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RESUMEN

En la actualidad las principales causas de muerte en nuestro pais se deben a
enfermedades cronicas degenerativas no transmisibles como las cardiovasculares,
diabetes, tumores, hipertension, entre otras. Sin embargo, estas enfermedades
pueden prevenirse con una dieta y estilo de vida saludable. Por lo tanto, es
indispensable incluir en la dieta alimentos que ademas de ser ricos en nutrientes
contengan compuestos capaces de producir efectos benéficos en el organismo,
ayudando a prevenir enfermedades cronicas degenerativas asociadas al estrés
oxidativo. El pistache (Pistacia vera L.) contiene compuestos fitoquimicos y
nutracéuticos. En este trabajo, se evaluo el pistache con piel (PCP) y sin piel (PSP);
se realiz6 una caracterizacion quimica, nutracéutica y se sometieron a una digestion
gastrointestinal in vitro. Se evalué su potencial efecto inhibidor de la enzima alfa
amilasa (in vitro) y sus propiedades de quimiometria molecular y bioactividad
[absorcion, distribucién, metabolismo, extraccion y toxicidad (ADEMT)] in silico de los
compuestos fendlicos presentes en el pistache. Los componentes mayoritarios del
PSP son los lipidos (51%), seguidos de proteina (24%); el PCP presentd un menor
contenido de los mismos, pero un mayor contenido de fibra (13.03%). EI PCP
contiene mas fenoles (3.34 vs 2.43 mg EAG/g) y mas flavonoides (1.71 vs 1.08 mg
ER/g) que el PSP. Ambas muestras presentaron una alta capacidad antioxidante
(906-7058 vs 823-7452 mM TE/g, respectivamente), lo que se relaciona con su
capacidad inhibitoria sobre la enzima alfa amilasa pancreatica. La digestion mostré
gue los compuestos evaluados son bioaccesibles en las distintas etapas y
permeables en el intestino (Papp) y el modelo in silico demostré que de acuerdo a
sus caracteristicas pueden ser absorbidos. En conclusion, el pistache es una buena
fuente de fibra dietria, fenoles y flavonoides que son bioaccesibles, permeables y
llegan al colon. Estos compuestos exhiben capacidad antioxidante e inhibidora de
alfa amilasa pancreética, ademas, de tener buenas propiedades ADEMT lo cual se

relaciona a sus beneficios en la salud.



1. ANTECEDENTES
1.1 Nueces

De acuerdo a la clasificacion Europea “nueces de arbol” es el término atribuido a las
nueces que crecen en los arboles, como las avellanas (Corylus avellana), nueces
(Juglans regia), anacardos (Anacardium occidentale), almendras (Amygdalus
communis L.), nueces de Brasil (Bertholletia excelsa) y pistache (Pistacia vera L.)
(Robert, 2018).

Las nueces son ricas en macro y micronutrientes, acidos grasos insaturados y
polinsaturados como omega 3, proteinas vegetales de alta calidad, fibra, vitaminas,
minerales y fitoesteroles. Las nueces también son fuente de tocoferoles y
compuestos fendlicos con potentes efectos antioxidantes, efectos benéficos en la
oxidacion de lipidos y sobre la actividad enzimatica antioxidante; ademas contienen
fito-melatonina, contribuyendo a un efecto antioxidante significativo (Bes-Rastrollo y
Sanchez-Tainta, 2018). Debido a estos compuestos bioactivos, las nueces tienen un
impacto benéfico en la salud, lo cual se refuerza con estudios epidemiol6gicos
posteriores, que han asociado el consumo de nueces con una menor incidencia de
enfermedades coronarias y calculos biliares. Ademas, tienen efectos positivos sobre
la hipertensién, el cancer y el estrés oxidativo, por lo que son un alimento rico en

nutrientes que puede incorporarse a una dieta saludable (Ros, 2015).

En los paises Occidentales las nueces se consumen como bocadillos, postres o
como parte de una comida y se comen enteras; en productos para untar, como
aceites, salsas, pasteles, helados y productos horneados (Ros, 2010; Ros, 2015;

Bes-Rastrollo y Sanchez-Tainta, 2018).
1.2 Pistache (Pistacia vera L.)

1.2.1 Generalidades

El pistache (Pistacia vera L.) pertenece a la familia de las Anacardiaceae (Arjeh y

col.,, 2020), el género Pistacia consta de once especies comestibles que estan
1



ampliamente distribuidas en EE. UU., Africa, Asia central y Oriente (Stephenson,
2003). El pistache (Pistacia vera L.) es originario de las regiones aridas de Asia
central y occidental (Liu y col., 2014). La fruta del pistache se puede clasificar como
una drupa semi-seca que contiene una sola semilla comestible, encerrada por la
testa, la cual, consiste en una capa fina y suave, contenida por el endocarpio siendo
una cascara cremosa y lignificada, y rodeada por el mesocarpio y epicarpio que tiene
un color que puede ir de verde a amarillo-rojo, dependiendo del grado de madurez
(Arjeh y col., 2020).

En la actualidad el consumo del pistache ha tomado popularidad en todo el mundo
debido a su uso tradicional, textura atractiva y sabor Unico. Ademas de que
recientemente, los pistaches han sido reconocidos por su calidad nutricional y su
posible contribucion a la salud, dentro de la que destaca un efecto benéfico en el
control de peso corporal, la reduccion de colesterol en sangre, capacidad

antioxidante, antiinflamatoria y gluco-reguladora (Arjeh y col., 2020).
1.2.2 Produccion en México

De acuerdo a la Organizacion de Alimentos y Agricultura de los Estados Unidos (FAO
por sus siglas en inglés, 2016) la produccion mundial total de pistache se estimo en
1,057,566 toneladas, de las cuales el 68 % se produjo en EE.UU e Iran, seguido de
Turquia (16 %), China (7.5 %) y Siria (5 %). En México se producen anualmente mas
de 37 mil toneladas de pistache, siendo los mayores productores Chihuahua, Baja
California y Tamaulipas (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2018). Sin
embargo, la mayor parte del pistache consumido en nuestro pais es importado de
Estados Unidos (Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria,
2019).

1.2.3 Composicion quimica

El pistache (Pistacia vera L.) es reconocido como una buena fuente de acidos grasos
mono Yy poliinsaturados, fibra, proteina, magnesio y potasio, ademas de que contiene

micronutrientes y compuestos bioactivos como los carotenoides, clorofila,
2



flavonoides, los cuales contribuyen en los mecanismos antioxidantes,
antimicrobianos, fotoprotectores, antiinflamatorios y antimutagénicos (Liu y col.,
2014). La composicion quimica del pistache (Pistacia vera L.) se muestra en el
Cuadro 1.

El pistache tiene un alto contenido de carbohidratos, de los cuales el 16 %
corresponde principalmente a sacarosa, también es fuente de proteina vegetal con
aproximadamente el 21 % de peso total. Ademas de que, una porcién de pistache
(20 a 30 g diarios) proporciona el 92 % del requerimiento diario de tiamina
(Stephenson, 2003), es una buena fuente de niacina, vitamina B6, vitamina Ey A, y
minerales como magnesio, cobre, zinc, selenio, fosforo, calcio y potasio. Algunos de
estos componentes (como la vitamina E y el selenio) tienen un alto efecto
antioxidante, similar a otros compuestos fitoquimicos. La fibra también es importante
en la composicion de las nueces y confiere beneficios a la salud. Un consumo
adecuado de fibra ayuda a mejorar y prevenir el estrefiimiento, regular los niveles de

glucosa y colesterol en la sangre (Bes-Rastrollo y Sanchez-Tainta, 2018).
1.2.4 Composicion nutracéutica
1.2.4.1 Fibra dietética

La fibra dietaria se define como los polisacaridos vegetales y lignina que son
resistentes a la hidrdlisis por las enzimas digestivas del humano (Park, 2016). Por lo
tanto, son los carbohidratos no digeribles durante la digestion y absorcién del
intestino delgado, por lo que, llegan al intestino grueso para su fermentacion parcial

o completa por la microbiota del colén (Wang y col., 2019).

La fibra dietaria estd compuesta por celulosa, hemicelulosa, inulina, B-glucano,
pectina, mucilago, lignina y almidones resistentes. Se clasifica como fibra soluble e
insoluble (Park, 2016).



Cuadro 1. Composicién promedio del pistache (Pistacia vera L.) en macro y micro

nutrientes.
Componente Cantidad (por 100 g)
Energia (kcal) 557
Grasa () 44.4
Acidos grasos monoinsaturados (g) 25.5
Acidos grasos poliinsaturados (g) 13.5
Acidos grasos saturados (g) 5.4
Carbohidratos (g) 29.7
Fibra (g) 10.7
Proteina (g) 21.0
Agua (g) 1.9
Cenizas (Q) 3.0
Calcio (mg) 107
Magnesio (mg) 121
Sodio (mg) 1
Potasio (mQ) 1025
Vitamina A (IU) 553
Vitamina E (mQ) 2.3
Vitamina B6 (mg) 1.7
Polifenoles totales (mg) 1420

Adaptado de Ros, E., (2010); Hernandez-Alonso y col. (2016) y Bes-Rastrollo y
Sanchez-Tainta (2018)

La fibra dietaria se encuentra naturalmente presente en alimentos vegetales, como
cereales, frutas, verduras y nueces (Esteban y col., 2017). El pistache tiene alrededor
de 10.7 g de fibra por cada 100 g, comparado con otras nueces es la que tiene mas
fibra, al igual que las almendras que contienen 10.7 g de fibra (Bonku y Yu, 2019). El
consumo de alimentos ricos en fibra tiene efectos benéficos a la salud (Esteban y

col., 2017), debido a su gran participacion en la regulacion de diversas funciones
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biolégicas, tales como la disminucion del colesterol en la sangre, mejora la movilidad
en el tracto gastrointestinal, regula el metabolismo de glucosa vy lipidos, estimulacion
de la actividad metabdlica bacteriana, desintoxicacion del contenido luminal del colon
e integridad de la mucosa intestinal. Sin embargo, cuando los componentes de la
fibra dietaria son consumidos en la dieta, también interactian con los otros
componentes alimenticios y potencialmente puede interferir con su metabolismo y

absorcion (Salas-Salvado y col., 2006).
1.2.4.1.1 Fibra soluble

La fibra soluble representa el 2.91 % de la fibra dietética (Hernandez-Alonso y col.,
2016) y se define como la dispersante en agua, dando lugar a geles viscosos en el
tracto gastrointestinal (Pangestuti y Kim, 2014), esto se debe a la formacion de un
reticulo cuando la fibra soluble interactlia con el agua dejandola atrapada, teniendo
como resultado soluciones de alta viscosidad (Escudero-Alvarez y Gonzéles-
Sanchez, 2006). La fibra soluble esta constituida de polisacéridos no celulésicos
como pectinas, gomas, mucilagos (Dai y Chau, 2017), B-glucano, Psyllium,
arabinoxilanos, inulinas (Cruz-Requena y col., 2019) y otros polisacéaridos viscosos
relacionados con las plantas (Wang y col., 2020). Su consumo se asocia a efectos
benéficos en la salud como la disminucién del vaciado gastrico y el tiempo de transito
del intestino delgado, efectos probidticos, aumento del volumen fecal y reduccién de
los niveles de colesterol (Cruz-Requenay col., 2019). La reduccion de los niveles de
colesterol se debe a una disminucion en su absorcion, asi como la disminucion de
los niveles de azlcares por la alta viscosidad de la fibra soluble que espesa el
contenido en la luz intestinal y ralentiza la migracion de nutrientes (vitaminas y
minerales) a la pared intestinal (Dai y Chau, 2017). Otra de las caracteristicas de la
fibra soluble es que se fermenta facilmente en el intestino grueso por bacterias
especificas, dando como resultado la produccion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) como: acido acético, propionico y butirico (Nakajima y col., 2020). Ademas
de que provoca cambios notorios en el colon, mejorando la salud del huésped (Dai y
Chau, 2017).



1.2.4.1.2 Fibra insoluble

En el pistache, la fibra insoluble representa un 97.09 % en peso de la fibra dietética
(Hernandez-Alonso y col., 2016). La fibra insoluble se compone principalmente de
componentes de la pared celular como celulosa, hemicelulosa, pectina, lignina,
almidon y glucanos (Dhingra y col., 2011; Cruz-Requena y col., 2019; Wang y col.,
2020). La fibra insoluble tiene propiedades como insolubilidad en agua, poco
fermentable y aumento del volumen de heces (Dhingra y col., 2011; Cruz-Requena
y col., 2019), mediante la formacion de particulas. También esté relacionada con una
disminucion del tiempo de transito intestinal, ayudando a prevenir y aliviar el
estrefiimiento (Daiy Chau, 2017). Ademas de que exhibe una alta retencion de agua,
hinchazén y capacidad de retencién de aceites, asi como capacidad de union y
prevencion de enfermedades como cancer de colon, obesidad, diabetes mellitus tipo
2 y enfermedades cardiovasculares (Wang y col., 2020).

1.2.4.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son fitoquimicos que se encuentran en la mayoria de los
alimentos vegetales como frutas, verduras, granos integrales, nueces y especias
(Dominguez-Avila y col., 2017; De la Rosa y col., 2019). Aportan particularmente
color, sabor y astringencia (Swanson, 2003). Los compuestos fendlicos son
metabolitos secundarios (Dominguez-Avila y col., 2017) sintetizados a través de la
ruta del acido Shikimico y fenilpropanoide (Tarko y col., 2013; De la Rosa y col.,
2019). Dichos compuestos tienen anillos aromaticos hidroxilados, estando el grupo
hidroxilo unido directamente al fenilo, fenilo sustituido u otro grupo arilo (Swanson,
2003; Vernerris y Nicholson, 2008). Actualmente se han identificado mas de 8000
estructuras de compuestos fendlicos. Se pueden clasificar en varias clases como se

muestra en el Cuadro 2.

Los compuestos fendlicos mas importantes que se encuentran presentes en la dieta
humana incluyen éacidos fendlicos, flavonoides, estilbenceno, lignanos y taninos

(Dominguez-Avila y col., 2017; Vuolo y col., 2019).



Debido a la gran diversidad de compuestos fendlicos, su estructura se relaciona con
su capacidad de captar radicales libres y quelante de metales (Vuolo y col., 2019);
otorgando asi sus propiedades antioxidantes, que juegan un papel muy importante
en la salud. El consumo de una dieta rica en compuestos fendlicos esta inversamente
relacionado con el riesgo de estrés oxidativo comunmente asociado a enfermedades
cronicas no transmisibles, como diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares,
cancer, obesidad, enfermedades degenerativas, entre otras. (Tarko y col., 2013;
Dominguez-Avila y col., 2017; Shahidi y col., 2018; De la Rosa y col., 2019).

Cuadro 2. Clasificacion de los compuestos fendlicos.

Clase Estructura
Fendlicos simples, benzoquinonas Ce
Acido hidroxibenzoico Ce-C1
Acido hidroxinamico, fenilpropanoide Ce-Cs
Acetofenona, acido fenilacético Ce-C2
Xantonas Ce-C1-Ces
Stilbenes, antraquinonas Ce-C2-Cs
Flavonoides, isoflavonoides Ce-C3-Cs
Lignanos, neolignanos (C6-C3)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (proantocianidinas o flavolanos) (Ce-C3-Cé)n

Adaptado de Vuolo y col. (2019)
1.2.4.2.1 Fenoles

Los fenoles son metabolitos secundarios que protegen a las plantas de la radiacion
ultravioleta (Murthy y Naidu, 2012). Su estructura molecular contiene al menos un
grupo fenol y un anillo aromatico unido al menos a un grupo funcional. Se agrupan
en diferentes clases de acuerdo con su estructura quimica basica, es decir el tipo y
namero de anillos de fenol, en diferentes subclases, de acuerdo con sustituciones
especificas en la estructura, la asociacién basica con hidratos de carbono y formas

polimerizadas (Manach y col., 2004; Cheynier, 2005).



