila b = (22.9 (Aeas) — 4.68 (Ass3)) X (X mL/ 1000 x g muestra) = contenido b

Clorofila total = (20.2 (Asss) + 8.02 (Ass3)) X (X mL/ 1000 x g muestra) = contenido

total

Donde A4 es la absorbancia a x longitud de onda.

4.3.2 Cuantificacion de carotenoides

Se pesaron 2 g de cada harina en un tubo Falcon de 15 mL, se afiadieron 2 mL de
mezcla de solventes orgénicos hexano:acetona (3:2). Se agitaron vigorosamente
hasta completar la extraccion, se centrifugé durante 5 minutos a 4000 rpm. El
sobrenadante se recuperé con pipeta Pasteur y se leydé por duplicado a una
absorbancia de 502, 650 y 665 nm de longitud de onda (A) en un espectrofotometro

(SmartSpec Plus spectrophotometer).

La cantidad de pigmentos extraidos se calcularon con las siguientes formulas,

tomando en cuenta el volumen final de afore

[Carotenoides](mg/g)= Asp2/0.32

4.3.3 Cuantificacién de compuestos fendlicos.

4.3.3.1 Extraccion de compuestos fendlicos

Para la obtencion del extracto para la cuantificacion de compuestos fendlicos
totales en las harinas de nopal, se realizé el siguiente procedimiento: se pesé 1 g

de cada harina de nopal y se adicionaron 10 mL de metanol (CH3OH), se protegio
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de la luz con aluminio y se agité durante 24 h. La mezcla obtenida se centrifug6 a
5000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente y el extracto (sobrenadante) se

refrigeré hasta su analisis.

Para la cuantificacién de flavonoides se realizé una extraccion a partir de 50 g de
harina con una mezcla de MeOH:H,O (70:30), se agitd por tres horas y se filtro al

vacio 3 veces. Se colectaron los filtrados y a éste se le denomind extracto

4.3.3.2 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné usando el método espectrofotométrico
de Folin-Ciocalteau (Singleton y col, 1999). Este método se basa en la oxidacién de
los compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-Ciocalteau, el cual esta formado
por una mezcla de acido fosfotiingstico y acido fosfomolibdico y que se reduce por
accion de los fenoles, en una mezcla de Oxidos azules de tungsteno y de

molibdeno. La coloracion azul producida absorbe a una A de 760 nm.

Se realizé una curva de calibraciébn con &cido galico (AG) como estandar con

concentraciones de 0 pg a 20 pg.

Para la lectura de la muestra, se tomaron 40 uL de ésta y se llevaron a un volumen
total de 500 pL. Se adicionaron 1250 pyL de Na,COj3 al 20% (Anexo 1) y se dejaron
reposar por dos horas protegidos de la luz a temperatura ambiente; después se
ley6 a una A de 760nm en un espectrofotometro (SmartSpec Plus
spectrophotometer). Se realiz6 regresion lineal para obtener la ecuacion de la curva
y se sustituyeron los valores de absorbancia obtenidos en las muestras para asi

calcular la concentracion. Los resultados se expresaron en mg eq AG/g de harina.
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4.3.3.3 Cuantificaciéon de flavonoides totales

Se realizé una curva de calibracion con (+)catequina, con concentraciones de 0 a
100 pg/mL, adicionando las soluciones en el siguiente orden: 0-100 pL de
catequina (6 concentraciones), 1250 pyL de H,O destilada, 75 uL de NaNO; al 5%
(Anexo 2) y se guardd protegido de la luz por 6 minutos; se adicionaron 150 uL de
AICI; al 10% (Anexo 3) y se guardd protegido de la luz por 5 minutos; se
adicionaron 500 yL de NaOH 1.0 M (Anexo 4) y se aforé a 2500 pyL. Se midio la
absorbancia en un espectrofotometro (SmartSpec Plus spectrophotometer) a 510
nm. Esta lectura debe realizarse antes de 30 minutos a partir de la preparacion. La
lectura de la muestra se llevo a cabo a las mismas condiciones de A que la curva de
calibracion, adicionando las soluciones en el siguiente orden: 200 uL de muestra,
1250 yL de H,O destilada, 75 uL de NaNO, al 5% e incubacién por 6 minutos; 150
WL de AICI; al 10% e incubacion por 5 minutos; 500 yL de NaOH 1.0 M y por ultimo
325 pL de H,O destilada. Se realiz6 regresion lineal para obtener la ecuacion de la
curva y se sustituyeron los valores de absorbancia obtenidos en las muestras para

asi calcular la concentracion.

Los resultados se expresaron en ug eq catequina por g de harina.

4.3.4 Induccioén de diabetes.

Se indujo diabetes a 35 ratas machos de la cepa Wistar con un ayuno minimo de
12 horas con una dosis Unica de estreptozotocina (STZ) de 45 mg/kg de peso
corporal por via intraperitoneal. Se determind la glucosa en sangre a los 4 dias
después de la inyeccion y se utilizé la glucosa en ayuno mayor de 180 mg/dL como
parametro de seleccion para considerar a los animales diabéticos dentro del grupo

experimental.
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4.3.5 Tratamientos con harina de nopal.

Los grupos se nombran con las siguientes abreviaciones: grupo control sano, CS;
grupo control diabético, CD; grupo diabético tratado con harina de nopal chico,
GCH; grupo diabético tratado con harina de nopal mediano, GM; grupo diabético
tratado con harina de nopal grande, GG.

Se incluyeron cinco grupos de siete animales cada uno: control sano, control
diabético y tres grupos diabéticos tratados con harinas de nopal elaboradas con los
diferentes tamafios de cladodios a una concentracion de 150 mg/kg de peso
corporal en dieta molida por dia. Las ratas diabéticas se alimentaron las ratas

diabéticas ad libitum por un periodo de 21 dias.

4.3.6 Sacrificio y obtencion de muestras.

Al final del periodo experimental, los animales permanecieron en ayuno y se
recolectaron muestras de orina de 12 horas; posteriormente, los animales se
anestesiaron colocandolos en una camara con éter etilico. Una vez anestesiados,
se tomd una muestra de sangre por puncion cardiaca; ésta se centrifugd para la
obtencion de suero, el cual se congel6 y almacené a -20 °C para posteriores
determinaciones bioquimicas. Finalmente, se cortdé la arteria principal para su
sacrificio. Posteriormente, se removieron los riflones e higado, los cuales se
lavaron con solucion fisiol6gica estéril y fria, se congelaron con nitrégeno liquido y

almacenaron a -70 °C.

4.2.8 Determinaciones bioquimicas en suero

Los niveles de glucosa y el perfil de lipidos en suero de ratas se midieron a través
de reacciones enzimaticas empleando kits comerciales de la marca Randox. La
determinacion de insulina en suero se realiz6 mediante un kit inmunoenzimatico

ELISA marca Millipore.
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4.2.9 Preparacion de homogenados citosolicos

Para las determinaciones de GSH y GST en higado y rifién, se pesaron 0.5 g de
organo en un tubo conico Falcon de 15 mL, se afadieron 3 mL de solucion
amortiguadora Tris/Sacarosa pH 7 (Anexo 5) y se homogenizaron con la ayuda de
un polytrén (kinematica, Suiza) hasta no ver residuos de tejido. Los homogenados
se centrifugaron a 8000 x g por 20 minutos a 4 °C en una centrifuga refrigerada. Se
recuperd el sobrenadante con una pipeta Pasteur y se transfirid a una celda de
ultracetrifuga (Beckman Optima L90K (Beckman, EUA). Los tubos se
ultracentrifugaron a 4°C a 100000 x g por 1 hora. El sobrenadante se transfirié a
tubos Eppendorf, dividiéndolos en tres partes, los cuales se almacenaron a -70 °C

hasta su andlisis.

