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Resumen

El consumo y procesamiento de la tuna (Opuntia ficus-indica) genera una gran cantidad de
residuos, como las semillas y la cascara; siendo esta Ultima el subproducto mayoritario. Con la
finalidad de aprovechar los subproductos se han desarrollado nutracéuticos que principalmente por
su contenido de fibra dietética, permitan el control de peso, ya que las complicaciones del sobrepeso
y la obesidad representan un grave problema de salud publica a nivel mundial, a la que se ha llamado
“la epidemia del siglo XXI”, ocasionando un estado inflamatorio cronico y que puede acarrear
numerosas enfermedades.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un nutracéutico a partir de cascara de tuna,
variedad “Rojo liso”, que funcione como coadyuvante en el tratamiento de dicha enfermedad,
mejorando parametros bioquimicos y/o antropométricos.

Los frutos fueron pelados, liofilizados, molidos y tamizados; se llevé a cabo el andlisis
bromatolégico de acuerdo a la AOAC, y se cuantificé el contenido de antioxidantes (Betalainas y
polifenoles) y la actividad antioxidante (ABTS, DPPH y FRAP). Se evalué la bioaccesibilidad y la
fermentacion coldnica in vitro, donde se evalu6 el cambio de pH, el recuento de bacterias acido
lacticas, el porcentaje de materia seca desaparecida y el residuo no fermentable, asi como la
cuantificacion de fenoles y flavonoides por HPLC. Se realizé una prueba de dosis Letal (DLso), en
ratas, de acuerdo a lo establecido por la OCDE. Se desarrollaron dos formulaciones de tableta,
mezcladas con diferentes excipientes (celulosa microcristalina y lactosa), y una capsula de gel. La
suplementacion dietética consistié en un estudio piloto, simple ciego, con un tipo de muestreo por
bola de nieve, en el que participaron 40 sujetos, divididos en dos grupos (control y experimental) y
se evaluaron parametros antropomeétricos y bioquimicos en los dias 0 y 30.

El polvo liofilizado presentd un 4.6 % de humedad, 9.7 % de cenizas, 2.7 % de proteina,
38.1 % de carbohidratos, 1.7 % de lipidos, ademas de un alto contenido de fibra (43.0 %); en cuanto
a sus propiedades tecno-funcionales se hallé una retencién de lipidos de 11.20 g / g y de agua de
12.36 g / g. Se cuantificé la presencia de betaninas (15.8 mgEB / 100g), betaxantinas (7.5 mgEB /
100g9), la actividad antioxidante por DPPH (25%), ABTS (7607.7 umol ET/100g) y FRAP (588.8 umol
Fe?100g); se apreci6 un alto contenido de compuestos fendlicos 980.0 + 34 mg EAG / 100 g, de los
cuales un 76% resulté bioaccesible; el 32% pasé al colon y un 19 % representd los compuestos
eliminados a través de las heces. Posterior a la fermentacion colénica se registré crecimiento de
bacterias acido lacticas y por consiguiente una disminucién en el pH.

En el modelo de toxicidad aguda (DLso), no se detectaron alteraciones o muertes en los
animales de experimentacion al administrar una dosis de 2000 mg/kg. En cuanto al ensayo clinico,
no se apreciaron cambios significativos en parametros antropométricos; sin embargo, se observé
una reduccion significativa (p<0.05) en los niveles de glucosa plasmatica en el grupo suplementado.

Al analizar el consumo de los alimentos, por parte de los sujetos de estudio, se pudo apreciar un alto
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consumo de carbohidratos simples y sodio; lo que puede explicar la ausencia de resultados
favorables en otros parametros bioguimicos o en los antropométricos.

En conclusion; el polvo liofilizado de cascara de tuna presenté un gran contenido de
antioxidantes, con un alto porcentaje de polifenoles bioaccesibles; ademas de un alto porcentaje de
fibra dietética. Su consumo en dosis de hasta 2000 mg/ kg, no represento riesgo alguno de toxicidad
y su administracion en pacientes con sobrepeso y obesidad permitié observar una disminucién del
10% en las glicemias de individuos con sobrepeso y obesidad; por lo que se propone como un
nutracéutico que permita disminuir el riesgo de desarrollar complicaciones futuras en pacientes con

dicho padecimiento.