Dentro de los compuestos fendlicos se encuentran los fenoles simples que tienen al
menos un grupo hidroxilo unido a un anillo aromatico como esqueleto basico. Dentro
de la clase de los fenoles simples se encuentran fenol, catecol, resorcinol y
fluroglucinol (Koungan y col., 2013). Otro grupo son los &cidos fendlicos que
contienen un grupo carboxilico unido a un anillo de benceno. Dependiendo de su
estructura se pueden distinguir dos principales clases los derivados del acido
benzoico y derivados del acido cindmico (Padmanabhan y col., 2016). Rara vez se
encuentran de manera libre y frecuentemente se encuentran unidos a ésteres
(Koungan y col., 2013; Kumar y Geol, 2019), amidas o glucdsidos. En humanos, los
acidos fendlicos se metabolizan después de su absorcion en el tracto gastrointestinal
seguida de reacciones de metilacion, glucuronidacion y sulfatacion que producen
cambios en su estructura (Kumar y Goel, 2019).

Los fenoles son potentes antioxidantes, que previenen a las moléculas de sufrir dafio
oxidativo a través de reacciones mediadas por radicales libres (Vuolo y col., 2019),
teniendo un efecto protector contra enfermedades degenerativas incluyendo las
cardiovasculares, cancer, diabetes, inflamacion, entre otras, dicho efecto se debe a
su capacidad antioxidante (Kumar y Goel, 2019). Ademas de que ofrecen actividad
antibacterial, antiviral, antiinflamatoria y anticancerigena (Souza y col., 2004; Vuolo
y col., 2019). Sin embargo, su actividad depende de algunos factores como la matriz
alimentaria, pH, temperatura, presencia de inhibidores o potenciadores de la
absorcion, presencia de enzimas, huésped (Tagliazucchi y col., 2010), asi como su
bioaccesibilidad, absorcion, digestiéon y metabolismo después de ingresar al sistema

circulatorio (Kumar y Goel, 2019).

Debido a su importancia se han desarrollado diferentes métodos para la
cuantificacion de fenoles totales, destacando los métodos espectrofotométricos
como Folin-Ciocalteu y Folin-Denis. Dichos métodos se basan en la reduccion de
tungsteno y molibdeno, respectivamente, y los productos finales muestran una
coloracién azul a una longitud de onda de 760 nm en presencia de compuestos

fendlicos (Kumar y Goel, 2019).



1.2.4.2.2 Flavonoides

El pistache y las nueces son una buena fuente de flavonoides como quercetina,
miricetina, kaempferol, resveratrol (Jun-Yang y col., 2009; Dreher, 2012), y miricetina
(Panche y col., 2016). Los flavonoides son compuestos polifendlicos que son
metabolitos secundarios de bajo peso molecular y de origen vegetal. Surgen de la
biosintesis combinada del acido Shikimico y de la via acetato-malato. Se caracterizan
por su nucleo flavonico, estdn compuestos por 15 carbonos, con una estructura C6-
C3-C6. Se derivan de benzo-y-pirona que consiste en dos anillos arométicos (A 'y B),
unidos por un puente de tres carbonos, frecuentemente con una forma de un anillo
heterociclico (C), que es el principal responsable de las variaciones de clases de los

flavonoides (Figura 1) (Heim y col., 2002; Castellano y col., 2013).

El grupo de los flavonoides comprende mas de 6000 compuestos dentro de los
compuestos fendlicos, como los flavonoles, flavonas, flavanonas, catequinas,
isoflavonas, flavanonas y antocianinas (Vuolo y col.,, 2019). Se encuentran
distribuidos en las hojas, semillas, corteza y flores de las plantas (Heim y col., 2002).

Sus efectos benéficos en la salud se atribuyen a su capacidad antioxidante y
guelante. Por lo que, sus efectos protectores se deben a su capacidad para transferir
electrones, radicales libres, activar enzimas antioxidantes, reducir los radicales a-
tocoferol, inhibir oxidasas (Heim y col., 2002), produccion de enzimas metabolizantes
como la glutation S-transferasa, quinona reductasa y uridina 5-difosfo-glucuronil
transferasa mediante la cual los carcindbgenos se desintoxican y, por lo tanto, se
eliminan del cuerpo (Panche y col., 2016); teniendo efecto antiinflamatorio,
antitumoral, antiviral y antialérgico (Castellano y col., 2013). Sin embargo, la
actividad biolégica de los flavonoides depende del tipo de constituyente fitoquimico
gue contenga, la complejidad de su estructura, las alteraciones fisicas y quimicas de

los compuestos durante la digestion, asi como la composicién de la mezcla de



flavonoides, otorgando diferentes propiedades benéficas a la salud (Islas-Gémez y
col., 2015).

1.2.4.3 Capacidad antioxidante

Casi todos los organismos vivos utilizan oxigeno (O2) para la produccion de energia,
por lo que es esencial para la vida. Para producir energia, un organismo requiere un
proceso llamado oxidacion, que implica la pérdida de electrones. Sin embargo, la
oxidacion también involucra la inactivacion de enzimas que no tienen mecanismos

antioxidantes y no sobreviven en un ambiente de O2 (Rojas y Buitrago, 2019).

V4
v

B

Figura 1. Estructura de la molécula de los flavonoides (Wuolo y col , 2019).

Durante el metabolismo normal se generan especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, las cuales actian como radicales libres y estan involucradas en reacciones
de ganancia de pérdida o ganancia de electrones. Al tener un electron desapareado
en la capa de valencia, inician una serie de reacciones en cadena que dafan las
células. Por lo tanto, si la produccién de radicales libres excede la capacidad
antioxidante de un sistema vivo, estas especies pueden dafiar moléculas biolégicas
como proteinas, lipidos, ADN y ARN causando dafio estructural y funcional a las
enzimas y al material genético (Castillo y col., 2010; Tutem y col., 2014; Soto-Zarazla
y col., 2015; Rojas y Buitrago, 2019; Arjeh y col., 2020). De modo que la acumulacion
de agentes oxidantes causa estrés oxidativo y juega un papel muy importante en la
patogenia de muchas enfermedades cronicas degenerativas como, aterosclerosis,
enfermedades coronarias, diabetes, asma, rinitis, cancer, Alzheimer, envejecimiento,

entre otras (Saura-Calixto y col., 2009; Chen y col., 2015). Por lo que, ha aumentado
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el interés por el uso de antioxidantes naturales ya que se desea reemplazar los
antioxidantes sintéticos que a medida estan restringidos debido a sus efectos

cancerigenos (Rojas y Buitrago, 2019).

Los antioxidantes son un grupo de compuestos de diversa naturaleza quimica
capaces de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas, dando fin a las
reacciones de oxidacion, puesto que son lo suficientemente estables como para
donar un electron a un radical libre y neutralizarlo, reduciendo asi su capacidad de
dafar (Saura-Calixto y col., 2009; Lobo y col., 2010; Soto-Zarazua y col., 2015). Son
benéficos para la salud reforzando las defensas contra especies reactivas de oxigeno
y nitrogeno (ERO/ERN) previniendo enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo (TUtem y col., 2014). Algunas enzimas y moléculas de defensa antioxidante
enddgena son las enzimas catalasa, superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y
antioxidantes no enzimaticos como el glutation y las vitaminas C y E. En condiciones
fisiologicas, los agentes oxidantes y las defensas antioxidantes estan en equilibrio.
(Rojas y Buitrago, 2019). Sin embargo, diversos factores ambientales y situaciones
patologicas pueden generar un desequilibrio entre formacion y eliminacion de
radicales. Para eliminar el exceso de radicales es recomendable contar con fuentes
externas de antioxidantes que puedan ser empleados como defensa para lograr
reestablecer los niveles de ERO/ERN (Soto-Zarazia y col., 2015). Algunos
antioxidantes naturales son compuestos fendlicos (tocoferol, flavonoides, acidos
fendlicos, entre otros), compuestos nitrogenados (alcaloides, derivados de clorofila,
aminoacidos y aminas), carotenoides o acido ascoérbico (Rojas y Buitrago, 2019). Por
lo que se recomienda la ingesta de frutas y verduras, debido a su naturaleza rica en
antioxidantes, vitaminas C, E, carotenoides y compuestos fendlicos que ayudan en

la prevencién del estrés oxidativo (Bengtsson y Hagen, 2008; Tutem y col. 2014).

Las nueces tienen cantidades considerables de vitamina B, vitaminas antioxidantes
(tocoferol) y polifenoles. Sin embargo, la mayoria de los antioxidantes de las nueces
se encuentran en la cascara blanda, lo que provoca la pérdida de dichos compuestos

durante el pelado o tostado (Ros, 2015). Por otra parte, la cascara verde del pistache
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(mesocarpio) es una fuente rica de antioxidantes naturales (acido galico, quercetina,
catequina, entre otros) teniendo actividades antioxidantes prometedoras; destacando
que su actividad antioxidante depende directamente de la concentracion de
compuestos bioactivos presentes, como los compuestos fendlicos (Arjeh y col.,
2020). La concentracion de los compuestos fendlicos esta correlacionada con la
capacidad antioxidante total (TAC), que es la capacidad de los compuestos fendlicos
para actuar como agentes reductores (y por tanto antioxidantes), estd mediada por
la capacidad donante de hidrogenos y de sus grupos hidroxilo, ademéas de su
capacidad quelante de metales (Fegredo y col., 2009; Chen y col., 2015). Existen
diversas técnicas analiticas que se emplean para la identificacién y cuantificacion de
los compuestos antioxidantes de diferentes alimentos (Tutem y col. 2014). Asi como
la concentracién de compuestos bioactivos, la forma quimica de los compuestos que
pueden actuar como antioxidantes también es de gran importancia (Bengtsson y
Hagen, 2008). En este sentido, se han desarrollado muchos ensayos para la
cuantificacion de la capacidad antioxidante como ABTSe* /TEAC [2,2"-azino-bis (3-
acido etilbenzotiazolina-6-sulfénico)/equivalente de trolox capacidad antioxidante],
DPPHe (2,2-difenil-1-pincrilhidrazilo), FRAP (poder antioxidante reductor férrico),
siendo estos algunos de los ensayos mas utilizados para determinar la capacidad
antioxidante in vitro (Tutem y col., 2014).

El DPPHe es un radical libre estable que reacciona con un sustrato capaz de donar
un atomo de hidrégeno por lo tanto, este ensayo se basa en la eliminacién del radical
mediante la adicion de antioxidantes capaces de decolorar la solucion DPPHe de
violeta oscuro a amarillo (Figura 2). De acuerdo con la metodologia, el grado de
decoloracion es proporcional a la concentracion de moléculas de tipo antioxidante.
La actividad se mide mediante espectrofotometria UV. Una absorbancia baja indica
una alta actividad de eliminacion de radicales libres del compuesto bajo
investigacion. Los resultados se expresan como ICso (ug/ml), lo que significa la

concentracion de antioxidante requerida para causar la inhibicién del 50% del radical.
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El porcentaje de inhibicion de radicales DPPHe se calcula de la siguiente manera:

A —A
% inhibicion del radical DPPHe = (114—0) (100)

0

Donde, A1 es la absorbancia antes de la reaccion (DPPHe + metanol), Ao es la

absorbancia después de la reaccion (DPPHe + muestra) (Rojas y Buitrago, 2019).
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Figura 2. Reaccion radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPHe). Adaptado de Rojas y
Buitrago (2019).

Otro de los métodos para la determinacion de la capacidad antioxidante es por medio
del acido 2,2-azinobis (3-etilbenzoazolina-6-sulfonico) (ABTSe*). Este ensayo se
considera una de las técnicas mas sensibles para identificar la actividad antioxidante
(Rojas y Buitrago, 2019). Se basa en la capacidad de un antioxidante para estabilizar
el radical catidnico coloreado ABTSe", que puede formarse previamente mediante la
oxidacion de ABTSe* por metahemoglobina y peroxido de hidrégeno, la relacion se
visualiza como una decoloracion cuando el radical ABTSe* es reducido por
antioxidantes. De esta forma el grado de decoloracion permite evaluar el porcentaje
de inhibicién del radical catiébnico ABTSe", que se determina en funcion de la

concentracion de antioxidante y el tiempo de reaccidn. Los resultados se expresan
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como equivalente de Trolox o TEAC Capacidad antioxidante Equivalente de Trolox
(Hernandez-Rodriguez y col., 2019). La oxidacion de los radicales ABTSe*

muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Oxidacién del radical ABTS+ Adaptado de Rojas y Buitrago (2019).
1.2.5 Alfa amilasa pancreética

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno endocrino y metabdlico, caracterizado por
hiperglucemia cronica y dislipidemia debido a la alteracion de la secrecion y funciéon
de la insulina (Adisakwattana y col., 2012; Gondokesumo y col., 2017). La DM consta
de varios tipos, uno de los cuales es no insulinico, diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
este tipo de DM es el mas comun en toda la poblacion (Elya y col., 2012). Es un
trastorno metabdlico de etiologia mudltiple caracterizado por alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas que incluyen defectos en la
secrecion de la insulina, casi siempre con una contribucién importante de la
resistencia a la insulina (Etxeberria y col., 2012). Debido a que la diabetes es una de

las enfermedades crénico degenerativas no transmisibles (ECDNT) de mayor
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incidencia en México y una de las enzimas cruciales en el desarrollo y/o prevencion
de esta patologia es la alfa amilasa, uno de los enfoques terapéuticos de este
padecimiento es reducir los niveles de glucosa en sangre (Gondokesumo y col.,
2017), mediante el uso de inhibidores de enzimas digestivas de carbohidratos, lo que
resulta un retraso de la digestion de monosacaridos absorbidos. La alfa amilasa
pancreatica es una enzima clave de la digestion de carbohidratos en la dieta humana
(Taderay col., 2006; Adisakwattanay col., 2012), esta es una metaloenzima de calcio
que cataliza la hidrélisis de los enlaces 1-4 glucosidicos de almidon, amilosa,
amilopectina, glicébgeno y varias maltodextrinas, siendo responsable de la mayor
parte de la digestion de almidon en humanos (Smith y Morton, 2010; Etxeberria y
col., 2012). Por lo tanto, la inhibicion de esta enzima juega un papel muy importante
en el tratamiento de DM (Gondokesumo y col., 2017). Actualmente existen algunos
farmacos antidiabéticos que actuan principalmente inhibiendo la digestion y
absorcion de carbohidratos, dentro de ellos destaca la acarbosa, un inhibidor de alfa
amilasa pancreatica disponible para el tratamiento de diabetes (Etxeberria y col.,
2012). Sin embargo, la excesiva inhibicibn por medicamentos conlleva a efectos
colaterales como distencion abdominal, flatulencias y posible diarrea como resultado
de una fermentacién anormal de los carbohidratos no digeribles en el colon. Por lo
que se ha recomendado el uso de inhibidores naturales de origen vegetal como una
alternativa para controlar la DM2 disminuyendo la absorcion de glucosa, con la
ventaja de no causar efectos secundarios graves y ayudando en la disminucion de
peso en las personas que consumen grandes cantidades de almidon (Etxeberria y
col., 2012; Olivera-Fox y col., 2012; Gondokesumo y col., 2017). Dicho efecto se
puede atribuir a la presencia de metabolitos secundarios como compuestos fendélicos
presentes en la matriz alimentaria con actividad inhibitoria de alfa amilasa (Mendoza
y col.,, 2014). Sin embargo, su actividad inhibitoria depende de la cantidad y
bioaccesibilidad de fenoles y flavonoides presentes, ademas de la naturaleza de las
moléculas (Etxeberria y col., 2012).
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1.2.6 Digestion