Para la determinaciéon de GPX y CAT en higado y rifién, se pesaron 0.5 g de
organo en un tubo conico Falcon de 15 mL, se afadieron 5 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7 (Anexo 6), posteriormente se
homogenizaron con un polytron (Kinematica, Suiza). Los homogenados se
centrifugaron a 8000 x g por 15 minutos a 4 °C en una centrifuga (Universal 32 R,
Hettich Zentrifugen). El sobrenadante se coloc6 en tubos Eppendorf, dividiéndolos

en tres partes, los cuales se almacenaron a -70°C hasta su analisis.

4.2.10 Cuantificacion de proteinas en homogenados citosélicos.

La cuantificacion de proteinas de los homogenados citosélicos se realizaron por el
método del acido bicinconinico (BCA), empleando albumina bovina como estandar

para la curva de calibracion, con concentraciones de 0 yg/mL a 1.2 pg/mL.

Para la lectura de las muestras se realizaron diluciones apropiadas de los citosoles
con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6.5 (Anexo 7). Posteriormente, se

colocaron 50 pL del citosol diluido en las placas de 96 pozos, se agregaron 250 uL
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de la solucién de trabajo para la determinacion de proteina (Anexo 8) y se incubo
por una hora a temperatura ambiente. Después de este tiempo, las placas se
leyeron en un lector de microplacas modelo Spectra Max 190 (Molecular, Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) a una A de 562 nm.

4.2.11 Determinacion de la concentracion de glutation reducido (GSH).

La concentracion de GSH se determind por el método Eliman (1959), basado en la
habilidad de grupo SH para reducir el acido 5,5-ditiobis dinitro benzoico (DTNB) a
acido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB). Los niveles de GSH en las muestras se
calcularon interpolando la absorbancia de las muestras en la curva de calibracion
que se realizd previamente de una concentracion 0 a 100 uM. Para la realizacién
de la curva estandar de GSH, las soluciones se adicionaron en el siguiente orden:
Solucién amortiguadora Tris-EDTA pH 8.2 (Anexo 9), solucién de trabajo inicial
para la curva estandar de GSH (Anexo 10), metanol y solucion de DTNB 2.46 mM
(Anexo 11). La reaccion se inicid con la adicion del ultimo reactivo y se incub6 por 5
minutos. Las muestras se leyeron inmediatamente por espectrofotometria a una A
de 412 nm a 25 °C en el lector de microplacas modelo Versa Max 190 (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Los resultados se expresaron en pM/mg de
proteina.

Para las muestras se utilizaron citosoles concentrados, a los cuales se les precipitd
previamente la proteina con el siguiente procedimiento: En un tubo Eppendorf se
adicionaron 120 pyL de agua destilada, 150 yL de citosol concentrado y 30 uL de
acido tricloro acético (TCA) al 20% (Anexo 12), a continuacion se dejo reposar por
30 minutos a 4 °C y luego se centrifugaron a 8000 x g por 5 minutos a 4 °C. Se
recupero el sobrenadante y se coloco en nuevos tubos Eppendorf. De este nuevo
tubo se tomaron 50 pL para colocarse en placas de 96 pozos. Se agregaron los
reactivos en el siguiente orden: 150 pL de solucion amortiguadora Tris-EDTA pH
8.2, 80 pL de metanol y 20 yL de DTNB; se incubaron por 5 minutos y se leyeron

inmediatamente con las mismas condiciones que la curva de calibracion.
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4.2.12 Determinacién de la actividad de glutation-S transferasa (GST).

El método se basa en la reaccion catalizada por la enzima GST entre GSH y el
sustrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno), el cual tiene un amplio intervalo para
detectar las diferentes isoenzimas. Una unidad de GST se define como la cantidad
de enzima que produce 1 nmol de CDNB-GSH conjugado por minuto (Habig y col.
1974).

Para la lectura de las muestras se prepararon diluciones apropiadas de los
citosoles (iguales a las diluciones utilizadas en determinacion de proteina y cuyo
cambio en la absorbancia del minuto 2 y minuto 1 se encuentre en intervalos de
valores de 0.05 a 0.09). Se tomaron 50 uL de estas diluciones y se colocaron en
placas de 96 pozos, se agregaron 100 uL de la solucion de trabajo de GSH 3 mM
(Anexo 13) y en seguida se adicionaron 150 pL de la solucién de trabajo CDNB de
2 mM (Anexo 14) en cada pozo. La formacion del conjugado CDNB-GSH por la
enzima de GST se monitore6 inmediatamente por espectrofotometria a una A de
340 nm a 25 °C en un periodo de 2 minutos de reaccion en el lector de microplacas
modelo Versa Max 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA), obteniendo
lecturas cada 20 segundos. Los resultados se expresaron en nmol de producto

formado por mg de proteina por minuto, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

nmol / mg min= (A(abs min 2- abs min 1)) / (mg de proteina (0.0096))

Donde:

Abs min 2: es la absorbancia a 340 nm en el minuto 2 de reaccion.
Abs minl: es la absorbancia a 340 nm en el minuto 1 de reaccion.
mg proteina: miligramos de proteina de la muestra.

0.0096: es el coeficiente de extincién de CDNB (uM™*cm™).
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4.2.13 Determinacion de la actividad de catalasa (CAT).

La actividad de CAT se midi6 por el método de Aebi (1984). Se realizaron
diluciones apropiadas de los citosoles con solucion amortiguadora de fosfatos 50
mM pH 7 (Anexo 6). Se ajusto la concentracion de perdxido de hidrégeno (H,0,) 30
mM (Anexo 19) realizando una lectura de la absorbancia a 240 nm en el
espectrofotometro  (SmartSpec Plus spectrophotometer) y se calculdo la

concentracion con la siguiente formula:

[H202]mM= A240/0.0436

Donde:
Aoo: €s la absorbancia H,O, 30 mM a 240 nm.

0.0436: es el coeficiente de extincion del H,O, (mM™ cm™).

Para esta determinacion, las soluciones se adicionaron en el siguiente orden: se
colocaron en una celda de cuarzo 1700 uL de solucion amortiguadora de fosfatos
50 mM pH 7 (Anexo 6), 300 uL de citosol diluido y 1000 uL de H,O, 30 mM (Anexo
19). Las muestras se leyeron inmediatamente en el espectrofotobmetro (SmartSpec
Plus spectrophotometer), ya que la reaccion comienza al agregarse el H,O,, y se
monitored el decremento en la absorbancia con una frecuencia de mediciones cada
5 segundos por un tiempo de corrida de 30 segundos basados en la velocidad de

descomposicion del H,O, a 240 nm a 25 °C.

Nota: los citosoles deben analizarse dentro de 5 a 10 minutos de su dilucién.

La actividad de CAT se calcul6 usando la siguiente formula:

[Actividad CAT] = (Aabs/min)(vol total)(factor dilucién) / ((vol muestra)(min)(0.0436))
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Donde:

Vol total = 3 mL

Vol muestra = 0.30 mL
Minuto = 0.5 minutos

0.0436 = coeficiente de extincién de H,0, (mM™ cm™).
Los resultados se expresaron en unidades/mg de proteina.

4.2.14 Determinacion de la actividad de glutation peroxidasa (GPx).

La actividad de GPx se midié por el método de Plagia y Valentine (1976), el cual se
basa en la oxidacion de glutation reducido (GSH) a glutation oxidado (GSSG)
catalizado por GPx, completando el ciclo convirtiendo GSSG a GSH utilizando
glutation reductasa (GR) y NADPH. Para la determinaciéon, las soluciones se
adicionaron en el siguiente orden: se colocaron en placas de 96 pozos 100 uL de
solucién amortiguadora de reaccion Tris-EDTA pH 8 (Anexo 15), 50 uL de cocktail
de GSH/GR (Anexo 16), 50 uL muestra con la dilucion apropiada (cuya absorbancia
inicial se encuentre entre 0.8 y 1.2 y las pendientes sean negativas) y 50 uL
NADPH 1.5 mM (Anexo 20). Justo antes de realizar la lectura, se adicionaron 50 yL
de hidroperéxido de cumeno 3 mM (Anexo 18). La lectura de la absorbancia se
realizd a 340 nm a 25 °C con una frecuencia de mediciones tal que permita 8
lecturas en un tiempo de reaccion de 2 minutos en un lector de microplacas Vers
Max 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). La lectura debe realizarse
antes de 10 segundos transcurridos a partir de la adicién del hidroperoxido de

cumeno.