Palabras clave: Tuna, Opuntia ficus-indica, cascara, antioxidantes, nutracéutico, sobrepeso,
obesidad.
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Abstract

The consumption and processing of cactus pear (Opuntia ficus-indica) generates many
residues, such as the seeds and peels. The peel comprises the majoritary by-product. In order to take
advantage of the by-products, many nutraceuticals have been developed that, mainly due to their
dietary fiber content, tha allow the weight control, because the complications of overweight and
obesity represent a serious public health issue worldwide, which has been called "the epidemic of the
XXI™ century", causing a chronic inflammatory state that can lead to numerous diseases.

The objective of the present investigation was to develop a nutraceutical from cactus pear
peel, variety "Rojo liso", which may be an adjuvant in the treatment of overweight, improving
biochemical and / or anthropometric parameters.

The fruits were peeled, lyophilized, tritured and sieved; The bromatological analysis was
carried out according to the AOAC, and the content of antioxidants (betalains and polyphenols) and
antioxidant activity (ABTS, DPPH and FRAP) were quantified. Bioaccessibility and colonic
fermentation in vitro were evaluated, where the pH change, the lactic acid bacteria count, the
percentage of dry matter disappeared and the non-fermentable residue, and the quantification of
phenols and flavonoids by HPLC were evaluated. Also a lethal dose test (LDsg) was carried out in
rats, according to the established by the OECD.

Two tablet formulations were developed, mixed with different excipients (microcrystalline
cellulose and lactose), and a gel capsule. Dietary supplementation consisted of a pilot study, single-
blind, with an accidental sampling, in which 40 subjects participated, divided into two groups (control
and experimental); anthropometric and biochemical parameters were evaluated on days 0 and 30.

The lyophilized powder shown 4.6% of humidity, 9.7% of ashes, 2.7% of protein, 38.1% of
carbohydrates, 1.7% of lipids, in addition to a high fiber content (43.0%); Regarding its techno-
functional properties, a lipid retention of 11.20 g / g and water of 12.36 g / g were found.

The presence of betanins (15.8 mgEB / 100g), betaxanthins (7.5 mgEB / 100g) were
quantified, as well as the antioxidant activity by DPPH (25%), ABTS (7607.7 umol ET / 100g) and
FRAP (588.8 umol Fe2100g); A high content of phenolic compounds was observed 980.0 + 34 mg
EAG / 100 g, of which 76% was bioaccessible; 32% passed into the colon and 19% represented the
compounds eliminated through the feces. After colonic fermentation there was growth of lactic acid
bacteria and a decrease in the pH values.

In the acute toxicity model (LDso), no alterations or deaths were detected in the experimental
animals when administering a dose of 2000 mg / kg. About the exploratory clinical trial, no significant
changes were observed in anthropometric parameters; however, a significant reduction (p<0.05) in
plasma glucose levels was observed in the supplemented group.

In conclusion; lyophilized cactus pear peel powder presented a high content of antioxidants,
with a high percentage of bioaccessible polyphenols; in addition to a big amount of dietary fiber. Its

consumption in doses of up to 2000 mg / kg did not represent any risk of toxicity. The administration
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in overweight and obese patients allowed to observe a 10% decrease in the glycemia of overweight
and obese individuals; Therefore, it is proposed as a nutraceutical that reduces the risk of developing

future complications in patients with this condition.

Keywords: Cactus pear, Opuntia ficus-indica, peel, antioxidants, nutraceutical, overweight, obesity
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1. Introduccioén

El sobrepeso y la obesidad a nivel mundial representan un grave problema de salud
publica, ya que incrementan los gastos en materia de salud y disminuyen los afios de vida saludable
de quienes lo padecen (1); derivado de esta problematica, se han dado diferentes alternativas para
mejorar el estado de salud de los individuos con exceso de peso, tales como medicamentos,
alimentos de disefio y nutracéuticos, que puedan contribuir a evitar la aparicion de complicaciones
como la diabetes, hipertension, dislipidemias, etc.; uno de estos es la tuna (Opuntia ficus-indica L.
Mill), que es un fruto proveniente del nopal, nativo de las regiones aridas y semiaridas de América,
por lo que tiene una notable capacidad de adaptacion a ambientes hostiles, largos periodos de
sequia y climas extremos, resistiendo temperaturas de hasta 60° C (2—-4). Su consumo es muy
popular en fresco, aunque también se procesa para elaborar productos elaborados de forma
artesanal en pequefa escala, en forma de mermeladas, yogures, jugos o dulces (5).