La digestion es la descomposicion de grandes moléculas insolubles de los alimentos
(Shahidi y Peng, 2018). Es decir, es el proceso por el cual las moléculas de alto peso
molecular, como el almidon y proteinas, se dividen en otras mas pequefas para que
puedan cruzar las membranas celulares del epitelio intestinal y ejercer un efecto
fisiologico (Smith y Morton, 2010). Dicho proceso es asistido por el cambio de pH y

varias enzimas digestivas (Shahidi y Peng, 2018).
1.2.6.1 Digestion gastrointestinal

El proceso de digestion se compone de varias etapas: bucal, gastrica,
intestinal/absorcion y fermentacidn colonica. Cada una de estas fases se lleva a cabo
bajo condiciones fisiologicas especificas, que tienen ademas funciones concretas
(Kong y Singh, 2008). El proceso digestivo comienza en la boca, en donde la comida
se descompone por el proceso de masticacién y la accion enzimatica de la alfa
amilasa (Guyron y Hall, 2001). La masticacion tiene la funcién de transformar el
alimento en particulas mas pequefias, siendo la primera fase en la cual las
caracteristicas fisicoquimicas de la comida estan sujetas a modificaciones mayores
(Hoebler y col., 2000). Después de ser masticado y tragado, el bolo alimenticio entra
al esofago para llegar al estbmago, donde se encuentra la pepsina que se secreta
en el estbmago para hidrolizar las proteinas presentes; ahi mismo, la comida es
mezclada con el acido gastrico de modo que se forma el quimo. En el intestino
delgado; la bilis (producida en el higado), enzimas pancreaticas y otras enzimas
digestivas (peptidasa) producidas por la pared del intestino delgado, ayudan en la
descomposicion de los alimentos, teniendo como resultado la absorcion de algunos
nutrientes individuales. Después de pasar a través del intestino delgado, la fraccion
no digerible del alimento transita al intestino grueso o colon, la ultima parte del
sistema digestivo. En el colon se encuentra presente la microbiota, un grupo de
bacterias que residen en este érgano, la cual puede sufrir alteraciones endoégenas o
exdgenas por diversos factores y mantienen una relacion simbidtica con el
hospedador. La mayoria de las bacterias que componen la microbiota col6nica son

16



benéficas y participan en numerosos procesos fisioldgicos, no obstante, también
existen bacterias dafiinas que pueden proliferar y causar enfermedades (Guyton y
Hall, 2001).

Ademas de los procesos fisiolégicos para llevar a cabo el proceso de la digestion
como lo son la absorcion, motilidad, secrecion de enzimas. También son importantes
las caracteristicas de alimento y sus interacciones con cuestiones fisiologicas
mismas del tracto gastrointestinal e interacciones de los componentes de la matriz
(Kong y Singh, 2008; Smith y Morton, 2010).

1.2.6.2 Modelos de digestidn gastrointestinal

Para que los compuestos bioactivos ejerzan un efecto fisioldgico deben estar
presentes en cantidades suficientes en los alimentos crudos o preparados, ademas
de ser bioaccesibles (la fraccién liberada de la matriz alimentaria durante la digestion
gastrointestinal) y biodisponibles (la fraccion liberada que alcanza la circulacion
sistémica como compuesto original o metabolito). No obstante, la bioaccesibilidad de
los compuestos bioactivos estd estrechamente relacionada con su estructura
fisicoquimica, la matriz alimentaria que los contiene y la presencia de factores anti-
nutricios que podrian interferir con su capacidad de liberacién y absorcion intestinal
(Olivas-Aguirre y col., 2020).

Para medir la digestibilidad se emplean modelos de digestion gastrointestinal in vitro
con la finalidad de analizar los cambios estructurales, la bioaccesibilidad, la
digestibilidad y la liberacion de compuestos de los alimentos, en condiciones
gastrointestinales simuladas (Hur y col., 2011), en las diferentes etapas del proceso
digestivo por separado; bucal (Hoebler y col., 2000), gastrica (Fassler y col., 2006) y
fermentacion colénica (Hoebler y col., 1998). Para ello, se afiaden secuencialmente
diferentes enzimas digestivas con el propésito de simular las diferentes etapas del
proceso digestivo (Boisen y Eggum, 1991).
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1.2.6.3 Absorcion

El proceso de absorcion es la asimilacion de nutrientes (Daniel, 2004), es decir, el
transporte de los productos de la digestion y otras pequefias moléculas, iones y agua
a través de las membranas de las células epiteliales, principalmente en el intestino
delgado (Smith y Morton, 2010).

Existen diferentes métodos para determinar la absorcién tanto in vivo como in vitro.
El primero es considerado el mas confiable, donde se hacen analisis cuantitativos de
biomarcadores en orina, sangre o heces. Sin embargo, se requiere mucho tiempo y
son dificiles debido a la baja concentracién del analito, junto con una alta interferencia
(Rios y col., 2002; Olthof y col., 2003). Por lo que, el uso de técnicas in vitro, como el
saco intestinal invertido de rata se utiliza ampliamente para evaluar la permeabilidad
y absorcion de compuestos bioactivos dentro del organismo, empleando intestino de
rata, debido a su gran semejanza con el de humano. Ademas de que es una técnica
sencilla y de bajo costo sin necesidad de equipo especializado. El saco intestinal se
prepara mediante la inversién de segmento del intestino (yeyuno), logrando que el
epitelio con las vellosidades se encuentre en la parte exterior, mientras que la
membrana muscular, forma la superficie interior del saco. El uso de estos sacos
invertidos logra la buena viabilidad del tejido, ademas, la actividad metabdlica se
mantiene mediante su incubacion en medio de cultivo tisular. En estos se encuentran
numerosos pagquetes proteicos dedicados al transporte de estos que mediante
diversas maneras permite el ingreso de aminoacidos libres y pequefios péptidos a

través de la membrana cerosa del intestino (Daniel, 2004).
1.2.6.4 Bioaccesibilidad

La bioaccesibilidad es la eficiencia de la digestion de un determinado compuesto
expresada como un porcentaje de la cantidad real liberado y absorbido hasta su
contenido total (Shahidi y Peng, 2018). Es decir, la cantidad de compuestos del
alimento como nutrientes o fitoquimicos que estan presentes en él durante la

digestiébn gastrointestinal, como consecuencia de su liberacion de la matriz

18



alimentaria y que podria ser capaz de atravesar la barrera intestinal. Sin embargo,
este proceso depende de las propiedades fisicas y quimicas de la matriz alimentaria
y de su cambio durante el proceso de digestion (Holst y Williamson, 2008;
Tagliazucchiy col., 2010; Mandalari y col., 2013).

El término de biodisponibilidad se define como la cantidad y velocidad a la que el
principio activo se absorbe y llega al lugar de accion. Por lo tanto, para que un
compuesto sea potencialmente biodisponible primeramente debe ser bioaccesible en

el tracto gastrointestinal (Holst y Williamson, 2008; Shim y col., 2009).
1.2.7 Quimioinformatica

La quimioinformatica es una disciplina relativamente nueva, que ha surgido de varias
disciplinas como la quimica computacional, la quimica informatica, quimica cuéntica,
modelado molecular de campos de fuerza, entre otras (Xu y Hagler, 2002; Varnek y
Baskin, 2011; Varnek y Baskin, 2012). La quimioinformatica tiene como objetivo
utilizar la tecnologia para resolver problemas en el campo de la quimica como la
recuperacion, procesamiento y la extraccion de datos significativos de las estructuras
guimicas, ademas de evitar la experimentacion in vivo e in vitro, mediante el uso de
modelos in silico. Esto se ha convertido en una herramienta indispensable para el
disefio de farmacos con importantes propiedades bioldgicas en la agroquimica, la
industria farmacéutica, la industria de alimentos e investigacion de fragancias
(MacCuish y MacCuish, 2013; Humbeck y Koch, 2016; Lo y col., 2018). Ademas, se
pueden obtener datos de prediccion de su bioactividad, incluidas sus propiedades de
absorcion, distribucién, metabolismo, extraccion y toxicidad (ADMET) para un
compuesto bioactivo dado. Por lo tanto, es de suma importancia la aplicacion de esta
disciplina ya que tanto la absorcion como el metabolismo de los compuestos
fendlicos son principalmente determinados por su estructura quimica, propiedades
fisicoquimicas y moleculares, incluidos su grado de glicosilacion, acilacion,
solubilizacion, log P, momento dipolar, entre otros (Maldonado y col., 2006; Hong y
col., 2008; Varnek y Baskin, 2011; Nieto-Figueroa y col., 2020).
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2. HIPOTESIS

Los fenoles y flavonoides del pistache (Pistacia vera L.) son bioaccesibles durante
Su paso por las etapas del tracto gastrointestinal in vitro. Los compuestos
bioaccesibles ejercen capacidad antioxidante e inhiben la actividad de la enzima alfa

amilasa pancreatica in vitro.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Evaluar la composicion quimica y nutracéutica, asi como determinar la
bioaccesibilidad in vitro, permeabilidad ex vivo de compuestos bioactivos del pistache

(Pistacia vera L.) tostado y su potencial funcional in silico.
3.2 Objetivos particulares

e Caracterizar quimica y nutracéuticamente el pistache tostado (Pistacia vera L.).

e Evaluar la bioaccesibilidad in vitro y permeabilidad ex vivo de compuestos
bioactivos (fenoles totales y flavonoides totales) del pistache, mediante un
modelo de digestion gastrointestinal (boca-colon).

e Determinar la capacidad antioxidante in vitro del pistache y sus productos de la
digestién mediante los ensayos ABTSe* y DPPHe.

e Cuantificar el efecto de los productos de la digestion intestinal del pistache sobre
la actividad in vitro de la enzima alfa amilasa.

e Determinar la quimioinformatica molecular y bioactividad potencial in silico de

compuestos fendlicos seleccionados del pistache.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales
4.1.1 Material biolégico

Se utilizaron pistaches (Pistacia vera L.) de marca comercial, tostados con sal y con
cascara. Cabe mencionar que se emplearon pistaches con cascara adherida y sin
cascara. Para el pistache sin piel se les retiré la cascara manualmente para obtener
la nuez después de blanquear los pistaches con nitrégeno liquido durante 1 min, se
separo de la piel y ambas muestras se pulverizaron empleando un molino de café y

los polvos obtenidos se conservaron para los analisis posteriores.
4.1.2 Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos: metanol, acido sulfarico, acetonitrilo, hidroxido
de sodio, acido clorhidrico, etanol, alfa amilasa, tartrato de sodio, almidon, DPPHe
(2,2-Difenil-1-picrihidrazil), =~ ABTSe* (2,2’azinobis-(3-etilbenzotiazolin  6-acido
sulfénico)), Folin-Ciocalteu, estandares como acido galico, Trolox y rutina. Kit
comercial para la determinacion de fibra dietética. Los reactivos no contemplados en

esta lista fueron de la marca JT Baker.
4.2 Métodos
4.2.1 Analisis proximal

Se determinaron los lipidos, proteina, humedad y ceniza siguiendo la metodologia
descrita por la AOAC en 2002, la cantidad de carbohidratos se determiné por

diferencia.
4.2.1.1 Humedad (Método 925.23)

Se peso6 1 g de muestra en una capsula (previamente llevada a peso constante). Se
coloco en una estufa a 130 ° C por 2 horas. Se peso la capsula y se realizo el calculo

correspondiente:
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_ (Po—Pf
% Humedad = BT x 100

Donde, Po es el peso inicial de la muestra; Pf es el peso final de la muestra.
4.2.1.2 Lipidos (Método 920.39)

En un cartucho de celulosa se colocaron 5 g de la muestra, los cuales fueron
cubiertos con algodoén y se colocaron en el compartimiento de extraccion de Soxhlet,
donde el matraz a peso constante contenia 2/3 partes de su volumen de éter de
petréleo. La extraccion se mantuvo a un flujo de 10 reflujos/hora durante 5 horas.
Posteriormente, se destild el solvente y se secé el matraz en la estufa para retirar la

humedad y residuos de solvente. Los matraces se pesaron y realizaron los calculos.
Pf — Po
% grasa = (T) * 100

Donde, Pf es el peso final del matraz; Po es el peso inicial del matraz; M es el peso

de la muestra (Q).
4.2.1.3 Proteina (Método 920.105)

La proteina total se determin6 empleando el método 920.105 (Kjeldhal). En un matraz
tipo Kjeldhal, se coloc6 1 g de muestra desgrasada, 3.5 g de sulfato de sodio, 0.4 g
de sulfato de cobre y se adicionaron 10 ml de acido sulfurico. El matraz fue colocado

en el digestor durante 1 hora hasta el cambio de color de la muestra a verde claro.

La muestra se atempero y se coloco en el destilador, adicionandole agua e hidréxido
de sodio al 40%. El destilado fue recibido en un matraz con 25 ml de acido borico.
Se emplearon como indicadores el rojo de metilo y verde de bromocresol. El destilado
se titulé con acido clorhidrico 0.08 N. Finalmente se determiné el nitrégeno (N) total
multiplicado por un factor de conversién proteica proveniente del contenido promedio

de nitrégeno en los alientos, equivalente al % de proteina presente en el alimento.
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Céalculos:

A B—-C
% Nitrogeno = ( )*( )*(E)*lOO
1000 D

% Proteina = %Nitrogeno * 6.25

Donde, A es la normalidad del acido valorado en moles; B es el volumen gastado del
acido en la muestra (ml); C es el volumen gastado del acido en el blanco (ml); D son

los gramos de muestra (g); E es el peso atémico del nitrégeno (14 g/mol).
4.2.1.4 Cenizas (Método 945.46)

Se pesaron 2 g de muestra en un crisol de porcelana, previamente llevado a peso
constante. La muestra se calcind en una mufla a 550-560 ° C durante 5 horas hasta
conseguir cenizas completamente blancas. Los crisoles se colocaron en un
desecador hasta llegar a temperatura ambiente. Se peso el crisol junto con la muestra

calcinada y se rest6 el peso del crisol.
) Pf — Po
% ceniza = (T) * 100

Donde, Pf es el peso final del crisol con la muestra calcinada; Po es el peso inicial
del crisol sin la muestra; M es el peso de la muestra (g).

4.1.2.5 Carbohidratos

El calculo de contenido de carbohidratos de la muestra se realizd por diferencia de
peso, con respecto al porcentaje de las determinaciones anteriores (proteina, lipidos,

cenizas y humedad).
4.2.2 Analisis nutracéutico
4.2.2.1 Fibra dietética

La fibra dietética total fue determinada mediante un kit comercial enziméatico haciendo

una combinacion de métodos enzimaticos y gravimétricos (Shiga y col., 2003).
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4.2.2.1.1 Fibra insoluble

Se pulverizé y desengraso la muestra, se adicionaron 50 ml de buffer de fosfato 0.08
mM a pH 6 y 100 ul de una solucién de alfa amilasa cubriendo el matraz con papel
aluminio para proteger la reaccion de la luz, se incub6 en un bafio maria a 95 ° C por
30 minutos, con agitacion continua. Una vez a temperatura ambiente se ajusto el pH
a 7.5. Se adicionaron 100 ul de proteasa y se incubaron en un bafio maria a 60°C
por 30 minutos con agitacion continua, una vez a temperatura ambiente se ajusto el
pH a 4. Posteriormente se adicionaron 300 ul de amiloglucosidasa y se incubaron en
un bafio maria a 60 °C con agitacion continua. Posterior a la incubacion, se filtré con
papel Whatman N° 4 a peso constante y se realizaron 2 lavados con 15 ml de agua
destilada a 60 °C, el filtrado obtenido fue recuperado y almacenado para la
determinacion de fibra soluble. El papel filtro junto con la muestra se secaron en una

estufa a 60 ° C por 24 horas hasta peso constante.