La actividad de GPx (unidades/mL) se calculd, adaptando los calculos de mg de

proteina con la cantidad de mL de muestra, usando la siguiente formula:

umol / mg min = (pendiente de muestra — pendiente del blanco de reaccién) / (6.22 /

mg de proteina)
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Donde:

6.22 el coeficiente de absortividad molar de NADPH (nM™ cm™).

Una unidad se define como los nmoles de NADPH gastado u oxidado en un minuto.

4.3 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media y se evaluaron estadisticamente
mediante un analisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Dunnet o
Dunn para la comparacion entre los grupos experimentales contra el control
diabético (letras diferentes indican diferencia significativa). Para la comparacion
entre los grupos diabéticos tratados con harina de nopal asi como para los
resultados de compuestos bioactivos de los tres tipos de harina se utilizé la prueba
Tukey (simbolos diferentes implican diferencia significativa). En los casos en que se
compararon dos grupos se empled la prueba t de Student (t implica diferencia
significativa). En todos los casos se empled un nivel de significancia de p<0.05. Los
analisis fueron realizados en el programa estadistico Sigma Stat version 3.1

Los resultados en cada uno de los 6rganos estudiados fueron tratados con un
analisis de correlacién, donde se obtuvieron las relaciones estadisticas que
presentaban los marcadores antioxidantes enzimaticos y no enziméticos con el
contenido de compuestos bioactivos presentes en las harinas de nopal con las

cuales se suplementaron las dietas de los grupos diabéticos tratados.

32



5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Contenido de compuestos bioactivos en las harinas de nopal.
5.1.1 Concentracién de clorofila “a”, “b” y total en harina de nopal en diferentes

etapas de desarrollo del cladodio.

La Figura 4. muestra que la concentracion de clorofila “a”, “b” y total tiende a
aumentar con el desarrollo del cladodio, presentando una mayor concentracion de
clorofila la harina de nopal grande, encontrandose diferencia significativa (P<0.05)
en el contenido de clorofila a y b entre las harinas; sin embargo, el contenido total

de clorofila no present6 diferencia significativa entre ninguna de las harinas.

Los resultados de clorofilas en esta investigacion presentaron valores menores a
los encontrados en la literatura. Por ejemplo, Stintzing y Carle (2005) reportan una
concentracion de clorofila “a” de 8.2 mg/100 g de tejido fresco, lo que podria
equivaler a 1.36 mg/g de materia seca; clorofila “b” de 6.7 mg/100 g de tejido
fresco, equivalente a 1.11 mg/g de materia seca; clorofila total de 19.6 mg/100 g de
tejido fresco, lo que podria equivaler a 3.2 mg/g de materia seca; mientras que
Aguilar-Becerril y Pefia-Valvidia (2006) reportan 9.5 mg/100 g de tejido fresco, lo
gue podria equivaler a 1.58 mg/g de materia seca; clorofila b de 3.0 mg/100 g de
tejido fresco, equivalente a 0.5 mg/g de materia seca; clorofila total de 12.5, lo que
podria equivaler a 2.08 mg/g de materia seca. Los valores menores arrojados por la
presente investigacion respecto a la bibliografia consultada se puede deber a que
en este trabajo el cladodio pasé por un termotratamiento para la obtencion de las
harinas, pudiendo disminuir el contenido de clorofilas debido a su caracter
termolabil.

De forma similar, Rodriguez-Felix y Cantwell (1988) observaron un incremento en el
contenido de clorofila de acuerdo a la etapa de desarrollo; esta informacion es
apoyada por Nazareno y Padron-Pereira (2011) quienes mencionan un incremento
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del color verde (valores negativos de la coordenada de color b*) a mayor edad del

cladodio fresco.
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Figura 4. Concentracion de clorofila “a”, “b” y total en las tres harinas de nopal de
diferentes etapas de desarrollo. Columnas con figuras diferentes indican diferencia
significativa, se realiz6 la prueba para cada tipo de clorofila que se cuantifico.

5.1.2 Concentracion de carotenoides.

Los carotenoides son tetraterpenoides que derivan biosintéticamente del acido
mevalonico a través de dos unidades C20 geranil-geranil-pirofosfato (GGPP). La
actividad biolégica principal de los carotenoides es ser la principal fuente de
vitamina A para los consumidores, encontrandolos de manera abundante en frutas
y verduras. Asi mismo, diversas investigaciones se han llevado a cabo para evaluar

el efecto anticarcinogénico de los carotenoides (Martinez-Martinez, 2003).
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En la Figura 5. se observa un decremento en la concentracion de carotenoides al ir
aumentando el desarrollo del cladodio; la harina de nopal chico presento diferencia

significativa con respecto a las otras dos harinas.
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|ECAROTENOIDES (mg/g) 2.226 1.643 1.461

Figura 5. Concentracion de carotenoides en las tres harinas de nopal de diferente
etapa de desarrollo. Figuras diferentes indican diferencia significativa.

Las concentraciones de carotenoides presentadas en esta investigacion son
alrededor de 400 veces mayores a las reportadas anteriormente por Stintzing y
Carle (2005) y Rodriguez-Felix y Cantwell (1988) quienes reportaron 25.8-44.0
Mg/100 g de tejido fresco y 11.3-53.5 pg/100 g de tejido fresco, respectivamente,
dependiendo de la etapa de desarrollo del cladodio, lo que equivaldria a 0.0043-
0.0073 mg/g de materia seca y 0.0018-0.0089 mg/g de materia seca; la penca
clasificada como chica en el presente estudio es comparable con la penca que
resulta 30.9 pg/100 g de tejido fresco, es decir, 5.15 yg/ g de materia seca en la
literatura presentada. Lo anterior puede deberse a que los tratamientos térmicos
incrementan la extractabilidad de estos pigmentos (Jaramillo-Flores y col., 2003
citado por Nazareno y Padron-Pereira, 2011). Los valores publicados por Medina-
Torres y col. (2011), cuyos cladodios llevaron un tratamiento térmico, resultan 2

veces menores a los presentados en este estudio.
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5.1.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos.

5.1.3.1 Concentracion de fenoles totales en harina de nopal en diferentes etapas de

desarrollo del cladodio.

Los compuestos fendlicos constituyen un amplio grupo de sustancias quimicas con
diferentes estructuras y propiedades quimicas y actividad biolégica. Como
antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las células contra el dafio oxidativo y
por lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades degenerativas (Gutiérrez-
Avella, 2008).

En la Figura 6. se observa un decremento en la cantidad de fenoles totales a
medida que aumenta el desarrollo del cladodio, encontrandose diferencia
significativa entre los tres grupos.

En la literatura se han reportado valores de 0.593 mg GAE/g de harina (Santos-Zea
y col, 2011); sin embargo, la variabilidad de estos fitoquimicos puede deberse a
factores genéticos, estrés ambiental, condiciones del medio ambiente y edad. Celis-
Fabian (2009) reporta valores de 0.57 y 0.65 mg GAE/g de harina de nopal para

nopales de tamafio equivalente al grupo presentado como CH.