El fruto se encuentra disponible solamente unos cuantos meses por afio, por lo que su
consumo per capita en México es relativamente bajo (aproximadamente 3.7 kg) (6), sin embargo,
derivado de su consumo o procesamiento se genera una gran cantidad de residuos como cascaras
y semillas; cascara o piel, que forma parte de la porciéon no comestible comprende dos fracciones
unidas entre si (el mesocarpio y el pericarpio) y representa del 33% al 55% del peso total del fruto
(7); las céascaras son generalmente desechadas y pueden ocasionar problemas de manejo de
residuos (8,9), por lo que se han buscado diferentes alternativas para su uso, adicionandolo en
yogurt, mermeladas, o botanas al ser una fuente econémica de nutrientes como carbohidratos (10),
aminoacidos (11) y acidos grasos poliinsaturados (12).

Se ha demostrado que los subproductos de la tuna son ricos en compuestos bioactivos,
como los polifenoles (13), de los cuales, un alto porcentaje puede ser bioaccesible (del 60 al 70%)
(14); tiene un alto contenido de compuestos fendlicos, flavonoides, pigmentos, fibras y acidos grasos
(8) y debido a ello, brindan diversos beneficios para la salud como inhibicién y proteccion frente a
radicales libres (15), actividad inhibitoria de células cancerigenas (16), efectos anti ateroscleroticos
e hipoglucemiantes (17), e incluso se ha utilizado como complemento alimenticio con propiedades
hipoglucemiantes (18); a pesar de esto, los estudios a nivel clinico que den cuenta de las
propiedades antes mencionadas, son muy escasos y se requiere mayor investigacion para
comprobar beneficios especificos en la salud humana.

El presente trabajo tuvo por objetivo desarrollar un producto nutracéutico, a partir de la
cascara de tuna liofilizada, que sea seguro y eficaz como parte del tratamiento nutricional en
individuos con sobrepeso y obesidad.
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2. Marco teérico

2.1. Generalidades de la tuna

La tuna Opuntia ficus-indica L. Mill., es el fruto del nopal (Figura 1), una planta arbustiva del
género Opuntia y es perteneciente a la familia Cactaceae (19), puede presentar formas simples o de
matorral, con un tronco lefioso y ramificado que puede alcanzar una altura de hasta 5 m; las pencas
miden hasta 30 cm de ancho y 50 cm de largo, con aproximadamente 2 cm de espesor y
generalmente tienen una coloracién verde opaco, con espinas blancas o amarillas, asi como flores
y frutos (20).

El fruto tiene forma esférica o turbinada, con variaciones elipticas o cilindricas; su tamafio es
de aproximadamente 7 a 9 cm de largo y de 5 a 6 cm de ancho, mientras que el peso puede variar
entre los 86 y los 146 g; presenta combinaciones de colores como amarillo brillante, verde, rojo o
morado, que provienen de las diferentes concentraciones de pigmentos como betaninas y
betaxantinas. La piel tiene el mismo color de la pulpa y tiene una zona umbilical, en la se pueden

encontrar de 50 a 70 areolas, que son pequefios acumulos de espinas de 3 a 10 mm (21).

Figura 1. Arbusto y frutos de Opuntia Ficus Indica (Fuente propia).

Esta especie es originaria de América, y derivado de la colonizacién fue llevado por los
espafioles a Europa, desde alli se distribuy6 hacia otros paises, lo que ocasioné el origen de muchos
ecotipos con caracteristicas locales propias (22), pues se han identificado 258 especies, de las
cuales 100 estan en México (20). Debido a su resistencia a las adversidades climéticas, la tuna es
ampliamente producida en regiones aridas y semiaridas de México (23) y en su produccion participan
alrededor de 20 mil personas, ocupando una superficie aproximada de 65,000 hectareas, con un
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rendimiento de 5 a 20 toneladas por hectarea (19); también es muy cultivada en paises como ltalia,
Espafia y Sudafrica, debido a que la planta no requiere grandes cuidados, ni suelos de buena calidad,
puede crecer en terrenos poco fértiles, con poca humedad, (sin embargo, se ven afectadas por las
bajas temperaturas); se estima que a nivel global la produccién de tuna para consumo humano es
de 400.000 toneladas (20).