(W1—-Ww2) %100
w2

% fibra insoluble =

Donde, W1 es peso del papel con muestra;, W2 peso del papel; W3 peso de la

muestra.
4.2.2.1.2 Fibra soluble

De la prueba anterior se guardo el residuo filtrado, a este se le adicioné un volumen
igual de etanol al 80% y se dej6 precipitar 24 horas. El precipitado se filtr6 en papel
Whatman N° 42 a peso constante, se realizaron 2 lavados con 15 ml de etanol al 80
% y 2 con 15 ml de acetona. El papel filtro se dejo secar por 24 horas a60° C y se

peso.

(W1-Ww2)*100
w2

% fibra soluble =

Donde, W1 es el peso del papel con muestra; W2 es el peso del papel; W3 es el peso

de la muestra.
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4.2.2.2 Extraccion de compuestos fendlicos

Con la finalidad de extraer los compuestos fendlicos presentes en el pistache, se
realizd una extraccion solido-liquido utilizando como solvente de extraccion metanol,
la extraccién fue asistida por ultrasonido y se llevd a cabo de acuerdo con la
metodologia descrita por Yuntao y col. (2014). Brevemente, 1 g del pistache
pulverizado con y sin piel previamente desengrasado se emple6 para la extraccion
de los compuestos bioactivos, se extrajeron por 24 h a 4°C con 5 ml de metanol.
Después se centrifugaron durante 5 min a 3000 rpm (1200 g), el sobrenadante se

conservo para las pruebas siguientes.
4.2.2.3 Cuantificacién de compuestos fendlicos totales

El contenido de fenoles totales se determind de acuerdo con la metodologia descrita
por Singleton y Rossi (1965), con algunas modificaciones. Este método esta basado
en la reduccion de compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-Ciocalteu
(molibdatos) en presencia de una base (carbonato de sodio). Se empled una micro
placa de 96 pozos a la cual se adicionaron 150 ul de reactivo de Folin Ciocalteu
(1:10), 30 ul de extracto metandlico descrito anteriormente, se adicionaron 120 pl de
Na:COs (75% wi/v). Después de 30 minutos se leyd la microplaca en un
espectrofotometro MultiSkan Go a una longitud de onda de 765 nm. Se realiz6 una

curva de calibracion de acido galico de 1-80 pg/ml.
4.2.2.4 Capacidad antioxidante
4.2.2.4.1 DPPHe

Se sigui6 el método descrito por Fukumoto y Mazza (2000). Este método se basa en
el decremento de la absorbancia del radical DPPHe cuando es reducido por
compuestos antioxidantes (Carvalho et al., 2016). Brevemente, el extracto
metandlico (20 uL) se adicioné a una microplaca de 96 pozos, asi como etanol
(blanco). Se agregaron 200 ul de solucion DPPH (150 uM), y se leyé en un

espectrofotometro MultiSkan Go a una longitud de onda de 520 nm. Se realiz6 una
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curva de calibracion de 50-800 uM de Trolox y se calculd el % de inhibicion con la

férmula previamente descrita.
4.2.2.4.2 ABTSe*

Se utilizo la técnica descrita por Nenadis y col. (2004). Este método se basa en la
disminucion de la absorbancia de la solucion del radical ABTSe+, debido a su
reduccion por parte de compuestos antioxidantes. La técnica implica la produccion
directa del cation cromoforo ABTSe+ verde-azul a través de la reaccion entre el
radical ABTSe" y el persulfato de potasio. La adicidbn de moléculas antioxidantes al
radical lo reduce al igual que el grado de decoloracion, estando en funcién de la
concentracion y el tiempo (Pande y Akoh, 2009). Brevemente, se mezclaron 5 ml de
una solucion acuosa de 2,2"-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
(ABTSe*) 7mM y 88 ul de una solucién de persulfato de potasio K2S20s 140 mM,

conservandose en un lugar oscuro durante 12 h, para la generacion del radical.

Terminado el tiempo, a 500 ul de la solucion se les agregaron de 20-25 ml de etanol.
La absorbancia estaba entre 0.7 y 1 leyéndose a una longitud de onda de 734 nm. El
extracto metandlico (20 pL) se adicion6é a una microplaca de 96 pozos, asi como
etanol (blanco). Se les agregaron 230 ul de solucion ABTSe*, y se leyd en un
espectrofotometro MultiSkan Go a una longitud de onda de 734 nm. Se realiz6 una

curva de calibracion de 50-800 uM de Trolox.

El porcentaje de inhibicion se calculd con la siguiente ecuacion:

L Abs control — Abs muestra
%]Inhibicion = ( Abs control ) * 100

Donde, el % inhibicién es la actividad antioxidante de la muestra; Amuestra €S la

absorbancia de la muestra a 734 nm; Acontrol €S la absorbancia del control a 734 nm.
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4.2.2.5 Actividad inhibitoria de alfa amilasa pancreatica

Para determinar la inhibicion de alfa amilasa pancreatica se utilizé la técnica descrita
por Elya y col. (2012) con algunas modificaciones. Para ello, se empleé la fraccion
intestinal digerible del pistache con y sin piel, previamente procesada y obtenido de
la digestion gastrointestinal in vitro. Se colocaron 49 pl de las muestras en un tubo
Eppendorf color ambar por separado, en seguida se agregan 49 ul de enzima alfa
amilasa 100 U/ml disuelta en buffer de fosfatos (pH 6.9, 20 mM). Se dejaron reposar
por 10 minutos a temperatura ambiente. Posterior al reposo se adicionaron 164 pl de
almiddn al 3% disuelto en buffer de fosfatos (pH 6.9, 20 mM). Nuevamente se dejaron
en reposo por 10 min a temperatura ambiente. Después del tiempo se adicionaron
124 pl de colorante DNS (tartrato de sodio 5.3 mM, hidroxido de sodio 2 M, acido 3-
5 dinitrosalicilico 96 mM). Posteriormente se hirvieron los tubos en agua durante 5
min para detener la reaccion. Finalizado el tiempo, se adicionaron 1,114 pl de agua.
Cada una de las muestras se coloc6 en una microplaca de 96 pozos y se leyé en un
espectrofotometro MultiSkan Go a una longitud de onda de 540 nm. Se realiz6 una

curva de calibracion de 25-300 pug/ml de acarbosa.

La actividad inhibitoria de alfa amilasa pancreatica se expresa como porcentaje de

inhibicién utilizando la siguiente férmula:

Abscontrol - Absmuestra

% inhibicion = ( ) * 100

Abscontrol

Donde la Abscontrol fue la absorbancia sin la muestra y Absmuestra €S la absorbancia del

extracto de la muestra.
4.2.3 Digestion gastrointestinal in vitro

Las muestras de pistache se sometieron a una digestion gastrointestinal in vitro, la
cual consta de cuatro fases: boca, estobmago, intestino y colon. A continuacion se
describe brevemente la metodologia, la cual involucra la participacion de individuos
sanos y el uso de intestinos de rata, el experimento fue aprobado por el Comité de

Bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro
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(ANEXO 3) con numero de oficio CBQ21/104, tomando en cuenta las disposiciones
para el manejo correcto de animales de laboratorio establecidas en la NOM-062-
Z00-1999. Por lo que, una persona capacitada realizo los procedimientos que se
describen a continuacién. Cabe mencionar que este proyecto es parte del proyecto

con namero de oficio CBQ19/013, aprobado por el comité de bioética.

De cada una de las etapas de la digestion (boca, estdmago, intestino y colon), se
tomaron alicuotas para la cuantificacion de fenoles, flavonoides y la capacidad

antioxidante como se describié anteriormente.
4.2.3.1 Simulacién de las condiciones de la boca

Se realizé la metodologia adaptada y descrita por Campos-Vega y col. (2015). Se
invitaron a 4 individuos sanos al estudio, proporcionandoles previamente un
consentimiento informado por escrito (ANEXO 2); los cuales después de cepillarse
los dientes sin pasta dental, masticaron 1 g de la muestra de pistache durante 15
veces por 15 segundos vaciando el contenido en un vaso con 5 ml de agua destilada.
Inmediatamente los voluntarios enjuagaron la boca con 5 ml de agua destilada 15
veces por 15 segundos para después depositarla en el mismo vaso. Al finalizar se
mezclaron las suspensiones de cada muestra en un vaso, es importante tomar en
cuenta que se empled un blanco el cual contenia agua destilada en lugar de la

muestra de pistache.
4.2.3.2 Simulacion de las condiciones del estbmago

Para la digestion gastrica se tomd una alicuota de 10 ml, la cual se ajusté a pH 2
usando solucién de HCI (150 mM, 2-81 ml). Se afiadié una solucién de pepsina (0.055

g en 0.94 ml de HCI 20 mM) a cada muestra y se incubo durante 2 h a 37°C.
4.2.3.3 Simulacién de las condiciones del intestino delgado

Se preparé un extracto intestinal 30 minutos antes de su uso disolviendo 3 mg de hiel
de buey y 2.6 mg de pancreatina de pancreas porcino en 5 ml de una solucién
amortiguadora Krebs-Ringer (NaCl 118 mM, NaHCOs 25 mM, glucosa 11 mM, KCI
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4.7 mM, CaClz 2.5 mM, MgS0O4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM con pH 6.8). Esta solucion
(5 ml) fue afiadida a cada muestra y blanco procedente de la digestion gastrica; la
suspension (15 ml) se transfiri6 a un recipiente que contenia un saco intestinal

invertido de rata.
4.2.3.3.1 Técnica del saco intestinal invertido en ratas
4.2.3.3.1.1 Manejo de los animales

Se emplearon 5 ratas macho de la cepa Wistar (peso entre 250-300 g, de 8 semanas
de edad), clinicamente sanas, a las que se les realizé verificacion de sexo, peso y
constancia de salud. Se alojaron dos ratas por jaula de acero inoxidable (187 cm de
area por 18 cm de alto) que permitié la entrada de aire y luz y un clip a prueba de
escape. Las ratas se mantuvieron bajo condiciones controladas de humedad (30-70
%), temperatura adecuada (2112 °© C), con ciclos dia/noche de 12/12 h y condiciones
aceptables de limpieza y ventilacién constante (NOM-062-Z0O0-1999). Se les
alimento con alimento comercial Rodent Lab Chow 5001 (Nupec, Querétaro). Previo
al procedimiento quirargico, las ratas fueron mantenidas en ayuno durante la noche

(16 h) con agua ad libitum.
4.2.3.3.1.2 Sacrificio de los animales y preparacion del saco intestinal invertido

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (60 mg/kg) para producir la
sedacion, el intestino de las ratas fue expuesto por una incisién abdominal de la linea
media para la obtencidn del yeyuno proximal de rata (20-25 cm) el cual fue
segmentado en trozos de aproximadamente 6 cm y se colocaron en la solucion
amortiguadora de Krebs-Ringer gasificada a 37°C. Posterior a la extraccién del
intestino, de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999 se administré pentobarbital sodico
(120 mg/kg) para producir la eutanasia de los animales. Los fragmentos de intestino
se lavaron con la misma solucion de Krebs-Ringer, se voltearon suavemente y se
ataron de un extremo. Cada intestino se llen6 con 2 ml de solucién Krebs-Ringer y
se até para alcanzar una longitud final de aproximadamente 4 cm, el cual fue
incubado en un bafio de agua con agitacion oscilante (80 ciclos por minuto, 37°C, 1
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h) conteniendo los 15 ml de la solucién anterior (procedente de la digestién gastrica)
bajo una atmosfera anaerobica (COz) durante 15, 30 y 60 minutos. Después del
periodo de incubacién se retiraron los sacos para obtener la muestra contenida fuera
del saco, la cual se denominé fraccion no digerible (FND) y posteriormente ser

sometida a una fermentacion coldnica in vitro.
4.2.3.3.1.3 Manejo de los animales después del sacrificio

Los restos de los animales fueron etiquetados y almacenados en bolsas para
residuos biolégicos para su debido transporte e incineracion (NOM-087-ECOL-
SSA1-2002). El material quirurgico utilizado se dej6é remojar con cloro por 12 h, se

lavé y esteriliz6 para su posterior almacenamiento.
4.2.3.4 Simulacién de las condiciones de fermentacion colénica in vitro de la FND

La fermentacién col6nica in vitro se llevé a cabo de acuerdo con la metodologia
descrita por Campos-Vega y col. (2009). Se empleé como control positivo el blanco
del proceso de digestion gastrointestinal in vitro mencionado anteriormente sin
carbohidrato disponible para ser fermentado. Se utilizé inoculo fecal humano como
fuente representativa de la microbiota colénica, el cual fue obtenido de la primera
evacuacion de 2 individuos voluntarios sanos, con ausencia de enfermedades
gastrointestinales y sin haber consumido antibioticos en los 3 meses previos a la

toma de muestra.

Se prepararon tubos estériles con 9 ml de medio de cultivo basal que contenian (g/L):
Agua peptonada (2), extracto de levadura (2), cloruro de sodio (0.1), fosfato dibasico
de potasio (0.04), fosfato monobasico de potasio (0.04), sulfato de magnesio
heptahidratado (0.01), cloruro de calcio dihidratado (0.01), carbonato de sodio (2),
cisteina HCI (0.5), sales biliares (0.5), Tween-80 (2 ml) y hematina (0.2, previamente
diluida en 5 ml de NaOH). Los tubos se sellaron y mantuvieron bajo una atmésfera
anaerobia que contenia una mezcla de gases (H2-CO2-N210:10:80 volumen) durante
24 horas. El inéculo fecal (3 g) se homogeniz6 con 27 ml de solucién de fosfato de
sodio 1 M a pH 7. Los tubos con el medio de cultivo basal fueron inoculados con 1
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ml de homogenizado fecal, se adicion6 FND proveniente de la digestion intestinal
(100 mg del precipitado soélido y 0.5 ml del sobrenadante liquido), del blanco 1 ml e
inulina 100 mg como control positivo de la fermentacién. Los tubos se agitaron con
vortex durante 30 s y se incubaron en un bafio de agua a 37 °C. El flujo de la mezcla
de gases se mantuvo continuo hasta el término de la fermentacion. Los productos de

la fermentacién coldnica se almacenaron a — 70 °C hasta su analisis.
4.2.4 Quimiometria y quimica medicinal

Se evaluaron in silico los compuestos fenélicos mas bioaccesibles de acuerdo con la
literatura durante la digestion en intestino delgado del pistache (catequina (CAT),
catecol (CTC) A (CTC-A), acido gélico (GA), Epicatequina (ECAT), Eriodictyol-7-O-
glucosido (E7G), Cyanidina-3-O-glucosido (Cy3G), Quercetin-3-O-rutinésido (Q3R),
Genisteina (GEN), Apigenina (APG), Genisteina-7-O-glucésido (GEN7G), Daidzeina
(DAI) y Kaemferol (KF)). Los datos de prediccion de bioactividad y quimioinformética
molecular, incluidas las propiedades de ADMET y la quimica medicinal, se calcularon
utiizando  descriptores  canonicos SMILES  obtenidos de  Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando AdmetSAR 2.0

(http://iImmd.ecust.edu.cn/admetsar2), swissADME (http://www.swissadme.ch/) y

Moliinspiration (https://www.molinspiration.com/), software de acceso gratuito.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Composicion quimica y nutracéutica del pistache con cascara y sin cascara

El contenido de lipidos, proteinas, carbohidratos, cenizas y humedad tanto del

pistache con piel (PCP) y pistache sin piel (PSP) tostados con sal se presentan en el

Cuadro 3.

Cuadro 3. Composicion quimica y nutracéutica del pistache (Pistacia vera L.)