Los valores consultados en la bibliografia son muy variables, teniendo valores
desde 8-9 mg/100 g de tejido fresco, lo que equivaldria a 1.33-1.5 mg/g de materia
seca (Stintzing y Carle, 2005) hasta valores de 180.3 + 18.6 mg/g de materia seca
(Lee y col., 2002). Los valores obtenidos por la presente investigacion son similares
a los reportados por Gallegos-Infante y Rocha-Guzman (2009) y por Medina-Torres
y col. (2011).

La disminucién de fenoles totales a lo largo del estado de desarrollo, concuerda con

lo reportado por Rodriguez-Félix y col. (2010).
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Figura 6. Concentracion de fenoles totales en las tres harinas de nopal de
diferentes etapas de desarrollo. Figuras diferentes indican diferencia significativa.

5.1.3.2 Concentracién de flavonoides totales.

Los flavonoides son considerados antioxidantes, debido principalmente a los
multiples dobles enlaces que presentan. Se les atribuye la prevencion de la
oxidacion del colesterol LDL, ademas de que ciertos flavonoides mejoran la
actividad de la vitamina C, protegiendo asi contra infecciones y enfermedades de

vasos sangu ineos.

La Figura 7. muestra que la concentracion de flavonoides disminuye conforme se
incrementa el tamafio del cladodio, las harinas CH y G presentan diferencia

significativa, sin embargo, no se encontré diferencia estadistica con la harina M.
La concentracién de flavonoides en el presente trabajo coincide con los valores

reportados por Gallegos-Infante y col. (2009) y por Medina-Torres y col. (2011) de
23.4 mg/g de harina y 20.79 mg/g de harina, respectivamente.
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Figura 7. Concentracion de flavonoides de las tres harinas de nopal de diferentes
etapas de desarrollo. Figuras diferentes indican diferencia significativa.

Se observa un decremento en la concentracion de flavonoides en los cladodios
segun su etapa de desarrollo, no se ha estudiado anteriormente la diferencia de concentracion de flavonoides
segun estado de desarrollo en cladodios de nopal. Sin embargo, Rodrl'guez-FéIix (2010) reporté
diferencias en la concentracion de diversos flavonoides en diferentes épocas de
cosecha, siendo la isoramnetina, un flavonol, la menos concentrada en primavera
pero aumentando su concentracién a lo largo del tiempo. Los nopales de esta
investigacion se cosecharon en el mes de Septiembre, por lo que se puede suponer
gue la disminucion en el contenido de flavonoides se debe a que dichos nopales no
contienen isoramnetina. Sin embargo, se recomienda un analisis de identificacién

de flavonoides en las harinas utilizadas.

5.2 Concentracién de glucosa y perfil de lipidos

Antes de realizar el sacrificio de los grupos de ratas se llevaron a cabo algunos
analisis para evaluar el estado de salud de los mismos. Como se esperaba, los
animales diabéticos presentaron la mayor concentracion de glucosa en sangre

(423.2 mg/dL), comparada con la concentracion en el grupo CS (98.3 mg/dL)
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(Cuadro 4). Ademas, se puede ver una disminucion significativa en la concentracion
de glucosa sanguinea después del tratamiento con las harinas de nopal chico,
mediano y grande (121.4, 130.0, 343.6 mg/dL, respectivamente).

En el mismo cuadro se presenta la concentraciéon de insulina en suero de los
grupos controles y tratados con las harinas de diferente etapa de desarrollo de
nopal, observandose una disminucion significativa en las ratas diabéticas y un
aumento en la concentracion de insulina en los tres grupos de ratas diabéticas
tratadas, siendo el grupo tratado con harina de nopal chico quien presentdé mayor
efecto insulinogénico y el grupo tratado con harina de nopal grande quien presenté

menor efecto insulinogénico.

De igual forma se realiz6 un andlisis de perfil lipidico (Cuadro 5.), encontrdndose
una disminucién en la concentracién de triglicéridos y lipidos de muy baja densidad

(VLDL) en el grupo tratado con harina de nopal mediano.

Cuadro 4. Efecto de la harina de nopal de diferentes etapas de desarrollo en
niveles de glucosa sanguinea e insulina de ratas diabéticas.

Glucosa sanguinea Insulina

(mg/dL) (ng/dL)
Semana 0 Semana 1l Semana 3 Semana 3
CS 73.1+1.1° 105.4 + 4.9° 98.3+ 3.6° 5.8+0.3°
CD 312.9+25.8%  307.0+486%  423.2+22.7° 0.1+0.1°
GCH | 310.4+24.9% | 242.0+459° | 121.4+222° 3.2+0.4°
GM 310.4+24.9°  162.4+36.0° 130.0% 85" 2.3+0.2°
GG 312.6 + 24.8% 244.8 +47.2° | 343.6 +61.2° 1.8 +0.2¢

Los datos se expresan como la media £ EE. Prueba de Tukey.
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Cuadro 5. Efecto de la harina de nopal de diferentes etapas de desarrollo en el
perfil lipidico en ratas diabéticas.

Lipoproteinas de | Lipoproteinas de

Triglicéridos Colesterol total _ ) _
baja densidad alta densidad
(mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)

CS 55.2 £ 6.9b 57.1 £ 10.9a 70.8 £ 11.0a 48.0 £ 8.0a
CD 123.6 + 13.6a 70.8 £ 4.0a 98.6 = 19.0a 51.0 £ 4.0a
GCH 81.0 + 36.0a 59.2 + 8.0a 75.6 £ 19.4a 33.2+8.0a
GM 58.3 £+ 6.5b 54.8 £ 6.5b 87.3+4.8a 38.2+4.8a
GG 135.7 £ 40.52 75.0+ 12.7a 96.6 + 18.7a 479+ 12.7a

Los datos se expresan como la media £ EE. Prueba de Tukey

5.3 Marcadores antioxidantes no enzimaticos y enziméaticos

5.3.1 En higado

5.3.1.1 Concentracion de GSH

El GSH es una molécula endégena o metabolito empleado como parametro de
estrés oxidativo; esta biomolécula es un tripéptido y tiene un papel fundamental en
la proteccion celular contra el dafio oxidativo. El GSH tiene un enlace y-glutamilo y
un grupo tiol (-SH) libre; el primer enlace impide que el GSH sea hidrolizado por las
a-peptidasa; el segundo hace que el GSH sea reactivo con otras sustancias,
incluyendo xenobidticos (Cisneros y col., 2011). Por lo anterior, la conjugacién con
glutatibn es con frecuencia un proceso muy importante en la desintoxicacién de

diferentes compuestos (Benitez-Marin, 2008).

En la Figura 8. se observa que el grupo CD mostro los niveles mas bajos de GSH,;
asi mismo, se observa un restablecimiento en los niveles de GSH en higado de

ratas tratadas con harina de nopal en las diferentes etapas de desarrollo del
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cladodio. Todos los grupos presentan diferencia significativa respecto CD, incluso
CS. GCH presenta diferencia significativa con respecto a CS en un 49.19% mas en
los niveles de GSH. Por otro lado, los grupos GM y GG restablecen los niveles de
GSH hepatico sin mostrar diferencia significativa con CS (15.38% y 2.46% mas

respectivamente).

Entre los grupos tratados GCH y GM no existe diferencia significativa con respecto
a los niveles de GSH, mientras que en la comparacion de GG y GCH si se encontr6

diferencia significativa (31.31%).
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Figura 8. Concentracion de GSH en higado de los grupos control y grupos
diabéticos tratados con harina de nopal de diferentes etapas de desarrollo. t indica
diferencia significativa (prueba t de Student respecto a CD). Figuras diferentes
indican diferencia significativa (prueba Tukey). Letras diferentes indican diferencia
significativa respecto a CD (prueba Dunnet).