2.2. Componentes del fruto

El fruto se compone de la pulpa (porcidon comestible), cascara (o piel) y las semillas (Figura
2), siendo los dos ultimos tejidos generalmente residuos, que ocasionalmente se utilizan como forraje

0 en la mayoria de los casos, son simplemente desechados (24).

Fruto

—
Endocarpio

Mesocarpio y pericarpio

Semillas

Figura 2: Componentes del fruto de Opuntia ficus indica (8).

El peso proporcional aproximado de los constituyentes del fruto se detalla en la tabla 1,
donde se aprecia que la cascara representa una fraccion importante del peso total del fruto, siendo
el componente mayoritario (dependiendo del cultivar y la variedad estudiada), seguido de la pulpa
que corresponde a la porcion comestible del fruto y en la cual estan inmersas las semillas, que

también son consideradas parte de los subproductos de la tuna (25).
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Tabla 1. Peso relativo de los componentes

de la tuna
Semillas 2-10% (25)
Pulpa 28-58 % (25)
Céscara 37-67 % (25)

Caracteristicas de la pulpa:

El fruto posee una jugosa pulpa, de sabor dulce y ligeramente &cido, con una coloracién
similar a la de la céscara, que representa la porcion comestible de la tuna y se presenta con una
coloracion similar a la de la cascara (26). Puede considerarse un alimento funcional, ya que contiene
una gran cantidad de compuestos bioactivos, entre los que se han encontrado altas cantidades de
compuestos fendlicos totales, de hasta 218,8 mg GAE/100 g, ademas se han identificado
flavonoides como la quercetina, isorhamnetina, luteolina y kaempferol, incluso en concentraciones
mas altas que la pulpa de otras frutas como la papaya, platano o sandia (27); asimismo, se han
detectado acidos fendlicos de importancia, como el ferdlico, p-cumarico, 4-hidroxibenzoico, cafeico,
salicilico y gélico (28), ademas de una variedad de 18 betaxantinas y 6 betacianinas, halldndose

concentraciones mas altas en las pulpas de frutos rojos y morados (29).

Caracteristicas de la semilla

Las semillas tienen una longitud aproximada de 4 a 4.5 mm, pueden ser lenticuladas o
elipsoidales, cada fruto puede contener entre 188 y 335 unidades (21) y son consideradas como
desechos del fruto, después del procesamiento y consumo (30); son ricas en acidos grasos
insaturados, fitoesteroles, vitaminas liposolubles, (3-caroteno y polifenoles (31), e incluso se les han
atribuido propiedades antimicrobianas (30,32). De las semillas se han llegado a obtener
aproximadamente 99 g/kg (peso seco), de lipidos, en los cuales se han encontrado -carotenos,
fitoesteroles y &cidos grasos (16:0, C18:0, C18:1, C18:2) (32,33).

Caracteristicas de la cascara

La céscara, ademas de proteger el fruto, permite conocer el momento 6ptimo para la cosecha (34).
Este tejido se presenta del mismo color que la pulpa, posee una zona umbilical y pequefias espinas

(con tamafio de 3 a 10 mm), que se encuentran agrupadas en zonas llamadas areolas (21) y tiene
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un grosor aproximado de 0,65 cm (35). Cuando el fruto madura, la cascara constituye la fraccién
mas importante y dependiendo del cultivar, comprende del 40 al 50% del peso total del fruto (36).
Sus principales constituyentes son: celulosa, hemicelulosay pectina (37) y poseen una gran cantidad
de metabolitos activos, como las betacianinas, que se encuentran en concentraciones 1.4 veces
mayores que en la pulpa (29), ademas de ser ricas en otros compuestos como polifenoles y

flavonoides (8), como se detallara mas adelante.