PCP PSP

Lipidos (g) 46.91 + 1.56 51.34 £ 0.03*
Proteinas (Q) 23.07 £ 0.81 24.36 £ 1.41*
Carbohidratos (g) 24.45 £ 0.80* 18.54 £ 1.49
Fibra dietaria total (Q) 13.03 £ 0.20* 9.50 £ 0.30

Soluble (g) 12.43 + 0.20* 9.17 £ 0.20

Insoluble (g) 0.60 + 0.00* 0.33+0.00
Cenizas (9) 4.22 +0.12* 3.19+0.01
Humedad (Q) 1.35+0.24 2.57 £ 0.06*
Fenoles totales (mg EAG) 3.34 £ 0.40* 2.34 £ 0.20
Flavonoides totales (mg ER) 1.71+030* 1.08 £ 0.10

Los valores se expresan como la media (g o mg por 100 g) * la desviacion estandar
(n=3); Pistache con piel (PCP); pistache sin piel (PSP); equivalentes de acido galico
(EAG) vy rutina (ER). Diferencia estadistica significativa (prueba t de Student para
datos no pareados, p <0.05) entre muestras (*).

De acuerdo con los resultados obtenidos, los macronutrientes mas abundantes del
PSP son los lipidos (51.34 %), seguido de las proteinas (24.36 %), los carbohidratos
(18.54 %) y la fibra dietaria (9.50 %). El PCP presenté un menor contenido de estos,

pero un mayor contenido de fibra (13.03 %).

El contenido de lipidos del PSP fue estadisticamente mayor en comparaciéon con el
PCP, los cuales fueron 51.34 g/ 100 g y 46.91 g/ 100 g, respectivamente. Esto se
puede deber a que la mayoria de los compuestos lipofilicos se encuentran en la nuez,

mientras que los compuestos hidrofilicos estan presentes en la piel (Liu y col., 2014),
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teniendo asi mayor contenido de lipidos en PSP. Hernandez-Alonso y col., (2016),
reportaron un contenido de lipidos en el pistache tostado seco de 43.4 g/ 100 g, el
cual corresponde a un 7.05 % menos que el contenido de lipidos en el PCP. Estas
diferencias pueden ser atribuidas a la variedad de pistache, el tipo de tostado, asi

como el proceso de extraccion.

Cabe mencionar que el pistache es rico en acidos grasos mono (24.5%) y
poliinsaturados (13.3%). Mas del 70% de las grasas totales corresponde a acido
oleico y linoleico, por lo que las grasas saturadas son muy bajas (5.6%), por
consiguiente, se sugiere que el pistache promueve perfiles lipidicos saludables en

sangre, reduce los niveles de colesterol y triglicéridos (Terzo y col., 2019).

Al igual que los lipidos, el contenido de proteina fue estadisticamente mayor en el
PSP (24.36 g/ 100g) comparado con el PCP (23.07 g/ 100 g). Se ha reportado que
el contenido de proteina en el pistache es de 21 g/100 g (Hernandez-Alonso y col.,
2016). Los valores de proteina obtenidos en el presente trabajo son ligeramente
mayores a lo reportado por los autores, estas diferencias pueden ser debidas a la
variedad del pistache. Por lo tanto, el pistache es rico en proteina vegetal, ademas
de que tienen un alto porcentaje de aminoacidos esenciales, como la lisina y L-
arginina correspondiente a 9.5 g/100 g (Herndndez-Alonso y col., 2016; Terzo y col.,
2019).

Otro de los contribuyentes mas abundantes del pistache son los carbohidratos. En el
presente trabajo se encontro diferencia estadistica significativa, siendo el PCP el que
contiene mas carbohidratos respecto al PSP con un 24.45 g/ 100 gy 18.54 g/ 100 g
respectivamente. De acuerdo a lo reportado por Hernandez-Alonso y colaboradores
(2016) se pueden tener valores de hasta 29 g/ 100 g en el pistache.

El contenido de carbohidratos presentes en el pistache reportado por Terzo y
colaboradores (2019), corresponden al 2.17 g en azucares, 0.47 g de almidény 2.9
g de fibra. No obstante, aunque la cantidad de carbohidratos es mayor comparado

con otras nueces, datos de varios estudios epidemiolégicos y ensayos clinicos
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sugieren que su consumo no esta relacionado con el mal funcionamiento del
metabolismo de la glucosa y su consumo esta inversamente relacionado con un
mayor riesgo de enfermar por diabetes mellitus tipo 2. Esto se puede deber a que el
pistache es rico en fibra, grasas saludables y antioxidantes. Ademas, presenta un
indice glucémico bajo, que contribuye a mantener la saciedad por mas tiempo

(Hernandez-Alonso y col., 2016).

En cuanto al contenido de fibra total se encontro significativamente mayor en el PCP
en comparacion con el PSP (13.03 g/100 g y 9.50 ¢g/100 g, respectivamente). El
porcentaje de fibra total del pistache fue ligeramente menor a lo reportado por Ros
(2015), el cual fue de 9.0 g/100 g.

El contenido de fibra soluble para el PCP fue de 12.43 g/100 g, mientras que para el
PSP fue de 9.17 g/100 g; el contenido de fibra soluble para el PCP fue de 0.60 g/100
gy para el PSP de 0.33 g/100 g. Por lo que se puede decir que el contenido de fibra
insoluble corresponde al 95.40 % de la fibra total y el 4.60 % a fibra soluble en el
caso del PSP, mientras que para el PCP la fibra insoluble corresponde al 96.53 %y
para fibra soluble el 3.47 %. Los valores de fibra insoluble y soluble se muestran
diferentes a lo previamente reportado por Dreher (2012), los cuales corresponden a

un 80% y 20 % de fibra insoluble y soluble.

En estudios prospectivos se establece que existe una relacién inversa entre la fibra
soluble e insoluble y el riesgo de enfermedades cardiovasculares (ECV). Esto se
puede deber al mecanismo de reduccién de lipidos en sangre atribuido a la fibra para
aumentar el volumen de las heces y disminuir el tiempo de transito en el intestino,

interfiriendo asi la absorcion de colesterol (Dreher, 2012).

El contenido de cenizas del pistache se observo en mayor porcentaje en el PCP (4.22
g/100 g) en comparacion con el PSP (3.19 g/100 g). Cabe mencionar que, el
contenido de cenizas se refiere al residuo inorganico que queda después de la
igniciéon o la oxidacién completa de la materia organica en una muestra de alimento.

Consiste principalmente de los minerales presentes en el alimento, los cuales se
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consideran micronutrientes esenciales para la salud humana debido a que participan

en procesos biolégicos del cuerpo humano (Ismail, 2017).

Los principales minerales presentes en el pistache corresponden a potasio (59 %),
fosforo (28%), magnesio (6 %), calcio (6 %) y otros (1 %) como cobre, hierro, selenio,
sodio y zinc (Hernandez-Alonso y col 2016). El pistache es una de las nueces que
tiene mayor cantidad de potasio, el cual es necesario para el funcionamiento celular
normal y tono vascular. Ademas de que contienen zinc y selenio, ambos minerales
relacionados con la prevencion de enfermedades cardiovasculares (ECV) y algunos
tipos de cancer (Terzo y col., 2019).

Debido a que el pistache (Pistacia vera L.) es una buena fuente de lipidos y proteinas,
fuente moderada de fibra dietaria total y de micronutrientes puede inducir la saciedad
y por lo tanto reducir la ingesta frecuente de alimentos reduciendo la obesidad y ECV.
Ademas de que su consumo esta inversamente relacionado con un mayor riesgo de
diabetes mellitus tipo 2 (Jun-Yang y col., 2009; Terzo y col., 2019), y con una alta
actividad como agente contra el cancer y patégenos (Mandalari y col., 2013).

Los pistaches también son fuente de compuestos bioactivos como compuestos
fendlicos y flavonoides. En el Cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos de la

cuantificacion de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales del PCP y PSP.

El mayor contenido de fenoles totales se presenté en el PCP comparado con el PSP
(3.34 mg ER/g y 2.43 mg EAG/qg, respectivamente). Esta tendencia se repiti6 en el
contenido de flavonoides totales (1.71 mg ER/g en PCP y 1.08 mg ER/g en PSP). El
PCP contiene mas fenoles y mas flavonoides que el PSP; esto se puede deber a que
la piel del pistache es una fuente de polifenoles, como antocianinas, flavonoides,
estilbenos, cianidin-3-galactésido, catequina, quercetina, luteina y miricetina (Liu y
col., 2014; Terzo y col., 2019). Teniendo asi mayor cantidad de fenoles totales y
flavonoides en PCP. Debido a que dichos compuestos antioxidantes se encuentran
presentes en la cascara blanda, estos compuestos se pueden perder facilmente

cuando el pistache se pela o se tuesta (Ros, 2015).
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Compuestos fendlicos (ng EAG/g)

Debido a las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias que aportan los
compuestos fendlicos, el pistache se considera como un alimento que puede tener
un efecto protector contra enfermedades relacionadas con la sobreproduccion de
radicales, como enfermedades cardiovasculares y cancer. Ayudando a mejorar la
funcién endotelial y disminuir las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Dreher, 2012;
Terzoy col., 2019).

5.2 Bioaccesibilidad in vitro de fenoles y flavonoides

En el Cuadro 4 y la Figura 4 se muestra la bioaccesibilidad de los fenoles y
flavonoides totales durante la digestion gastrointestinal y fermentacion colénica in
vitro del PCP y PSP.
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Figura 4. Bioaccesibilidad de a) fenoles totales (ug EAG) y b) flavonoides totales (ug
ER) del pistache con piel (PCP) y sin piel (PSP) durante la digestién gastrointestinal
y fermentacion coldnica in vitro. Los resultados se presentan como la media * la
desviacion estandar. Diferencia estadistica (prueba t de Student para datos no
pareados, p <0.05) entre muestras (*) y misma etapa de digestion. Equivalentes de

acido galico (EAG); equivalentes de rutina (ER).
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De acuerdo a los resultados obtenidos, la concentracion de fenoles totales (Cuadro
4 y Figura 4a) tanto en el PCP como en el PSP no presenté diferencia estadistica
significativa en las etapas de boca y estomago. En la etapa oral, se obtuvieron
valores de 0.025 y 0.031 pg EAG/qg, respectivamente. Dichos valores representan
una baja bioaccesibilidad en ambas muestras (PCP y PSP) teniendo un porcentaje
de bioaccesibilidad de 0.73 % para PCP y 1.26 % para el PSP (Cuadro 5).

En el caso del estbmago la concentracion fue similar que la etapa de la boca,
teniendo valores de 0.024 y 0.035 pug EAG/g, respectivamente. Correspondiente al
0.65 % (PCP) y 1.45 % (PSP) de porcentaje de bioaccesibilidad. Esta baja
bioaccesibilidad de fenoles totales en dichas etapas durante la digestion
gastrointestinal se puede deber a que durante la masticacibn se determina la
bioaccesibilidad de lipidos, rompiendo algunas paredes y exponiendo su contenido a
las enzimas digestivas (McArthur y Mattes, 2019). Esto provoca la interaccion de los
compuestos fendlicos con la grasa presente en las muestras, teniendo como
resultado una baja bioaccesibilidad debido al aumento de micelizacion, el cual ejerce

un efecto protector sobre los compuestos fendlicos (Dominguez-Avila y col., 2017).

Por otra parte, la bioaccesibilidad de los fenoles totales se vieron favorecida en la
etapa del intestino delgado en ambas muestras (PCP y PSP) a los 15 min alcanzaron
valores de 0.546 y 0.632 ug EAG/g, respectivamente. Equivalente al 15.27 % (PCP)
y 26.00 % (PSP) de porcentaje de bioaccesibilidad, comparado con las otras etapas
de la digestion. Como se observa en la Figura 4a, después de la etapa del estbmago,
es decir, posterior a la adicion de pepsina, la cantidad de compuestos fenodlicos
totales incrementa para ambas muestras. Lo cual concuerda con lo reportado por
Garcia-Gutiérrez y colaboradores (2015). Dicho aumento se puede deber a las
condiciones de pH, temperatura y reacciones enzimaticas que hacen mas
bioaccecibles los metabolitos. Por lo tanto, se puede observar que los fenoles totales
de ambas muestras se liberan y se absorben en el intestino delgado, con la
posibilidad de alcanzar el sistema circulatorio. De acuerdo con Shahidi y Peng (2018)

los compuestos fendlicos del pistache son absorbidos en el intestino delgado solo
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parcialmente, porque podrian estar unidos a macromoléculas insolubles (fibra y
proteinas) por lo tanto, podrian llegar al colon para convertirse en sustratos
fermentables por la microbiota colénica. Ademas, cabe mencionar que la
bioaccesibilidad se puede ver afectada por la fibra dietaria (Parada y Aguilera, 2007;
Saura-Calixto y col., 2010). Sin embargo, diferentes estudios in vitro han demostrado
gue los compuestos fendlicos se asocian a la fibra y no son bioaccesibles en el
intestino delgado, por ende, no llegan a la circulacion y al estar unidos a la fibra
dietaria esta los transporta hasta el intestino grueso como metabolitos de
fermentacion colénica y como polifenoles libres no fermentables. Lo cual, tiene un
efecto positivo en la salud intestinal derivado del metabolismo bacteriano en el colon,
teniendo caracteristicas prebioticas al promover el crecimiento de bacterias
benéficas e inhibir las bacterias patdgenas (Saura-Calixto, 2011; Dominguez-Avila y
col., 2017).

Debido a que el contenido inicial de compuestos fendlicos en el extracto corresponde
a 3.34 mg EAG/g (PCP) y 2.34 (PSP) (Cuadro 3), se esperaba que el PCP presentara
una mayor bioaccesibilidad durante el tracto gastrointestinal. Sin embargo, esto no
ocurrid, por lo que se sugiere que se puede deber a que los compuestos fendlicos se
encuentren principalmente unidos a fibra. El contenido de fibra total en el PCP es de
13.03 g/ 100 g de muestra, mientras que el PSP tiene solo 9.50 g de muestra (Cuadro
3). Tomaino y colaboradores (2010), encontraron que los grupos fendlicos que se
encuentran en el pistache estan presentes en mayor cantidad en las pieles que en la

semilla, lo cual concuerda con los resultados de este estudio.

Mientras que, los estudios realizados por Garavand y colaboradores (2015)
mostraron que el contenido total de fenoles en los extractos de la cascara de pistache
vario de 179 a 76 mg EAG/g muestra seca, por lo tanto, en el presente estudio se
tiene un menor contenido de fenoles totales a lo reportado por estos autores, esta
diferencia se puede deber a los disolventes empleados para la extraccion de fenoles,
por su alta polaridad y buena solubilidad en agua de tales fitoquimicos presentes en

la cascara verde del pistache. La cantidad de los compuestos fenélicos depende de
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muchos factores, tales como la matriz del alimento, pH, temperatura, presencia de
inhibidores o potenciadores de la absorcion, presencia de enzimas, huésped, y otros
factores relacionados (Tagliazucchi y col., 2010; Aguillén-Osma y col., 2019). La
mayoria de los compuestos polifendlicos presentes en los alimentos se encuentran
como ésteres, glucésidos o polimeros que no pueden ser absorbidos en su forma
nativa teniendo que ser hidrolizados ya sea por las enzimas intestinales como la [3-
glucosidasa y la lactasa-pirozil-hidrozilasa o por la microbiota coldnica (DArchivio y
col., 2007).