El decremento en la concentracién de GSH en el tejido de rata diabética se ha
descrito anteriormente por Kutlu y col. (2005) Zhang y Tan (2001) y Wohaieb y
Godin (1987).
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Los valores presentados por esta investigacion son menores a los valores de GSH
reportados en la literatura para control sano (41.55 + 0.01 moles/mg de proteina) y
para un grupo tratado con nopal (71.93 + 0.01 moles/mg de proteina) (Hong-Ki y
col., 2003), en dicha bibliografia se utilizd6 nopal de tamafio comercial, comparable
con el nopal chico de esta investigacion. Sin embargo, se puede hacer hincapié en
el aumento de los niveles de los grupos tratados con las tres harinas de nopal con
respecto al grupo CD. La literatura reporta un valor casi doble al grupo control
(173%), mientras que nuestros resultados arrojan un aumento del 142%. Se
encontraron valores de GSH en higado de ratas sanas alrededor de 74.81 nmol/mg
de proteina que es comparable con los resultados expuestos en la presente
investigacion. Hasta donde se revisdé no existe en la literatura informacion con

diferentes tamafos de nopal y su efecto en niveles de GSH en higado de ratas.

En la correlacion estadistica, GSH tiene una relaciéon directamente proporcional con
el contenido de fenoles totales (p = 0.00419, r*> = 0.759) lo cual es sustentado por la
capacidad antioxidante que tienen dichos compuestos evitando asi el uso y
decremento de GSH enddgeno. Por otro lado, la concentracion de GSH mantiene
una relacion inversamente proporcional con la cantidad de clorofila (p = 0.0267, r? =
0.726) en las harinas de nopal, cuya presencia, como se explica en el punto
5.3.2.1, es inhibitoria de P450 disminuyendo de esta forma la actividad de GST v,
por tanto, manteniendo los niveles de GSH, ya que éste no es usado como sustrato

de la enzima.

5.3.1.2 Actividad de GST

La GST es una enzima implicada en la detoxificacion de metabolitos reactivos,
catalizando el ataque nucleofilico del sustrato fisioldgico, glutation reducido, sobre
el centro electrofilico de un gran namero de estructuras téxicas, asi mismo es
clasificada como un marcador de susceptibilidad (Gil-Hernandez, 2000), siendo la

Unica enzima que puede inactivar el radical OH.
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En la Figura 9. se observa que el grupo CD mostré una actividad significativamente
mayor, con un aumento del 47.07%, al grupo CS. Los grupos tratados con las
harinas CH y M presentaron valores de actividad enzimatica similares al grupo CS
(16.16% menos y 21.63% mas respectivamente) y por tanto diferencia significativa
con respecto a CD. Estos resultados se pueden traducir en un restablecimiento de
los niveles de GST en los tejidos de ratas diabéticas tratadas con las harinas de
nopal. El aumento en la actividad de GST en el grupo control diabético se explica
por el aumento de estrés oxidativo presente en el animal, y, por ende, iones OH'
gue pueden trabajar como sustratos de esta enzima; el aumento de actividad se
confirma con la disminucion de GSH en el tejido, necesario para la actividad
enzimatica. En el analisis estadistico de grupos tratados se encuentra diferencia

significativa entre cada uno.
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Figura 9. Actividad de GST en higado de grupos control y grupos diabéticos
tratados con harina de nopal de diferentes etapas de desarrollo. Figuras diferentes
indican diferencia significativa (prueba Tukey). Letras diferentes indican diferencia

significativa respecto a CD (prueba de Dunnet).

Moron y colaboradores (1978) reportan valores de actividad de GST de 567 + 184
nmol/min mg de proteina para higado sano, Benitez-Marin (2008) reporta 556.32 +
10.03 nmol/min mg de proteina, mientras que Sahu y Gray (1996) reportan 695 +
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21 nmol/min mg de proteina en ratas Sprague-Dawley macho de 200-300 g de
peso corporal, lo cual nos indica un intervalo amplio de actividad en el mismo tejido

sano.

Segun Sahu y Gray (1996), ciertos flavonoides, los mas representativos de estos
compuestos, tienen un efecto contrario a lo que se espera, presentando una
disminucién en la actividad de GST, junto con los niveles de GSH. Lo anterior
podria explicar la disminucion de actividad en el grupo diabético GCH, ya que dicha
harina present6 la mayor concentracion de flavonoides respecto a las otras dos

harinas.

El aumento en la actividad de GST en CD (47.07%) también es presentado por
Raza y col. (1996) con valores de 997.72 + 85.88 nmol/min/mg proteina para
control sano y 1200.56 nmol/min/mg proteina para control diabético (20.33%),
proponiendo un aumento en la actividad de las isoenzimas alpha y pi, como una
alteracion creada por la diabetes. En la presente investigacion se propone que el
aumento de actividad de GST se debe a un aumento en la actividad de citocromo
P450 2E1, ya que éste es inducido por la diabetes (Shimojo y col., 1993; Orellana y
Guajardo, 2004) y al aumentar la actividad de CP450 2E1, aumenta la actividad de
GST para contrarrestar las sustancias reactivas producidas por el citocromo
(Gonzélez, 2005).

Estadisticamente, la actividad de GST mantiene una relacion inversamente
proporcional con la cantidad de fenoles totales (p = 0.000178, r? = -0.810), y una
relacién directamente proporcional a la clorofila (p = 0.05, r? = 0.666), presentes en
las harinas, debido probablemente a la capacidad de la clorofilina para inducir la
enzima hemooxigenasa (HO-1), cuya induccion esta relacionada con la produccion
de hierro, lo cual aumentaria los sustratos para GST segun la reaccién de Fenton
(Poss y Tonegawa, 1997), ayudando a contrarrestar los efectos de las moléculas

oxidantes.
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5.3.1.3 Actividad de CAT.

Esta enzima esta involucrada en la proteccion frente a la accion destructiva del
H,O, producido durante el metabolismo celular, entre otros procedimientos que lo

generan (Vargas-Caraveo, 2009).
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Figura 10. Actividad de CAT en higado de grupos control y grupos tratados con
harina de nopal en las diferentes etapas de desarrollo del cladodio. Figuras
diferentes indican diferencia significativa (prueba de Tukey). Letras diferentes
indican diferencia significativa respecto a CD (prueba de Dunnet).

En la Figura 10. se observa la determinacién de la actividad enziméatica de CAT en
higado, donde los grupos tratados con harina de nopal, en los diferentes estadios
de desarrollo, muestran una actividad similar a CS, diferenciandose evidentemente
de CD. EIl grupo CD tuvo 50% menor actividad que el grupo CS, mientras que los
grupos diabéticos tratados GCH, GM y GG presentaron 136.98%, 89.51% y 76.44%
mas actividad que el grupo CD, respectivamente, siendo estas diferencias
significativas respecto al grupo CD. Asi mismo, se puede observar un decremento
de la actividad enzimética conforme aumenta el tamafio del cladodio de nopal; sin
embargo, ninguno de los tres presenta diferencia estadistica con CS, demostrando

con ello una restauracion en la actividad de CAT.
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En la literatura se presentan decrementos del 28% en la actividad enzimatica de
CAT de los controles diabéticos respecto con los controles sanos (Genet y col.,
2002). Esta disminucion se puede deber a la formacion de EROs capaces de

disminuir esta actividad (Kaleem y col., 2006).

Cabe mencionar que la tendencia en este estudio se cumple, es decir, un
decremento significativo en la actividad de CAT en el control diabético, asi como
una restauracion en la actividad de la enzima en los grupos tratados con harina de
nopal. Ademas, se encontré una relacion directamente proporcional de la actividad
enzimatica de CAT con el contenido de flavonoides (p = 0.0592, r? = 0.794), esta
relacion apoya la idea del efecto benéfico de los flavonoides en la dieta de
personas diabéticas. El efecto de aumentar o restaurar la actividad de CAT radica
en la capacidad de los flavonoides para retirar oxigeno reactivo en forma de

hidroperdxidos (Martinez-Flores y col., 2002), principal sustrato de esta enzima.