2.3. Cascara de tuna

La industria alimentaria produce una gran cantidad de residuos de verduras y frutas, que
afecta a los vertederos de basura, debido a su alta biodegradabilidad y a las emisiones de gas
metano que generan; contienen también grandes cantidades de solidos en suspension, que
presentan alta demanda quimica de oxigeno, ademas de que pueden contener restos de pesticidas
y herbicidas (38). Los residuos de manzanas, bayas, citricos, papa, tomate, entre otros, han sido
estudiados por su alta capacidad de recuperacion de compuestos bioactivos (39), de modo que a
partir de los residuos se han elaborado diversos productos para la industria farmacéutica, como
complementos de fibra de cascara de pifia (40) de limén (41), tabletas con residuos de cereza (42)
y tabletas con residuos de tuna (43).

La porcién conocida como cascara comprende dos tejidos fibrosos, que son el epicarpio y
pericarpio (8) (Figura 2), que junto con las semillas representan las porciones no comestibles de la
tuna (semillas y céscaras), las cuales han sido estudiadas para emplearlas como ingrediente
adicional de productos elaborados a partir de la pulpa, siendo la cascara la fraccion que mas aporta
textura y sabor a los productos (10), por lo que las cascaras deben ser evaluadas para estudiar y
conocer su potencial uso en la industria alimentaria, aportando propiedades nutricionales
importantes (44).

La cascara de tuna ha sido estudiada principalmente por su importante contenido de
carbohidratos y por tener un alto rendimiento para la extraccion de almidones, pectinas y fibra,
gracias a su estructura celular. Las células de la cascara estan compuestas principalmente por
células de colénquima y parénquima, las cuales son ricas en polisacéridos pécticos (37). La
organizacion y morfologia de los diferentes tipos de células que se encuentran del exterior al interior
de la cascara, se plasma en la figura 3; donde se pueden apreciar las células epidérmicas de la
cascara, que son estructuras compactas de paredes delgadas. Es posible observar también células
de colénquima, que son ricas en componentes no celuldsicos y tienen paredes celulares gruesas;
por otro lado, las células del parénquima presentan estructuras mas amplias con paredes delgadas;
dentro de los tejidos de parénquima y colénquima existen células mucilaginosas que actdan como
almacenamiento de polisacaridos, que es muy comun en las plantas suculentas y esta relacionado

con la funcién osmética de retencion de moléculas de agua (45).
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Figura 3. Estructura microscépica de la cascara de tuna (37).

2.4. Composicién quimico proximal de la cascara de tuna

La composicidn fisico-quimica de la cascara de tuna se resume en la tabla 2, donde se
muestra el alto porcentaje de humedad (80 a 90%) y a pesar de que posee una baja cantidad de
proteinas (0.90 a 4.14%), presenta amino&cidos esenciales; que se encuentran ligados los
principales pigmentos del nopal (betaxantinas); que resultan de la conjugacién del acido betalamico
con una proteina o amino&cido no proteico y aminas biogénicas (11).

La cascara tiene un bajo contenido de lipidos (0.94 a 2.43 %) (46), aunque puede
considerarse una fuente promisoria de acidos grasos esenciales y antioxidantes liposolubles (47).
Dependiendo de la variedad, los acidos grasos que pueden estar presentes en las cascaras son:
acido laurico (C12: 0), 4cido miristico (C14: 0), Palmitico acido (C16: 0), acido palmitoleico (C16: 1),
acido esteérico (C18: 0), acido oleico (C18: 1), acido linoleico (C18: 2), acido linolénico (C18: 3),
acido araquidico (C20: 0) (12). La cantidad de lipidos se ve influenciada por el color y la variedad del
fruto, asi como por el procesamiento y condiciones de almacenamiento (48).