El contenido de fenoles totales durante la digestiéon en el intestino delgado disminuye
dependiendo del tiempo de incubacion de un 45 a 34 % (Garcia-Gutiérrez y col.,
2015); se ha reportado que sélo de 5 al 10 % de la ingesta total de compuestos
fendlicos se absorbe en el intestino delgado; los compuestos fendlicos restantes
pueden acumularse en el intestino luminal, donde pueden ser metabolizados por la
microbiota intestinal. La microbiota coldnica es responsable del metabolismo de las
estructuras fendlicas originadas para formar una serie de metabolitos fendlicos de
bajo peso molecular que, una vez absorbidos, podrian ser responsables de los
efectos sobre la salud intestinal (estado antioxidante, modulacién de la microbiota)
derivada del consumo de alimentos ricos en fenoles (DArchivio y col., 2007; Jacobs
y col., 2009; Manach y col., 2004; Pérez-Jiménez y col., 2009; Saura-Calixto 2011).

En la etapa del colon, la mayor concentracién obtenida en el PCP se dio a las 4 h
conunvalor de 0.188y para el PSP las 24 h con 0.349 ug EAG/g, lo cual corresponde
al 2.82 %y 14.19 % de porcentaje de bioaccesibilidad, respectivamente. Por lo tanto,
los compuestos fendlicos unidos a fibra y proteina pueden llegan al colon, para ser
sometidos a fermentacion colonica y ser liberados después de las 4 h de incubacion
para ambas muestras, por lo tanto, otorgar beneficios a la salud al disminuir el pH y

prevenir el crecimiento microbiano patégeno en el colon (Shahidiy Yeo, 2016).
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Cuadro 4. Bioaccesibilidad de fenoles y flavonoides totales del pistache con piel
(PCP) y sin piel (PSP) durante la digestion gastrointestinal in vitro.

Etapa PCP PSP

Boca 0.025 £ 0.00 0.031+£0.01
Estébmago 0.024 + 0.01 0.035+0.01
Intestino delgado FND
15 min 0.546 £ 0.04 0.632 £ 0.09
30 min 0.134 £ 0.08 0.181 £ 0.02
60 min 0.000 = 0.00 0.831 = 0.01*
Intestino delgado FD

Fenoles 15 min 0.511 £ 0.08 0.000 = 0.00

(Mg EAG/g 30 min 0.120+0.02  0.044 +0.01

muestra) 60 min 0.181£0.02*  0.347 +0.01
Colon
2h 0.000 £ 0.00 0.001 £ 0.00
4 h 0.188 =+ 0.06 0.107 £ 0.05
6 h 0.051 £ 0.02 0.160 = 0.90
12 h 0.000 = 0.00 0.057 £ 0.02
24 h 0.044 = 0.00 0.349 = 0.02*
Boca 0.101 £ 0.01 0.092 £ 0.01
Estémago 0.164 £ 0.01 0.144 + 0.01
Intestino delgado FND
15 min 0.160 £ 0.01* 0.038 = 0.00
30 min 0.461 £ 0.08* 0.078 £ 0.00
60 min 0.262 + 0.02* 0.133+£0.01
Intestino delgado FD

, 15 min 0.042 £ 0.01 0.068 + 0.02

(Fd‘;“’ggfgdes 30 min 0.026 £0.00  0.027 +0.00

muestra) 60 min 0.110+0.04  0.088 +0.01
Colon
2h 0.025 +0.01 0.107 £ 0.04
4h 0.000 = 0.00 0.008 = 0.00
6 h 0.032 £ 0.00 0.000 = 0.00
12 h 0.156 £ 0.01 0.128 = 0.05
24 h 0.040 + 0.00 0.795 + 0.02*

Los resultados se presentan como la media * la desviacion estandar. Diferencias
estadisticas significativa (prueba t de Student para datos no pareados, p <0.05) entre
muestras (*) y misma etapa de digestion. EAG, equivalentes de acido gélico; ER,
equivalentes de rutina, fraccién no digerible (FND), fraccion digerible (FD).



La concentracién de flavonoides (Cuadro 4, Figura 4b) tanto en PCP y PSP no
presentd diferencia estadistica significativa en la etapa oral y gastrica. En la etapa
oral se obtuvieron valores de 0.101 y 0.092 ug ER/g, respectivamente. Teniendo un
porcentaje de bioaccesibilidad de 0.73 % para PCP y 1.26 % para PSP (Cuadro 5).

Ambos valores representan una baja bioaccesibilidad, incluso menor comparada con
los compuestos fendlicos totales. En la etapa del estbmago se observo un incremento
en la bioaccesibilidad con 0.16 y 1.44 ug ER/g, respectivamente. Correspondiente al
9.57 % (PCP) y 1.44 % (PSP) de porcentaje de bioaccesibilidad. Este aumento de
bioaccesibilidad se puede deber a que los flavonoides son susceptibles a la hidrélisis
acida, por lo tanto, se pueden liberar monomeros derivados de flavonoides por las
condiciones de pH bajo; sin embargo, su contenido disminuye en los pasos
posteriores como consecuencia del ambiente alcalino (Garcia-Gutiérrez y col., 2015;
Dominguez-Avila y col., 2017; Agudelo y col., 2018). La biaccesibilidad de
flavonoides en PCP fue mayor que PSP a nivel oral, gastrica e intestinal. Mientras

gue en la etapa coldnica se vio reducida.

El PCP alcanz6 la mayor bioaccesibilidad en la etapa del intestino delgado a los 30
min de incubacién teniendo valores de 0.46 pg RE/g con un porcentaje de
bioaccesibilidad de 26.96 %. Mientras que, el PSP presento el mayor valor a las 24
h de fermentacion coldnica (0.795 ug RE/g), correspondiente a un 75.38 % de
porcentaje de bioaccesibilidad. Esto se puede deber al alto contenido de flavonoides
en la cascara del pistache. Como se observa en el Cuadro 3, el contenido de
flavonoides totales en el extracto es de 1.71 pg RE/g en el PCP y 1.08 ug RE/g en el
PSP, lo obtenido concuerda con lo reportado por Tomaino y colaboradores (2010).

Como se observo en los resultados, la bioaccesbilidad de los flavonoides fue mas
baja comparada con los fenoles totales, esto se puede deber a que ademas de las
interacciones que pueden tener los flavonoides con la fibra y proteinas ocurren
interacciones con otros compuestos de la matriz alimentaria, como los azUcares y
acidos grasos a través de enlaces covalentes, produciendo reacciones de
epimerizacion disminuyendo asi su bioaccesibilidad.
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Cuadro 5. Porcentaje de bioaccesibilidad de fenoles en las diferentes etapas de la

digestidon gastrointestinal y fermentacién coldnica in vitro.

Boca 0.73+£0.03 1.26 £ 0.50
Estdmago 0.65+0.51 1.45 £ 0.67
Intestino delgado FND
15 min 15.27 £ 0.46 26.00 £ 8.10
Fenoles 30 min 3.90 £ 3.90 7.44 +0.80
totales 60 min 0.00 £ 0.00 33.65+0.81*
Colon
2h 0.00 £ 0.00 0.03 +£0.03
4 h 2.82+£0.89 4.40 +1.99
6 h 1.48 £ 0.45 6.58 + 3.69
12 h 0.00 £ 0.00 2.34+2.28
24 h 0.00 £ 0.00 14.19 + 0.54*
Boca 0.73+0.03 1.26 £ 0.49
Estémago 9.58+041 13.3+£1.33
Intestino delgado FND
15 min 9.32+0.39 3.48 £0.91
Flavonoides 30 min 26.96 + 4.73 7.22 +0.38
60 min 13.36 £ 0.62 10.94 £ 0.35
Colon
2h 1.43+1.43 9.88 +9.88
4 h 0.00 +0.00 0.69 + 0.69
6 h 1.85+ 1.85 0.00 £ 0.00
12 h 7.58 £1.00 11.85+4.84
24 h 2.47 £ 0.06 75.38 £ 1.54*

Los resultados se expresan como la media * la desviacion estandar de dos muestras
independientes por triplicado. Pistache con piel (PCP); pistache sin piel (PSP). Se realiz
la prueba estadistica de t Student para datos no pareados (p<0.05),* representa diferencia
estadistica significativa. Tomando como 100 % el contenido de compuestos bioactivos del

extracto inicial.

De acuerdo con Mandalari y colaboradores (2013) quienes reportaron que la

absorcion de la catequina podria ser afectada por dicha reaccion. Liberando
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alrededor del 90 % de los flavonoides en el compartimiento gastrico, con poco o sin

aumento en la fase duodenal.

Sin embargo, esto difiere de los resultados obtenidos, donde se observé una
liberacion de flavonoides durante toda la digestidn intestinal y colénica. Durante la
digestion gastrointestinal superior pueden ser liberacién por las interacciones con
enzimas digestivas, mientras que, los flavonoides que no se absorben en el intestino
delgado y se encuentran unidos a la fibra dietaria pueden llegar al colon para ser
fermentado por la microbiota colénica (Parada y Aguilera, 2007; Saura-Calixto y col.,
2010; Gonzales y col., 2015).

La liberacion parcial durante el paso por la digestion se debe a que existen diferentes
interacciones de los flavonoides con los componentes de la matriz alimentaria
formando enlaces no covalentes (fibra dietaria), hidr6fobos (proteinas) y covalentes
(acidos grasos). Por lo tanto, estas se ven debilitadas parcialmente por la accion
mecanica y quimica, liberando asi los compuestos fendlicos. Cabe mencionar que,
en el colon se libera una cantidad adicional de los flavonoides por accién enzimatica
de la microbiota, las condiciones de pH, temperatura y reacciones enzimaticas,
lograron liberar los compuestos que en un principio se encontraban unidos a fibra y/o

proteina (Garcia-Gutiérrez y col., 2015)

La r4pida bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos presentes en el estbmago
maximiza el potencial de absorcion en el duodeno y contribuye a la relacion benéfica
entre el consumo del pistache y sus benéficos a la salud. Los resultados obtenidos
en el presente trabajo demuestran que los fenoles y flavonoides del pistache son
bioacccesibles durante la digestion gastrointestinal simulada, por lo tanto, son
capaces de absorberse en el tracto gastrointestinal superior. Por ejemplo, ha sido
reportado que los acidos fendlicos como acido galico y clorogénico se absorben en
la parte superior del tracto gastrointestinal dentro de 1 a 2 h después de la ingesta
(Mandalari y col., 2013).
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5.3. Coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) €x vivo de fenoles y flavonoides del

pistache.

El coeficiente de permeabilidad aparente de apical a basolateral (Papp Ap>BL) S€

calculd6 utilizando la siguiente ecuacion:

, v Cr
= *
app AP=BL ™ Ay t(min) €y * 60

Donde V es el volumen del contenido dentro del saco intestinal, A es el area o
superficie del segmento intestinal (calculada por la ecuacion A=2trrh, siendo r el radio
del segmento intestinal y h es la longitud del segmento intestinal), t es el tiempo de
incubacion (en min), Co es la concentracion inicial en el lado de la mucosa (fuera del
saco intestinal, es decir, la concentracion del metabolito a calcular que provenia de
la fase estomacal a los 60 min de incubacién) y Csu es la concentracion de la fraccién
digerible a un tiempo determinado (en minutos).

Mientras que, la permeabilidad aparente de basolateral a apical (Papp BL> AP) S€

calculo utilizando la siguiente ecuacion:

. % Cr
= *
app BL2AP ™ A« t(min)  Cy * 60

Donde Cr2 es la concentracion de la fraccion no digerible luego de un tiempo
determinado (en minutos), los otros parametros son los mismos que se emplearon

para la determinacion de la Papp ap-BL.
La relacion de flujo de salida (ER) se calculé empleando la siguiente ecuacion:

P >
ER — -appBL AP

Papp AP-BL
En el Cuadro 6 se muestran los coeficientes de permeabilidad aparente ex vivo
(siguiendo la técnica del saco intestinal invertido) del PCP y PSP de los fenoles
totales y flavonoides. De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que existe

una diferencia estadistica significativa entre el coeficiente de permeabilidad aparente
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de los fenoles totales del PCP y PSP para el transporte apical (AP, lado
correspondiente al lumen) a basolateral (BL, lado al flujo sanguineo) (Ito y col., 2005)
y el radio de eflujo (ER) a los 15 min de incubacion, teniendo los valores mas altos
de permeabilidad aparente (Papp) para el PCP Papp apseLde 67.62 x10°2 cm/s, al igual
que la Papp BL>AP S€ 0obtuvo a los 15 min (72.21 x10-3 cm/s), mientras que el ER se dio
a los 30 min (2.4 x103 cm/s). En el caso del PSP, la mayor Papp ApsBL S€ 0btuvo a los
60 min de incubacion con 10.9 x10-3 cm/s, la Papp eL>Ar fue a los 15 min de incubacion
con valor de 79.6 x102 cm/s y el RE fue a los 30 min (4.4 x10-3 cm/s) al igual que el
PCP. De acuerdo con Ma y colaboradores (2014) establecen que valores de
permeabilidad aparente igual o mayor a 14 x10° cm/s se considera altamente
permeable. Mientras que valores inferiores a 5 x10° cm/s se consideran de baja
permeabilidad. En este estudio, los valores de Papp ap>BL OScCilaron entre 2.76~67.62
x103 cm/s y los valores de Papp BLsap entre 11.4~79.6 x102 cm/s para fenoles.
Mientras que los valores de los flavonoides (Cuadro 6) de Papp apsbL fluctiian entre
0.35~2.09 x102 cm/s y los valores de Papp BLsAP entre 1.03~6.25 x10-2 cm/s, para
ambas muestras. Por lo tanto, los resultados describen que tanto el PCP como el
PSP comprenden una alta permeabilidad en ambos sentidos tanto de AP->BL como
de BL>AP.

Mientras que, en el caso de los flavonoides presentaron valores mas bajos respecto
a los fenoles totales, esta tendencia también se observa en la bioaccesibilidad de los
mismos compuestos. Esto se puede deber a que el coeficiente de permeabilidad
aparente a nivel intestinal se relaciona con la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de
algunos compuestos. Por lo tanto, reflejan de forma directa su absorcion, en mayor
o0 menor medida (Ma y col., 2014). Para el PCP Papp aAp>8L @ los 60 min fue de 1.49
x10-3 cm/s, la Papp BL>AP @ los 30 min fue de 6.25 x102 cm/s y la ER a los 30 min de
25.2 x103 cm/s. Mientras que, la mayor Papp apsBL del PSP se obtuvo a los 60 min
(1.36 x103 cm/s), la Papp BL>AP @ los 60 min (2.06 x10-2 cm/s) y de ER a los 30 min
(14.2 x102 cm/s). Por lo tanto, se sugiere que al igual que los compuestos fendlicos

los flavonoides también presentan una alta permeabilidad.
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Cuadro 6. Coeficientes de permeabilidad aparente ex vivo (Papp) de compuestos

bioactivos de pistache.

Combuesto Tiempo PCP PSP
P (min) ~ APSBL  BL-AP _ ER APLBL BL-AP  ER
eroles 15 67.620% 72212 1.1 = 79.6% =
e 30 7.91b 18.42% 2.42 2.76¢ 11.4% 4.4
60 6.002 - - 10.9% 26.2V* 2.4
15 1.12 4,332 3.0 2.09 1.62% 0.8
Flavonoides 5 0.35 6.25% 252 0.42 1.21% 14.2
60 0.74 1.78b* 3.9 0.68 1.03" 5.0

Papp S€ expresa como la media (cm.s? x 103) + desviacién estandar (n = 2). Transporte de apical (AP)
a basolateral (BL) (AP—BL) y hacia el lado contrario (BL—AP), Radio de eflujo [ER= (BL—AP).
(AP—BL)]; Debajo del limite de deteccion (--). * Diferencias estadisticas (t de Student para muestras
no pareadas, p < 0.05) entre muestras (PCP vs. PSP) y entre tiempos de incubacion (letras

superindices) para el mismo componente y muestra.