5.3.1.4 Actividad de GPx.

La enzima glutatibn peroxidasa (GPx) es una enzima selenio-dependiente que
convierte el H,O, y los peroxidos lipidicos en moléculas inofensivas antes de que
puedan formar radicales libres, usando como cofactor GSH; por lo anterior, se
considera un sistema antioxidante primario (Céspedes-Cabrera y Sanchez-Serrano,
2000). Aunque su funcion sobre el H,O, sea la misma que la de la enzima CAT, sus
mecanismos son diferentes, actuando GPx cuando hay una concentracién baja de
H,O, y CAT cuando existe una concentracion alta de este sustrato (Cisneros-Prego
y col. 1997)

La Figura 11. muestra los promedios de la actividad enzimética de GPx en los
grupos de ratas utilizadas en esta investigacién. En estos resultados se observa
gue la actividad de GPx en el grupo CD es ligeramente mayor a la del grupo CS

(8.58% mas); sin embargo, no se encontro diferencia estadistica entre ambos
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grupos. Por otro lado, se encontro diferencia significativa de CD con GG y GM, este
ultimo se analizé de manera aislada con los grupos controles; GCH y CS no
muestran diferencia significativa respecto a CD. El grupo diabético GG no muestra
diferencia significativa con CS. EIl analisis estadistico entre grupos tratados con
harina de nopal indica diferencia significativa entre cada uno ellos y se puede
observar que el grupo GG disminuye la actividad enzimética de tal forma que no se
encuentra diferencia significativa con el grupo CS y se encuentra diferencia

significativa con el grupo CD.
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Figura 11. Actividad de GPx en higado de grupos control y grupos tratados con
harina de nopal en las diferentes etapas de desarrollo del cladodio. t indica
diferencia significativa respecto a CD (t de Student). Figuras diferentes indican
diferencia significativa (prueba Tukey). Letras diferentes indican diferencia
significativa respecto a CD (prueba de Dunnet).

Li (2007) reporta un decremento del 34.48% en la actividad enzimatica de GPx en
el grupo CD respecto al grupo CS, mientras que Kaleem y col. (2006) reporta un
decremento del 49.35%. Se han reportado valores de 56.19 mU/mg de proteina
para higado de ratas sanas y 65.68 mU/mg de proteina para higado de ratas
tratadas con Opuntia ficus-indica (200 mg/kg de peso corporal) (Hong-Ki y col.,

2003). De manera similar, el grupo GM presentd una actividad enzimatica
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estadisticamente menor al grupo CS, y que por tanto muestra un restablecimiento
de la actividad enzimatica.

El aumento en la actividad de GPx en higado pudo deberse al aumento de EROs,
asi como un aumento en los triglicéridos y por tanto lipoperéxidos en el grupo CD,

que son sustrato de esta enzima.

En base al analisis de correlacion se encontr0 una relacion inversamente
proporcional entre la actividad enzimatica y el contenido de clorofila (p = 0.0120, r?
= 0.786), lo cual se explica por la induccion de la enzima HO-1 por la clorofila. La
HO-1 induce la formacion de bilirrubina a la cual se la ha atribuido la capacidad de
prevenir la formacion de peroxidos (Pulla-Reddy y Lokesh, 1992; Ossola y Tomaro,
1998).

5.3.2 En rifién

5.3.2.1 Concentraciéon de GSH

La Figura 12. muestra que el grupo CD no presento diferencia significativa respecto
a CS, mientras que los grupos diabéticos tratados presentaron diferencia
significativa respecto a ambos grupos CS y CD. Ademas, no se encontré diferencia
significativa entre los grupos diabéticos tratados con las diferentes harinas de

nopal.
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Figura 12. Concentracion de GSH en rifidn de los grupos control y grupos tratados
con harina de nopal en las diferentes etapas de desarrollo del cladodio. Figuras
diferentes indican diferencia significativa (prueba de Tukey). Letras diferentes
indican diferencia significativa (prueba de Dunnet).

Los animales del grupo CD muestran valores similares a los del grupo CS, contrario
a lo que se esperaria, ya que una de las complicaciones de la diabetes es la
nefropatia asociada principalmente con el estrés oxidativo. Sin embargo, se puede
observar el efecto de la dieta suplementada con las harinas de nopal chico,
mediano y grande en el aumento de la concentracion de GSH (212.95%, 187.7% y
295.86% respectivamente comparados con CD), debido a los flavonoides presentes
y compuestos bioactivos en general de las harinas. Martinez-Flores y col. (2002)
reportaron que los flavonoides son importantes para el control de concentraciones

intracelulares de GSH, aumentando en un 50% después de su consumo.
Hong-Ki y colaboradores (2003) reportan valores de 41.55 mol/ mg de proteina

para el control sano y valores de 71.93 mol/ mg de proteina para un grupo con
estrés oxidativo tratado con 200 mg/kg de peso corporal de nopal.
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Tanto en higado como en rifidbn se observa un aumento en la concentracion de
GSH después del consumo de las harinas de nopal sugiriendo que, aun en un

estado diabético, es posible modular este marcador a través de la dieta.

5.3.2.2 Actividad de GST

En la Figura 13. se muestra la actividad de GST determinada en rifiones de ratas
control y ratas diabéticas tratadas con harina de nopal, observandose una
disminucion significativa en el grupo CD (17.23%) respecto a CS y un aumento en
los tres grupos tratados (chico-15.48%, mediano-19.79%, grande-37.26%) con
respecto a CD, siendo los animales del grupo GG los que presentaron mayor
actividad de la enzima. Los grupos tratados con harina de nopal presentaron
diferencia significativa con respecto al CD, mas no con CS, lo que indica una
restauracion de la actividad enzimatica de GST. El grupo GG presentd diferencia
significativa con respecto a CS, habiendo un aumento en la actividad enzimatica,
debido probablemente a que hay mayor cantidad de EROs. En el analisis
estadistico entre grupos tratados con harina de nopal, el grupo GG presento
diferencia significativa respecto a los otros dos grupos tratados (GCH y GM). Cabe

mencionar que es un resultado contrario a los presentados en higado.

Los valores encontrados en la literatura para actividad de GST en riflones de ratas
diabéticas es de aproximadamente 240 nmol/min/mg de proteina, menor a los
reportados en el presente estudio. Sin embargo, se observa la tendencia al
decremento de actividad de la enzima en los tejidos enfermos en comparacion con
los tejidos sanos como es descrito por varios autores, pudiendo llegar a un
decremento de 38% de actividad de la enzima en los tejidos de ratas diabéticas
(Lapshina y col., 2006). Asi mismo, se maneja un dafio 5 a 8 veces mayor en rifion
gue en higado de ratas diabéticas (Raza y col., 2003), lo cual también explica la

diferencia de resultados en higado y rifion.
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Figura 13. Actividad de GST en rifidn de los grupos control y en los grupos
diabéticos tratados con harina de nopal en las diferentes etapas de desarrollo del
cladodio. Figuras diferentes indican diferencia significativa (prueba Tukey). Letras

diferentes indican diferencia significativa respecto a CD (prueba de Dunnet).