Como se muestra en la tabla 2, los carbohidratos son el componente principal de la
cascara de tuna, los cuales son ricos en fibras y polisacaridos complejos, conformados por
arabinosa, galactosa, ramnosa y acido galacturénico principalmente (48); su contenido puede variar
de acuerdo al color o variedad a la que pertenece, por ejemplo: las cascaras de tuna roja presentan
mayor humedad y fibra soluble, mientras que las cdscaras verdes presentan mayor contenido de
grasa y fibra insoluble (9). Es importante resaltar que el 40,8% del peso total de la cascara de tuna

es fibra, por lo que se le considera una buena fuente de dicho compuesto (37).
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El pH alcanza valores de 4.5 a 5.9, el contenido de sdélidos solubles totales (°Brix) oscila
de 6.16 a 15.0, dependiendo del estado de madurez del fruto en el momento de la cosecha (46,48).
La cascara presenta mayores concentraciones de minerales que la pulpa, como el calcio, magnesio,
potasio, zinc y manganeso (44,49); en este sentido el consumo de tan solo 20 gramos de céscara
cubriria el 90 % de la ingesta diaria recomendada (IDR) de magnesio y el 20% de calcio para la
poblacion en general (50), ademas de ser rico en potasio, por lo que permitiria mitigar los efectos
negativos del consumo elevado de sodio sobre la presion arterial (51); se puede encontrar también
manganeso, zinc y cobre, que son utilizados en el cuerpo humano para mejorar la mineralizacion
Osea, la contraccion muscular y la transmisién de estimulos nerviosos, actuando ademas como
cofactor de muchas enzimas involucradas en la metabolismo (52)

Aunque la cascara comparte algunas caracteristicas con la pulpa, se pueden encontrar
mayores concentraciones de algunos elementos con actividad biolégica en la cascara (53), como el
acido ascorbico, cuyas concentraciones oscilan entre 46.40 y 86.28 mg EAA / 100 g, y es mayor en
las cascaras de tonalidad rosa (54). Este compuesto bioactivo es un componente esencial de la dieta
humana, ya que puede prevenir enfermedades como el escorbuto, ademés de contribuir al
fortalecimiento del sistema inmune (55).

Se pueden encontrar también cantidades considerables de vitaminas B3, B6 y B9 (56);

mientras que otras como tiamina, riboflavina o piridoxina se encuentran en cantidades trazas (57).
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Tabla 2. Cuadro de composicion fisico-quimica
de la cascara de tuna (g / 100g).

Ref Ref
Humedad 80.17 —90.33  (4448) | pH 450-598  (46,48)
Ceniza 1.60 - 3.05 (44,48) | Acidez (% &cido citrico) 0.02-0.12 (46,48)
Proteina 0.90 - 4.14 (46,48) | Extracto etéreo 1.69 (48)
Lipidos 0.94 - 2.43 (9.49) | Acidos Grasos Saturados
Carbohidratos 27.60 (49) Palmitico 23.71 (48)
Azlicares totales 3.53 (46) Esteérico 3.93 (48)
Azlicares reductores 2.07 (46) Araquidoénico 5.52 (48)
Sacarosa (mg/100g) 0.00225 (44) Acidos Grasos Insaturados
Glucosa (mg/100g) 0.014 (44) Palmitoléico 2.46 (48)
Fructosa (mg/100g) 0.0029 (44) Oléico 19.73 (48)
Sucrosa 2.85 (48) Linoléico 28.96 (48)
Acido Galacturénico 2.23 (48) Linolénico 15.68 (48)
Estaquiosa 1.81 (48) Vitaminas
Manitol 1.48 (48) Vitamina C 27.3 (56)
Sorbitol 0.71 (48) Vitamina B3 0.26 (56)
Arabinosa 0.05 (48) Vitamina B6 0.19 (56)
Almidén 7.12 (49) Vitamina B9 0.11 (56)
Fibra 40.80 (49) Minerales
Fibra cruda 0.96 (48) Mg 0.987 (48)
Fibra insoluble 7.98 -8.12 (56) Ca 0.951 (48)
Fibra soluble 19.39 - 34.95 (56) Na 0.925 (48)
Hemicelulosa 20.80 (49) K 0.320 (48)
Celulosa 27.0 9) Fe 0.129 (48)
Pectina 7.71 (49) Mn 0.090 (48)
Lignina 2.4 9) Zn 0.090 (48)
Mucilago 4.10 9) Cu 0.047 (48)
Solidos Solubles (°Brix)  6.16 - 15.00 (46,48)
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2.5. Compuestos bioactivos de la cascara

2.5.1. Polifenoles

Los polifenoles son compuestos producidos a partir del metabolismo secundario de las
plantas, se caracterizan por presentar anillos aromaticos en su estructura (Figura 4) y se pueden
clasificar de acuerdo al ndmero de anillos y de grupos hidorxilo unidos a ellos (58). Algunos
polifenoles son esenciales para las funciones fisiolégicas vegetales y algunos otros participan como
medios de defensa ante situaciones de estimulo y estrés (59), actuando como antioxidantes que
neutralizan los radicales libres (60), inhiben la formacién de especies reactivas de oxigeno, los cuales
afectan procesos celulares normales y algunas funciones fisioldgicas, aminorando el estado
inflamatorio (61,62).