En consecuencia, pueden ser absorbidos y llegar al torrente sanguineo debido a que
existe una alta semejanza con el modelo in vivo, asi como incrementos (PCP) o
disminucién (PSP) de absorcion intestinal conforme aumenta el tiempo de incubacién
durante la digestiébn. Se sugiere que esto se relaciona con el contenido de
compuestos presentes en la cascara del pistache, por lo tanto, presentan una mayor

permeabilidad de los compuestos por su alto contenido de flavonoides en el PCP.

El Cuadro 7 muestra el porcentaje de permeabilidad de los compuestos fendlicos.
Los fenoles totales del PCP fueron rapidamente absorbidos en el intestino delgado,
alcanzando valores del 100 % de permeabilidad a los 15 min, mientras que la
absorcion de estos compuestos a partir del PSP alcanzé los maximos valores a los
60 min con 41 %, presentando diferencia estadisticamente significativa entre ambas
muestras durante todos los tiempos de incubacién. Por otra parte, los flavonoides
tuvieron un mayor porcentaje de permeabilidad en el PSP a los 60 min (74 %), al
igual que el PCP (46 %). Sin embargo, en ambas muestras en algunos tiempos de
incubacion no fue posible detectar el porcentaje de permeabilidad tanto en fenoles

como en flavonoides. Como se puede observar en algunos tiempos de incubacion no
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se presentod permeabilidad. Esto se puede deber a que dependiendo del tamafio y
grado de conjugacion sélo una parte de los compuestos fendélicos son capaces de
atravesar la pared intestinal y llegar al torrente sanguineo (Mnachy col., 2005; Pérez-
Jiménez y col., 2009).

Cuadro 7. Porcentaje de permeabilidad in vitro de fenoles y flavonoides del pistache

(Pistacia vera L.)

Porcentaje de permeabilidad (%)

Compuesto Tiempo
fendlico (min) PCP )
15 100.00 + 19.7* ND
Fenoles totales 30 96.69  2.3* 24.26 £ 6.9
60 ND 41.49 + 18.12*
Flavonoides 15 ND 29.44 + 3.4*
totales 30 5.70 £ 0.2* 34.93+0.4
60 45.85 + 18.9 74.35+15.9

Los resultados se presentan como la media = la desviacion estandar. Diferencias
estadisticas significativa (prueba Tukey, a <0.05) entre muestras (*). Pistache con piel
(PCP); pistache sin piel (PSP); no detectable (ND). Tomando como 100% el contenido de

compuesto bioactivo del extracto inicial.
5.4. Capacidad antioxidante

En el Cuadro 8 se muestra la capacidad antioxidante del PCP y PSP de los radicales
DPPH y ABTS durante la digestion gastrointestinal in vitro (boca-colon). Las
muestras de PCP exhibieron una capacidad antioxidante mas alta en ambos
radicales en comparacion con el PSP. Por lo que se observa que la cascara del
pistache aumenta la capacidad antioxidante alrededor de un 5 % mas que el pistache
sin cascara. La capacidad antioxidante se vio favorecida en la etapa del colon en
ambas muestras en un tiempo de incubacién de 4 h para el radical DPPH (7058 y
7452 mM TE/g muestra, respectivamente) comparadas con las otras etapas de la
digestidn. En la etapa del estbmago se observo la menor capacidad antioxidante (906
y 823 mM TE/g muestra, respectivamente), mientras que en la etapa con mayor

capacidad antioxidante para el PCP fue en la etapa del intestino delgado correspon-
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durante la digestion gastrointestinal in vitro.

Etapa PCP PSP
Boca 906.78 + 102.2 844.88 + 80.5
Estémago 905.87 £ 160.0 822.75 £ 45.3
Intestino delgado FND
15 min 5892.18 + 1263.2 5586.54 + 55.6
30 min 5717.00 + 864.0 5697.68 +41.2
60 min 577257 £122.2 5393.40 + 185.9
Intestino delgado FD
DPPH 15 min 5958.61 +71.5 5260.94 + 32.3
(MM TE/g 30 min 5933.69 + 497.7 5764.81 + 181.6
muestra) 60 min 5581.05 + 164.4 5473.08 + 99.8
Colon
2h 6335.34 +411.4 6622.88 £ 585.5
4h 7058.14 + 171.7 7452.09 +41.9
6 h 7030.60 + 679.3 6949.64 + 718.2
12 h 6861.58 + 273.4 6272.33 £ 668.1
24 h 6709.68 + 583.6* 6662.10 + 89.3
Boca 2.22+0.1 2.35+0.1*
Estomago 2.14+0.2 1.19+0.2
Intestino delgado FND
15 min 11.93+0.3 11.06+1.7
30 min 9.56 + 0.2* 8.66 + 0.0
60 min 10.03+0.1 9.70+£ 0.3
Intestino delgado FD
15 min 8.88+0.5 5.22+0.5
ABTS 30 min 11.33+0.4 10.57+1.0
(MMTE/g 60 min 10.37+0.0 9.86 + 0.6
muestra) Colon
2h 10.72+£0.1 10.67 £0.1
4 h 10.06 £ 0.1 950+1.6
6 h 10.51+£0.9 1355+1.3
12 h 10.75x0.5 10.15+0.7
24 h 11.47+£0.4 10.31+£0.8

Los resultados se expresan como la media * la desviacion estandar (n=4; mM
TE/ g de muestra (DPPH, ABTS). Diferencias estadisticas significativa (prueba t
de Student para datos no pareados, p <0.05) entre muestras (*) y misma etapa
de digestion. Equivalentes de trolox (TE), fraccién no digerible (FND), fraccion
digerible (FD).

Cuadro 8. Capacidad antioxidante del pistache con piel (PCP) y sin piel (PSP)
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diente a la fraccion no digerible (FND) con un valor de 11.93 mM/g muestra, a
diferencia del PSP la etapa mas favorecida fue el colon a un tiempo de incubacién
de 6 h (13.55 mM TE/g muestra).

De acuerdo con estudios previos la capacidad antioxidante estid directamente
relacionada con el contenido de compuestos fendlicos presentes en la matriz

alimentaria.

Se ha encontrado que las principales contribuciones a la inhibicion de radicales libres
por materiales vegetales es causada por los compuestos fendlicos (Garavand y col.,
2015). Lo cual se reafirma con lo mostrado en el Cuadro 3 ya que el PCP tiene mayor
contenido de fenoles y flavonoides. Ha sido previamente reportado que el pistache
es una fuente rica de antioxidantes naturales como el acido galico, la catequina,
epicatecina, entre otros. Cabe mencionar que el acido galico puede donar un a&tomo
de hidrégeno o bien, actuar como donante de electrones logrando asi un mayor
efecto antioxidante (Arjen et al., 2020). Por otra parte, se logré observar que a partir
de la fase del estbmago la capacidad aumento drasticamente, esto se puede deber
a que el pH acido del estbmago afecto la racemizacion de las moléculas, provocando
su reactividad biolégica, logrando que los compuestos antioxidantes sean mas
reactivos durante el paso de la digestion gastrointestinal (Chen et al., 2015). La alta
capacidad antioxidante en la etapa colonica se debe a que en el intestino delgado
solo se absorben parcialmente los compuestos fendélicos. Mientras que otra parte
pasan en asociacion con fibra dietaria y llegan al colon, donde pueden fermentarse
por la accion de enzimas bacterianas. Debido a que solo la microbiota col6nica es
capaz de romper la matriz de la fibra dietaria y liberar los compuestos antioxidantes
asociados en condiciones fisiologicas (pH neutro, 37 °C, ambiente reductor) creando

un ambiente antioxidante (Saura-Calixto, 2011).

Por lo tanto, el pistache tiene una alta capacidad antioxidante comparado con otros
frutos secos, por lo que se puede suponer su efecto preventivo contra el estrés
oxidativo (Stevens-Barron y col., 2019) durante su paso por el tracto gastrointestinal.
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Cuadro 9. Porcentaje de inhibicion capacidad antioxidante del pistache con piel

(PCP) y sin piel (PSP) durante la digestion gastrointestinal in vitro.

Etapa PCP PSP
Boca 100 £ 26.0 95+ 20.5
Estomago 100 £ 39.5 83+11.2
Intestino delgado FND
15 min 100 £ 45.9 100 £ 2.0
30 min 100+ 31.4 100+ 1.5
60 min 100+ 4.4 100 £ 6.8
Intestino delgado FD

DPPH 15 min 100+ 2.5+ 100+ 1.1
30 min 100 £ 17.7 100 £ 6.5
60 min 100 £5.9 100 £+ 3.6
Colon
2h 100+ 12.1 100+ 17.3
4h 100+5.1 100+ 1.2
6 h 100 £ 20.1 100 £ 21.2
12 h 100+ 4.8 99 +19.7
24 h 100 + 7.5* 100+ 11.9
Boca 100+6.2 100 £ 5.0*
Estomago 100 £ 19.6 100 £ 13.0
Intestino delgado FND
15 min 100+ 4.6 100 £ 24.3
30 min 100 + 3.6* 100+ 0.2
60 min 100+ 1.7 100+ 4.0
Intestino delgado FD
15 min 100 £ 7.2* 48+ 7.1

ABTS 30 min 100+£6.2 100 + 13.7
60 min 100+ 0.5 100 £9.3
Colon
2h 100+ 0.8 100+ 1.6
4h 93+1.0 86 +19.0
6 h 98+11.2 100 £ 15.0
12 h 100 £5.3 94 +8.1
24 h 100 + 2.5% 96+4.1

Los resultados se expresan como la media *+ la desviacion estandar (n=4;
porcentaje de inhibicion (DPPH, ABTS). Diferencias estadistica significativa
(pruebat de Student para datos no pareados, p <0.05) entre muestras (*) y misma
etapa de digestién, fraccion no digerible (FND), fraccion digerible (FD). Tomando

como 100% la capacidad antioxidante del extracto inicial.
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Como se observa en el Cuadro 9 el porcentaje de inhibicion de la capacidad
antioxidante por DPPH para el PCP fue del 100% de permeabilidad durante todas
las etapas de la digestion gastrointestinal in vitro, por lo tanto, se sugiere que debido
al contenido de compuestos antioxidantes presentes tanto en la cascara como en la

semilla pueden llegar al torrente sanguineo.

Mientras que el PSP presenté menor porcentaje de bioaccesibilidad en la etapa de
la boca, estobmago y colon con 12 h de incubacion (95, 83 y 99 %, respectivamente).
Sin embargo, no existe diferencia estadisticamente significativa entre ambas

muestras.

A diferencia de la técnica por ABTS presento menor porcentaje de permeabilidad
para ambas muestras comparada con DPPH. Los valores mas bajos de porcentaje
de permeabilidad para el PCP se presentaron en el colon a las 4 y 6 horas de
fermentacion (93 y 98 %, respectivamente). Mientras que, el PSP presentd los
valores mas bajos en la fraccion digerible (FD) en el intestino delgado a los 15 min
de incubacion (48 %), colon a las 2 h (48 %), 12 h (94 %) y 24 h (96 %). Por lo tanto,
se sugiere que ambas técnicas demuestran que el pistache con y sin piel presentan

alta capacidad antioxidante.
5.5. Actividad inhibitoria de alfa amilasa pancreatica

Se evalud la actividad inhibitoria de la alfa amilasa, para ello se realiz6 una curva de
calibracién de acarbosa a diferentes concentraciones (Cuadro 10 y Figura 5).
Posteriormente, se calculdé la actividad inhibitoria de la enzima alfa amilasa
pancreatica y el porcentaje de actividad inhibitoria de la fraccion intestinal digerible

del pistache con y sin piel.

La actividad inhibitoria de la enzima alfa amilasa pancreética fue mayor en el PSP a
los tiempos 15 y 30 min de incubacion, alcanzando una actividad inhibitoria del 100
% (Tabla 11), mientras que para para el PCP la mayor actividad inhibitoria fue a los
30 min de incubacion con 100 %.

52



Cuadro 10. Efecto de las concentraciones de acarbosa en la

actividad inhibitoria de alfa amilasa (%).

Concentracion (ug/ml) Actividad inhibitoria
50 1941 £4.2
75 24.34 £6.1
100 30.98+2.1
150 34.54 +35
175 41.88 £3.2
200 4359 +3.1
250 48.98 £ 1.2

Los resultados se presentan como la media * la desviacién estandar.

El PCP fue mas activo en la inhibicion de la alfa amilasa con valores de ICso de 6147
pg/ml a los 30 min en comparacion con el PSP que su valor mas alto de ICso fue de

6001 pg/ml a los 15 min de incubacion.
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2 40.00 o
-8 .
s . .
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o 20.00 s 2 y = 0.1473x + 13.779
S <Y e R? = 0.9719
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Figura 5. Actividad inhibitoria (%) de acarbosa a diferentes concentraciones, 50, 75,
100, 150, 175, 200 y 250 (pg/ml).

Los resultados del presente estudio mostraron que tanto el PCP y PSP poseen una
actividad inhibitoria de la enzima alfa amilasa. Esto sugiere una actividad

antidiabética, debido a que la alfa amilasa pancreéatica promueve el retraso de la
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hidrolisis del almidon, reduce la tasa de digestion y absorcion de carbohidratos,
resultando una disminucion de la hiperglucemia postprandial. Dicho efecto benéfico
ha sido relacionado con el contenido de flavonoides (Elya et al., 2012). Esto se debe
a que los compuestos fendlicos tienen la capacidad de inhibir la formacién de micelas
de colesterol, ejerciendo un papel importante en la inhibicion de la alfa amilasa
(Adisakwattana y Chanathong, 2011).

Cuadro 11. Valores de ICso y actividad inhibitoria (%) de pistache cony sin piel de la
fraccion digerible de la digestion gastrointestinal in vitro.
ICs0 (Mg/ml) y Actividad inhibitoria (%)

Tiempo (min) PCP PSP
15 5263.12 + 542.3 (84) 6001.42 + 184.5 (100)
30 6146.88 + 152.3 (100) 5761.40 + 210.8 (100)
60 5270.57 £ 601.9 (84) 5462.51 + 32.2 (95)

Los resultados se presentan como la media * la desviacion estandar. Diferencias
estadisticas significativa (prueba t de Student para datos no pareados, p <0.05) entre

muestras (*). La actividad inhibitoria (%) se toma como 100 % del extracto inicial.
5.6. Quimioinformatica

En la actualidad se emplean diferentes métodos in vivo, in vitro y ex vivo para evaluar
la bioaccesibilidad, absorcién y el destino gastrointestinal de los compuestos
fitoquimicos con la finalidad de conocer su farmacocinética. Todos los conocimientos
aportados han llevado a desarrollar modelos in silico como la quimioinformatica que
ayuda a predecir el destino metabdlico de las moléculas, su potencial bioactivo y
toxicidad. En este estudio, se evaluaron los principales compuestos fendlicos
presentes en el pistache tanto en la cascara como en la semilla reportados en la
literatura. Dichos resultados nos proporcionan informacién preliminar sobre la
capacidad de cada compuesto fitoquimico para ser absorbido a lo largo del tracto
gastrointestinal. De acuerdo al Cuadro 11, el acido galico (GA) y daidzeina (DAI) son
biodisponibles por via oral, sin embargo, la catequina (CAT), epicatequina (ECAT),
eriodictyol-7-O-glucésido (E7G), Cyanidina-3-O-glucosido (Cy3G) y Quercetin-3-O-
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rutinosido (Q3R) no son bioaccesibles en dicha etapa. Lo que se puede observar es

gue los compuestos que son bioaccesibles en la etapa oral se encuentran en su

mayoria en la semilla. Por otra parte, el valor de area de superficie polar topolédgica
(TPSA) para la CAT, ECAT, E7G, Cy3G y Q3R es mayor a 100 A2, mientras que solo

GA, DAl y genisteina (GEN) su TPSA es menor a dicho valor.