En base al andlisis de correlacion, la actividad de GST mostré una relacion inversa
con el contenido de fenoles totales (p = 0.000178 r*>= 0.877), debido probablemente
a la capacidad antioxidante de los fenoles que modula la actividad de esta enzima,
ya que actla directamente sobre las EROs. Por otro lado, la actividad de GST
mostré una relacién directamente proporcional al contenido de clorofila (p = 0.05 r?
= 0.666) debido probablemente a la capacidad de la clorofilina para inducir la
enzima HO-1, cuya induccion esta relacionada con la produccion de hierro, lo cual
aumentaria los sustratos para GST segun la reacciéon de Fenton (Poss y

Tonegawa, 1997), ayudando a contrarrestar los efectos de las moléculas oxidantes.
5.3.2.3 Actividad de CAT

La Figura 14. muestra una disminucién en la actividad de la enzima CAT en el
grupo CD (33.51% respecto a CS). Por otro lado, los grupos diabéticos tratados con

harina de nopal presentan diferencia significativa con respecto a CD, logrando
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valores cercanos a CS. En el andlisis estadistico entre grupos tratados no se

encuentra diferencia significativa.
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Figura 14. Actividad de CAT en rifién de grupos control y grupos tratados con
harina de nopal en las diferentes etapas de desarrollo del cladodio. Figuras
diferentes indican diferencia significativa (prueba de Tukey). Letras diferentes
indican diferencia significativa respecto a CD (prueba de Dunnet).

La disminucion de actividad de CAT en los controles diabéticos también ha sido
reportada anteriormente por Morah y col. (2009) quienes encontraron valores de
39.7 £ 104 y 35.2 + 10.5 K/s mg de proteina, el método utilizado en esta
bibliografia se basa en la determinacion de la constante de velocidad de la
descomposicion del peroxido de hidrégeno mediante la cuantificacién del cambio
de absorbancia por minuto (Método descrito por Aebi) para controles sanos y
diabéticos, respectivamente. También se puede comparar el efecto del nopal con
un aumento en la actividad de la enzima con los valores presentados por Hfaiedh y
col. (2008). Sin embargo, no se encontrd relacion estadistica con ninguno de los

compuestos bioactivos estudiados en la investigacion.
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5.3.2.4 Actividad de GPx

En la Figura 15. se puede observar un aumento significativo en la actividad de la
enzima GPx en CD con respecto al grupo CS (19.81%). Por otro lado, los grupos
tratados con las harinas de nopal tienden a restablecer la actividad de GPx; sin
embargo, se observa un incremento no estadistico en los grupos de ratas tratadas

conforme el tamafio del cladodio.

En rifidbn se encontrd diferencia significativa de los grupos CS, GCH y GM con
respecto a CD por medio de una prueba t de Student; GG no presenta diferencia
significativa con ninguno de los grupos controles. En el analisis estadistico entre los

grupos tratados se encuentra diferencia significativa del grupo GG contra GCH.

La literatura muestra un aumento en las actividades de GPx en tejidos de ratas
diabéticas (Genet y col., 2002; Kanwar y col., 2005), esto se debe a un aumento en

las EROs producidas por la diabetes.

Los compuestos fendlicos mantienen una relacion inversamente proporcional (p =
0.00684, r* = 0.732) a la actividad enzimatica de GPx, es decir, a mayor contenido
de compuestos fendlicos en las harinas de nopal utilizadas, los tejidos presentaban
menor actividad enzimatica, ya que los compuestos fendlicos tienen un caracter
antioxidante y reductor disminuyendo asi la necesidad de hacer uso de esta

enzima.
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Figura 15. Actividad de GPx en rifidon de grupos control y grupos tratados con
harina de nopal en las diferentes etapas de desarrollo del cladodio. t indica
diferencia significativa respecto a CD (prueba t de Student). Figuras diferentes
indican diferencia significativa (prueba de Tukey). Letras diferentes indican
diferencia significativa respecto a CD (prueba de Dunnet).

5.4 Correlacion con parametros bioquimicos.

Se realizé una prueba de correlacién de los parametros bioquimicos mencionados
anteriormente (glucosa sanguinea, insulina y perfil lipidico) con los marcadores
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para cada 6rgano, asi como con las

concentraciones de compuestos bioactivos de las harinas de nopal.

Se encontrd una relacion directamente proporcional de flavonoides con insulina en
suero (p = 0.00374, r?> = 1). A este respecto, Coskun (2005) sugiere que los
flavonoides tienen un efecto protector sobre las células B-pancreaticas preservando
su integridad. Por otro lado, la insulina mantiene una relacion inversamente
proporcional con la actividad de GST (p = 0.033, r?= 0.999), lo cual probablemente
se debe a que el aumento de insulina en suero de las ratas diabéticas evita el
estrés oxidativo creado por la hiperglicemia, lo que a su vez evita 0 modula el

incremento en la actividad de la enzima GST. La actividad enzimatica de CAT
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present6 relacién inversamente proporcional (p = 0.0311, r* = 0.999) con la
actividad enzimatica de GST, es decir, que cuando la enzima GST aumenta su
actividad la enzima CAT disminuye, probablemente debido a que el principal
sustrato de CAT, H,0,, ya fue transformado al principal sustrato de GST (OH"). En
la Figura 16. se puede observar de manera mas gréfica estas correlaciones.

En rifidn se encontrd una relacion directamente proporcional entre lipoproteinas de
alta densidad y actividad enzimética de GPx, sugiriendo que las lipoproteinas
tienden a sufrir lipoperoxidacion, convirtiéendose en el principal sustrato de esta

enzima.
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6. CONCLUSIONES.

El consumo de alimentos nutracéuticos ha aumentado en las ultimas décadas, por
lo que el tener informacién cientifica sobre estos, en todos los ambitos y bajo todos
los factores variables de los mismos, es indispensable para aprovechar al maximo
tal caracteristica. Es por esto que se evaluo el efecto antioxidante de la harina de
nopal (Opuntia ficus-indica) segun la etapa de desarrollo en que se encuentra el
cladodio. Este factor fue evaluado indirectamente con los efectos sobre los
marcadores antioxidantes enzimaticos y no enziméticos en higado y rifion de ratas
diabéticas. Para efectos de entendimiento las conclusiones se presentaran por

organo.

En higado, se encontré que los niveles de GSH tienen una relacion directamente
proporcional a la concentracion de fenoles totales e inversamente proporcional a la
clorofila contenidos en las harinas de Opuntia ficus-indica. Para este marcador se
observd un restablecimiento de niveles de GSH comparado con el control sano,

siendo la harina de nopal chica quien tuvo mayor efecto positivo.

El marcador GST tiene una relacién inversamente proporcional a la cantidad de
fenoles totales y directamente proporcional al contenido de clorofila en las harinas
de Opuntia ficus-indica. De igual forma, la harina de nopal chico tuvo mayor efecto

benéfico para el restablecimiento de la actividad enzimatica.

El contenido de flavonoides en las harinas mostré una relaciéon directamente
proporcional a la actividad enzimatica de CAT, logrando un restablecimiento de la

actividad; sin embargo, no se observé diferencia entre los tamafios del cladodio.

La actividad de la enzima GPx mostré una relacion inversamente proporcional al
contenido de clorofila en las harinas; sin embargo, no se encontré diferencia entre
los controles y por tanto no se puede observar si hubo un restablecimiento de la

actividad enzimatica en los grupos tratados.
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En la Figura 16. se presenta el balance redox encontrado en el higado, tomando en

cuenta los marcadores antioxidantes que se midieron.

H,O + O,

H,O + O,

H.0

GSH GSSG

Figura 16. Esquema de balance redox como mecanismo de defensa antioxidante
endogeno en higado. Las flechas azules y verdes claro se refieren al
comportamiento presentado por los grupos CS y GCH, GM, GG, respectivamente,
en GPx la flecha verde fuerte representa a GM.

El comportamiento de los marcadores en el rifidn fue similar al comportamiento en
el higado. Sin embargo, la relacién que se observo con respecto al contenido de

compuestos bioactivos de las harinas no fue igual.

Los niveles de GSH en este tejido no fueron diferentes entre los controles sano y
diabético; sin embargo, los grupos tratados presentaron un aumento en la
concentracion de GSH, lo que indica un efecto benéfico por parte del tratamiento;
aunque no hubo diferencia en los resultados segun la etapa de desarrollo del

cladodio.