OH

HO OH

Figura 4. Estructura basica de un polifenol.

La biosintesis de los polifenoles se lleva a cabo a través de dos rutas primarias: la ruta del
acido siquimico, que es dependiente de la luz solar y se inicia en los plastos por condensacion de
productos fotosintéticos, que proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos; por otra parte,
la ruta de los poliacetatos, que proporciona elementos como quinonas y xantonas (59).

En algunas variedades de tuna, el contenido fenélico es mayor en la cascara que en la pulpa
(25); se ha estimado el contenido de estos compuestos en frutos de color verde, naranja y rojo (24,2
mg EAG / 100 ml, 24,7 mg EAG / 100 ml y 33,5 mg EAG / 100 ml, respectivamente) (63). Se ha
demostrado que una gran cantidad de estos compuestos se encuentran unidos a la estructura de la
fibra dietética (9), que dependiendo de la temporada, el suelo, la variedad o la madurez, puede
presentar hasta 1534 mg EAG / 100g (25,53); sin embargo, sus concentraciones pueden verse
afectadas por el proceso de extraccion y el tipo de solventes utilizados (64). El consumo de
polifenoles en la dieta es de gran importancia para la salud, debido a que puede reducir el riesgo de

sufrir padecimientos como arteriosclerosis, cancer y enfermedades neurodegenerativas (60).
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2.5.2. Betalainas

Las betalainas, son uno de los compuestos bioactivos mas abundantes y més importantes
de la tuna, se pueden encontrar en mayores concentraciones en las cascaras, principalmente en
aquellas con tonalidades rojas o purpuras, mientras que las variedades de cdscara verde tienen las
concentraciones mas bajas (54). Las betalainas son colorantes naturales solubles en agua, que
generan una variedad de colores rojos y violetas (betacianinas) o amarillos y anaranjados
(betaxantinas) (61); se componen de una estructura central nitrogenada denominada &cido
betaldmico, que posee grupos imino o aminoacidos unidos a ellos (Figura 5). Tan solo en la cascara
de tuna se han identificado dieciséis betaxantinas, que involucran aminoacidos en su estructura,
como arginina-betaxantina, acido aspartico-betaxantina, lisina-betaxantina, prolina-betaxantina,

serina-betaxantina, tiramina-betaxantina, treonina-betaxantina (11).

A) B) RO i
R R. ' I o
N* J SCOOH
RO N
H\. H | 1
HoOC™* u COOH HOOC N COOH

Figura 5. Estructura béasica de las betacianinas (A) y betaxantinas (B) (65).

Se han encontrado altas concentraciones de dichos colorantes en la cascara de tuna, de
hasta 83.4 mg EB / 100 g, para betaxantinas y hasta 13,468 mg EB / 100 g, para betacianinas (25).
Este compuesto bioactivo es de gran importancia, por sus implicaciones a nivel comercial y en la
salud humana; en primer lugar, cabe resaltar que las betalainas son colorantes alimentarios
aprobados por la Asociacién de Dietética de los Estados Unidos (USDA), que hoy en dia se utiliza
no solo en la industria alimentaria, sino también en la industria textil y farmacéutica (66). Estos
colorantes son reconocidos como pigmentos con alto potencial para ser alimentos funcionales, ya
gue ademas de su accion como colorante, posee propiedades antioxidantes, accidn antimicrobiana,
antiproliferativa e hipolipidémica (67,68).