Otro dato importante es que el GA, CAT, ECAT, DAI y GEN presentan una alta

absorcion en el tracto gastrointestinal, mientras que E7G, Cy3G y Q3R tienen una

baja absorcion, sin embargo, ninguno presenta permeabilidad a la barrera

hematoencefélica (BHE).

Cuadro 12. Quimioinformética molecular y bioactividad potencial de compuestos

fendlicos de pistache (Pistacia vera L.) en la semilla? y piel° (Tomaino y col., 2010;

Garavand y col., 2015).

GA2b CATab ECAT® E7Gab Cy3GP Q3Rab
Pubchem CID 370 9064 72276 13254473 441667 5280805
Fisicoguimica
Peso molecular 170.12 290.27 290.27 450.4 449.4 610.5
(g/mol)
TPSA (A2) 98 110 110 186 181 266
XLogP3 0.7 0.4 0.4 0.2 -- -1.3
Solubilidad en agua Alta Alta Alta Alta Alta Alta
Absaorcién, Distribucion, Metabolismo, Excrecion, Toxicidad
Biodisponibilidad Si No No No No No
oral
Absorcion GI/BHE Alta/No Alta/No Alta/No Bajo/No Bajo/No Bajo/No
Inhibidor de Si Si No Si Si Si
OATP1,2
Inhibidor de CYPs No No No No No No
Inhibidor OCT2 No No No No No
P-gp No Si Si No No Si
(Substrato/inhibidor)
Biodisponibilidad 0.56 0.55 0.55 0.17 0.17 0.17
(puntaje)
Violaciones LROF 0 0 0 2 2 3
Bioactividad
PAINS CTC-A CTC-A CTC-A CTC-A CTC-A CTC-A
Comportamiento CTC CTC CTC CTC CTC/O*/S* CTC
como droga
Ligando-GPCR No Si Si Si Si No
Ligando-Receptor No Si Si Si Si No
nuclear
Inhibidor No Si Si Si Si No

proteasas/enzimas
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Continuaciéon Cuadro 12. Quimioinformatica molecular y bioactividad potencial de
compuestos fenolicos de pistache (Pistacia vera L.) en la semilla? y piel® (Tomaino y
col., 2010; Garavand y col., 2015).

GEN? APG? GEN7G? DAI2 KFP

Pubchem CID 5280961 5280443 44257273 5281708 5280863
Fisicoguimica
Peso molecular 270.24 270.24 432.4 254.24 286.24
(g/mol)
TPSA (A2) 87 87 166 66.8 107
XLogP3 2.7 1.7 0.9 2.5 19
Solubilidad en agua Moderada Moderada Moderada Moderada Alta
Absorcién, Distribucion, Metabolismo, Excrecidn, Toxicidad
Biodisponibilidad No No No Si No
oral
Absorcién GI/BHE Alto/no Alto/No Baja/No Alto/No Alta/No
Inhibidor de Si Si Si Si Si
OATP1,2
Inhibidor de CYPs Si Si No Si Si
Inhibidor OCT2 No No No No No
P-gp No No No No No
(Substrato/inhibidor)
Biodisponibilidad 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55
(puntaje)
Violaciones LROF 0 0 1 0 0
Bioactividad

PAINS 0 0 0 0 0
Comportamiento 0 0 0 0 0
como droga
Ligando-GPCR No No No No No
Ligando-Receptor Si Si Si Si Si
nuclear
Inhibidor No/Si No/Si No/Si No/Si No/Si

proteasas/enzimas

Datos calculados con AdmetSAR 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), swissADME
(http://www.swissadme.ch/) 'y  Moliinspiration  (https://www.molinspiration.com/), usando
descriptores canonicos SMILES obtenidos de PubChem CIDs:
https://pubchem.ncbhi.nim.nih.gov/). Barrera hematoencefalica (BHE), catequina (CAT), catecol
(CTC) A (CTC-A), acido galico (GA), gastrointestinal (Gl), receptor acoplado a proteina-G
(GPCR), coeficiente de particion octanol-agua (LogP/XLogP3), regla de cinco de Lipinsky (LROF),
polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATPs; OATP1B1 y/o OATP1B3),
compuestos de interferencia de ensayo panoramico (PAINS), Epicatequina (ECAT), Eriodictyol-
7-O-glucésido (E7G), Cyanidina-3-O-glucdsido (Cy3G), Quercetin-3-O-rutindsido (Q3R),
Genisteina (GEN), Apigenina (APG), Genisteina-7-O-glucésido (GEN7G), Daidzeina (DAI),
Kaemferol (KF). Dato no disponible (--).
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Durante su transito, todos los compuestos presentes en el Cuadro 11 a excepcién de
la ECAT pueden inhibir los transportadores de cationes organicos (OATP). Ademas,
CAT, ECAT y Q3R son sustratos para la P-glicoproteina (P-gp). De acuerdo con los
datos obtenidos, los compuestos GA, CAT, ECAT, DAI y GEN presentaron cero
violaciones a la regla de Lipinski (LROF), mientras que E7G, Cy3G y Q3E

presentaron 2, 2 y 3, respectivamente.

En resumen, la regla de Lipinski predice que la mala absorcion o permeabilidad del
farmaco es mas probable cuando hay mas de 5 donantes de enlaces hidrogeno, 10
aceptores de enlaces hidrogeno, un peso molecular superior a 500 y un Log P
superior a 5 (McKerrow y Lipinski, 2017). De acuerdo con Turner y Agatonovic-
Kustrin (2007) si se violan 2 0 mas reglas existe mayor probabilidad de que los
compuestos tengan una mala absorcion o permeabilidad. Por ende, si no se tiene
ninguna violacion a la regla los compuestos tendran una mayor probabilidad de ser

permeables y llegar a torrente sanguineo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la quimioinformatica los compuestos
fendlicos evaluados, la mayoria tienen una buena absorcion en el tracto
gastrointestinal, lo que explica y corrobora los resultados de la bioaccesibilidad in
vitro. Por otra parte, el valor del area de superficie polar topolégica (TPSA) de una
molécula se emplea para determinar la capacidad de un farmaco para penetrar en
las células. Por lo que los valores mayores a 140 A2 tienen deficiencias en la
penetracion de las membranas celulares. También se observd que los compuestos
fendlicos evaluados a excepcién de la ECAT pueden inhibir los transportadores de
cationes (OATPS). Estos OATPS se expresan selectivamente en el higado y estan
influenciados por el pH, el potencial de membrana y los sustratos (Nieto-Figueroa et
al., 2020). Por ultimo, el GA y DAI presentan buenas propiedades ANDEMT, teniendo

asi buenas propiedades medicinales.
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6. CONLUSIONES

El PCP y PSP son una buena fuente de lipidos y proteinas, asi como de fibra. Los
compuestos fendlicos y flavonoides presentan una baja bioaccesibilidad sin
embargo, tienen una alta capacidad antioxidante, son permeables durante el tracto
gastrointestinal y alcanzar el colon, lo que puede estar ligado a sus beneficios a la
salud. Su baja bioaccesibilidad en el tracto gastrointestinal superior se puede
deber a interacciones con compuestos de la matriz alimentaria principalmente
lipidos, proteinas y fibra. Por otra parte, el pistache es un agente antidiabético
prometedor al inhibir la alfa amilasa. Por lo que una ingesta diaria del pistache
podria ayudar a prevenir enfermedades como DM, obesidad, hiperglucemia, entre
otras. El modelo in silico sugiere que algunos compuestos fendlicos del pistache
como el GA, CAT, ECAT y DAl tienen las bioactividades mas relevantes, y también
pueden exhibir actividades de ligandos hacia los receptores acoplados de la
proteina G (GPCR) y receptores nucleares, asi como proteasas, actividad
inhibitoria enzimatica, lo que sugiere sus beneficios a la salud. En general, los
resultados justifican el consumo de pistache para prevenir enfermedades como la

diabetes, enfermedades cardiovasculares, entre otros.
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ANEXOS

ANEXO 1. Glosario de abreviaturas

ABTSe": 2,2"-azino-bis (3-acido etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
ADEMT: absorcidn, distribucién, metabolismo, extraccion y toxicidad
APG: Apigenina

BHE: Barrera hematoencefalica

BHE: permeabilidad a la barrera hematoenceféalica

CAT: catequina

CTC: catecol

CTC-A: catecol A

Cy3G: Cyanidina-3-O-glucésido

DAI: Daidzeina

DM: diabetes mellitus

DM2: diabetes mellitus tipo 2

DPPHe: 2,2-difenil-1-pincrilhidrazilo

E7G: Eriodictyol-7-O-glucoésido

EAG: equivalentes de acido galico

ECAT: Epicatequina

ECDNT: enfermedades cronico degenerativas no transmisibles
ECV: enfermedades cardiovasculares

ER: equivalentes de rutina

ERN: especies reactivas de nitrégeno

ERO: especies reactivas de oxigeno

FD: fraccion digerible

FND: fraccion no digerible

FRAP: poder antioxidante reductor férrico

GA: acido gélico

GEN: Genisteina

GEN7G: Genisteina-7-O-glucésido
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GPCR: receptor acoplado a proteina-G

ICs0: concentracion de antioxidante requerida para causar la inhibicion del
50% del radical.

KF: Kaemferol

LDL: lipoproteinas de baja densidad

LogP/XLogP3: coeficiente de particion octanol-agua

LROF: regla de Lipinski

OATPs: polipéptidos transportadores de aniones organicos

PAINS: compuestos de interferencia de ensayo panoramico

Papp Ap> BL: CO€ficiente de permeabilidad aparente de apical a basolateral
Papp BL> AP: CO€ficiente de permeabilidad aparente de basolateral a apical.
Papp: coeficiente de permeabilidad aparente

PCP: pistache con piel

P-gp: glicoproteina-P

PSP: pistache sin piel

Q3R: Quercetin-3-O-rutinésido

TAC: capacidad antioxidante total

TE: equivalente de trolox

TEAC: equivalente de trolox capacidad antioxidante

TPSA: area de superficie polar topolégica
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ANEXO 2. Carta consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

“Carta consentimiento para participar en el proyecto de investigacion”

Titulo del protocolo:
“Efecto del pistache (Pistacia vera L.) sobre la regulacion molecular in vitro

del ritmo circadiano en tejido adiposo”

Investigador principal: Dra. Rocio Campos Vega
Sede donde se realizara el estudio: Departamento de Investigacion y

Posgrado de Alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autonoma de Querétaro.

INVITACION

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus
dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le
pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia

firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
El pistache (Pistacia vera L.) es un alimento que ha sido asociado a diferentes efectos
benéficos a la salud, lo cual ha sido atribuido a su alto contenido de compuestos
fendlicos y fito-melatonina. Para dilucidar el mecanismo de accion de estos

compuestos es importante comprender como son transformados durante la digestion
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gastrointestinal, ya que en base a su forma quimica pueden o no ser aprovechados

y cumplir su funcién en las células de destino, o ser desechados por el organismo.
2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar el efecto in vitro del pistache (Pistacia vera L.) sobre la regulacion del tejido

adiposo y su relacién con el ciclo circadiano.
3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitird conocer la estabilidad que tanto los compuestos fendlicos
como la fito-melatonina presentes en el pistache a través de su paso por el tracto

gastrointestinal.
4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio usted seguira el siguiente procedimiento:

1. Se aplicard un breve cuestionario para determinar su historia clinica y sus
habitos de alimentacion.

2. Usted tendra que asistir el dia y hora sefialados al laboratorio de Biogquimica
Toxicolégica del Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica de la
Universidad Autdonoma de Querétaro. Debera haber consumido su ultimo
alimento al menos 90 minutos antes del inicio del ensayo. Ademas, cepillarse
los dientes, sin pasta dental o cualquier otro producto para el aseo bucal,
solamente con agua natural. Antes de iniciar el ensayo, se le pedira
enjuagarse la boca con agua. Se le solicitard que mastique 1 gramo de
muestra (Pistache y pistache sin cascarilla) 15 veces, durante 15 segundos,
descargando el contenido en un vaso. Inmediatamente después, se enjuagara
la boca por 15 segundos con otros 5 mL de agua destilada, depositando el

liguido en el vaso anterior. Esto se repetira en dos dias diferentes.

74



5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de 1 sola fase en la que masticara pistache con y sin
cascarilla. De no expresar alergia o intolerancias previas a este producto, este
procedimiento no implica ningun riesgo para usted.

En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario o requiera otro

tipo de atencion, ésta se le brindara en los términos del apartado 6.

6. ACLARACIONES

e Su decisidn de participar en el estudio es completamente voluntaria.

¢ No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

e Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
-aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo informar
0 no, las razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

¢ No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e No recibira pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

e En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no previsto,
se le proporcionara el cuidado médico apropiado, siempre que estos efectos
sean consecuencia de su participacion en el estudio, previamente valorado
por el médico.

¢ No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

¢ No recibira pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador corresponsable al teléfono: 1921200 ext: 5585

e La informacidon obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de

investigadores.
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e Siconsidera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede,
si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte

de este documento.

7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacién o desea la opinién de otra
persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.
En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto o en caso de una

emergencia, llame al nimero 4421878477, con la M en C. Elisa Dufoo Hurtado.

8. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido Ila

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio
de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de

consentimiento.

Firma del participante

Fecha de la firma

Testigo 1 Fecha

Testigo 2 Fecha
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He explicado al Sr(a). la naturaleza y los

propésitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y
he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedidé a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha

9. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del protocolo:
Investigador principal:
Sede donde se realizara el estudio:
Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decisién de retirarme de este protocolo de

investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de lafirma
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ANEXO 3. Carta aprobacion Comité de Bioética.

UNIVERSIBAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD BE GUIMICA

C.U., Querétaro, 25 de marzo de 2019
No. de oficio. CBQ19/013

Dra. Rocio Campos Vega
Facultad de Quimica
Presente

At'n. M. en C. Elisa Dufoo Hurtado

Nos permitimos hacer de su conocimiento que, en reunién del Comité de Bioética
de la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro, con objeto de
llevar a cabo la revision de propuesta de investigacion, el protocolo titulado “Efecto
del pistache (Pistacia vera L.) sobre la regulacién molecular in vitro del ritmo
circadiano en tejido adiposo” del cual usted es responsable fue evaluado con la
resolucién de: aprobado.

Sin méas por el momento, quedamos a sus 6rdenes para cualquier duda o aclaracion.

CULTAD DB QUK

Dra. Iza Fémianda’Pérez Ramirez
Presidente

nervf Ramos-Gémez
Secretaria

L

Centro Universitario, Cerro de las Campanas, Santiago de Querétaro, Qro., México C.P. 76010
Tel. 01 (442) 192 12 67 Fax 192 13 02

78



C.U., Querétaro, septiembre 27, 2021
MNo. de oficio. CBQ21/104

Dra. Rocio Campos Vega
Facultad de Quimica
Presente

At'n. Maria del Rocio Olvera Bautista

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comite de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacidn con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por emplec de muestras
biologicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Caracterizaciéon quimica y nutracéutica del
pistache (Pistacia vera L.) tostado, y evaluacion de la bioaccesibilidad in vitro,
permeabilidad ex vivo y analisis quimioinformatico in silico”™, del cual Usted es
responsable, fue evaluado con una resolucion de aprobado con base en la
resolucion CBQ19/013.

Sin mas por el momento, quedamos a sus ordenes para cualquier duda o aclaracion.

- A T
= _.-f.-:':' _/? . NNEKH
Hnslon” e

= '._.-'

Dra. Iza Ferﬂénda'gérez Ramirez  M.LM. David Gustavo Garcia Gutiérrez
Presidente Representante investigador

Ccp archive
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