El tratamiento con las harinas de nopal restablecio la actividad enzimatica de GST,
siendo el cladodio de mayor tamafio quien alcanzd, no solo un restablecimiento,
sino un aumento en la actividad enzimética. Dicha enzima mantuvo una relacion

inversamente proporcional a la cantidad de fenoles totales y directamente
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proporcional al contenido de clorofila contenido en las harinas de Opuntia ficus-

indica.

Al igual que en el higado, las harinas de nopal restablecieron la actividad
enzimética de CAT en las ratas diabéticas; sin embargo, no se encontr6 diferencia

en la actividad por efecto del tamafio del cladodio.

La actividad enzimatica de GPx en rifion fue restablecida por los grupos tratados
con las harinas de cladodio chico y mediano, a diferencia de la harina de cladodio
grande que presento niveles iguales al control diabético. Se mantuvo una relacién
directamente proporcional con el contenido de clorofila e inversamente proporcional

con la cantidad de fenoles totales en las harinas de Opuntia ficus-indica.

En la Figura 17. se presenta el balance redox encontrado en rifibn tomando en

cuenta los marcadores antioxidantes que se midieron.

<D &«
N

H,O + O, H,0O, H,O + O,
Fe 2* GSH GSSG
Fe 3*
- OH- a H.0+ 0O
H.O 2 2
S N
GSH GSSG

Figura 17. Esquema de balance redox como mecanismo de defensa antioxidante
endogeno en rifidn. Las flechas azules y verdes claro se refieren al comportamiento
segun los grupos CS y GCH, GM, GG respectivamente.
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Los compuestos bioactivos que tuvieron efecto sobre los marcadores antioxidantes

fueron la clorofila y los fenoles totales. El resumen de resultados se presenta en el
siguiente cuadro:

Cuadro 6.Cuadro comparativo de las tres harinas de nopal segun las diferencias
estadisticas encontradas.

GSH GSH GST GST CAT CAT GPx GPx

rifidn higado rifidn higado rifion higado rifidn higado puntos
GCH + + - + + + + - 6
GM + - - - + + + -
GG + - + - + + - +

Signo positivo indica mayor efecto benéfico sobre las otras dos harinas. Signo

positivo en las tres harinas de nopal dentro de la misma columna indica que no

hubo efecto estadistico por parte de la etapa de desarrollo del cladodio.

Si tomamos como un punto a cada signo positivo en el Cuadro 6. se puede llegar a

la conclusiéon que la harina de cladodio chico ejerce los mayores efectos benéficos

para los tejidos diabéticos comparada con las harinas de cladodio mediano y
grande.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Na,COg3 al 20%.
a) Pesar 20 g y aforar a 100 mL en H,O destilada.

Anexo 2. NaNO, al 5%

a) Para 5 mL se pesan 0.25 g de NaNO, al 99.5% de pureza.

b) Se adicionan 4.75 mL de H,O destilada.

Anexo 3. AICI; al 10%
a) Para5 mL se pesan 0.5 g de AICls.
b) Se agregan 4.5 mL de H,O destilada.

Anexo 4. NaOH 1.0 M
a) Para 25 mL se pesa 1 g de NaOH.
b) Se afora a 25 mL.

Anexo 5. Solucion amortiguadora Tris/Sacarosa pH 7
a) Pesar 7.9 g de Tris-HCI.
b) Pesar 2.1 g de MgCl,,
c) Pesar 1.9 g de KCI.
d) Pesar 85.6 g de sacarosa ultra pura.
e) Aforar a 1000 mL de H,0 destilada.
Nota: medir pH al 80% de la solucion y después aforar.

Anexo 6. Solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7
a) Pesar 1.362 g de NaH,PO,
b) Pesar 2.67 g de Na,HPO,,
c) Aforar a 500 mL de H,0 destilada.
Nota: medir pH al 80% de la solucion y después aforar.
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Anexo 7. Solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6.5
a) Pesar 4.725 g de NaH,PO,
b) Pesar 2.237 g de Na,HPO,
c) Aforar a 500 mL de H,0 destilada.

Nota: medir pH al 80% de la solucion y después aforar.

Anexo 8. Solucion de trabajo para determinacion de proteina
a) Se miden 10 mL de reactivo A.
b) Se agregan 200 pL de reactivo B.

Anexo 9. Solucién amortiguadora Tris-EDTA pH 8.2

a) Pesar 0.744 g de EDTA y aforar a 100 mL (concentracion 0.02 M).

b) Pesar 3.152 g de TRIS y aforar a 100 mL (concentracién 0.2 M).

c) Se mezclan con una proporcién 1:1

Nota: Medir pH al 80% de la solucion y aforar.

Anexo 10. Solucién de trabajo inicial GSH
a) Pesar 0.00184 g de GSH.
b) Disolver en 10 mL de metanol.

Nota: Se debe almacenar en refrigeracion.

Anexo 11. Solucion de DTNB 2.46 mM
a) Pesar 0.0243 g de DTNB.
b) Disolver en 25 mL de metanol.

Nota: Se debe almacenar en refrigeracion.

Anexo 12. Solucion de acido tricloro acético (TCA) al 20%
a) Pesar 1.1051 g de TCA

b) Disolver en 5 mL de agua destilada.
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Anexo 13. Solucién de trabajo GSH 3 mM
a) Preparar una solucién stock de 150 mM: pesar 0.0461 g de GSH y disolver en 1 mL
de solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 0.1 M (Anexo 10).
b) Para preparar la solucion de trabajo se mezclan 140 uL de solucion stock y se
afiaden 6.86 mL de solucién amortiguadora de fosfatos de sodio 0.1 M (Anexo 10).

Nota: La solucion stock es estable por maximo 4 dias; la solucion de trabajo es

estable por 24 h.

Anexo 14. Solucion de trabajo CDNB 2 mM
a) Preparar una solucién stock de 60 mM: pesar 0.0244 g de CDNB y disolver en 2 mL
de metanol absoluto.
b) Para preparar la soluciéon de trabajo se mezclan 300 yL de solucion stock y se
afiaden 8.7 mL de solucién amortiguadora de fosfatos de sodio 0.1 M (Anexo 10).

Nota: La solucion stock es estable por maximo 4 dias; la solucion de trabajo es

estable por 24 h.

Anexo 15. Solucién amortiguadora de reaccion Tris-EDTA pH 8.
a) Se pesan 0.788 g de Tris-HCI (concentracién 50 mM).
b) Se pesan 0.0186 g de EDTA (concentracién 0.5 mM).
c) Se aforaa 100 mL.

Nota: Se mide el pH al 80% y después se afora.

Anexo 16. Cocktail GSH/GR (25.2 mM GSH, 6 unidades de GR/mL)
a) Pesar 0.0774 g de GSH y disolver en 10mL de solucién amortiguadora de reaccion
(Anexo 18).
b) Tomar 66 pL de glutation reductasa (GR).
c) Aforar a 1 mL con solucion amortiguadora de reaccion.

Nota: El cocktail se guard6 por separado, agregando 25uL de cada solucién al

pozo.
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Anexo 17. Solucién NADPH 1.5 mM
a) Se pesan 0.0062 g de NADPH en 5 mL de solucién amortiguadora de reaccion.
Nota: La solucién debe de utilizarse inmediatamente después de que se prepara

y no debe de congelarse para su reuso.

Anexo 18. Hidroperdxido de cumeno 3 mM.
a) Se toman 5.55 pL de hidroperédxido de cumeno al 80% y se afora a 10 mL con H,O

destilada.
Anexo 19. Peréxido de hidrogeno (H202) 30 mM.

a) Tomar 340 uL de H,0, al 30% en 100 mL de solucién amortiguadora de fosfatos 50
mM pH 7.
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