Las betalainas presentan una gran actividad antioxidante, al inhibir la peroxidacion lipidica,
ademas de mermar la actividad de las lipoperoxidasas, que son capaces de ocasionar dafio
gastrointestinal a nivel celular (69). En modelos in vivo, se ha comprobado que mediante la ingestién
de dosis de entre 5y 80 mg EB / kg, mejora significativamente la actividad de las antioxidantes,

como: superéxido dismutasa y gluttation peroxidasa, en érganos como higado, bazo y rifién (70);

23



debido a que las betalainas pueden modular el desequilibrio intrinseco entre las especies oxidantes
y el sistema de defensa antioxidante de un organismo (71).

Las betalainas de los frutos de Opuntia ficus indica poseen una actividad antiproliferativa en
las células cancerosas, pues se ha demostrado que pueden inhibir el crecimiento de células de
cancer de ovario, de manera similar a un quimiopreventivo sintético, en ratones (72), ademas de

inducir la apoptosis en cultivos celulares de leucemia mieloide crénica humana (73).

2.6. Fibra antioxidante de la cascara de tuna

La fibra dietética es un componente clave de una dieta balanceada, que puede definirse
como la fraccidon de las paredes celulares de los vegetales, que son resistentes a la digestion y
absorcion en el intestino delgado, pero son fermentadas por las bacterias colénicas (74); sin
embargo, existe evidencia de que estos carbohidratos complejos interactian directamente con los
antioxidantes de los alimentos e interfieren con la asimilacion adecuada de estos compuestos (75).
Se ha comprobado que algunos antioxidantes como los polifenoles pueden estar asociados a la
fraccion insoluble de la fibra, y los polifenoles de menor peso molecular, asi como los flavonoides y
acidos fendlicos a la fibra soluble (76).

A partir de estudios realizados con subproductos ricos en fibra y polifenoles como cascaras
de mango, naranja, pulpa de guayaba y orujo de uva, se cred el concepto de “fibra antioxidante”, que
puede definirse como “aquella materia prima con un elevado porcentaje de fibra dietética y
cantidades apreciables de antioxidantes naturales asociados a la matriz del conjunto de compuestos
no digeribles” (77). Es importante tener en mente la relacion de la fibra y los antioxidantes; ya que
desde un punto de vista nutricional, los compuestos asociados pueden ser responsables de los
beneficios que tradicionalmente se le han atribuido a la fibra dietética (78).

Existen fuertes interacciones entre los compuestos fendlicos vy la fibra dietética, ya que
forman matrices ordenadas entre los grupos hidroxilo de los compuestos fendlicos y los grupos
polares de las moléculas de fibra (Figura 6); estos son enlaces electrostaticos débiles, por lo que
pueden volverse inestables ante el cambio de pH a lo largo del tracto gastrointestinal (79); de este
modo su biodisponibilidad dependera absolutamente de su bioaccesibilidad (75), como se explicara

a continuacion.
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Figura 6: Fuerzas electrostaticas entre los compuestos fendlicos y las cadenas de polisacaridos de
la fibra dietética (75).

2.7. Bioaccesibilidad y fermentacion colénica in vitro de los compuestos bioactivos

Los antioxidantes experimentan cambios al ser ingeridos y metabolizados por los humanos
(80); en primer lugar, los antioxidantes de los vegetales se mezclan con diferentes macromoléculas
como carbohidratos, lipidos y proteinas para formar la matriz alimentaria, siendo los carbohidratos,
aquellos con los que mas interacciones tienen, ya sea que se encuentren de forma libre o conjugada
(81), interfiriendo ademas con la asimilacion adecuada de los compuestos bioactivos (82), ya que
después de la ingesta dietética normal, las concentraciones de metabolitos plasmaticos rara vez
exceden los niveles nanomolares (80).

Solo los compuestos que son liberados de la matriz alimentaria y posteriormente
absorbidos en el intestino delgado son potencialmente biodisponibles; de esa manera son capaces
de proveer sus efectos benéficos, de modo que los compuestos fendélicos que son hidrolizados por
las enzimas en el intestino, seran potencialmente bioaccesibles para su respectiva absorcion, de lo
contrario seguiran el trayecto hacia el intestino grueso (79), aunque se ha evidenciado que la
microestructura de los alimentos afecta la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de varios nutrientes,
principalmente los antioxidantes (83).

La biodisponibilidad se define como “la proporcién en la que un compuesto antioxidante
es digerido, absorbido y posteriormente utilizado en el metabolismo ™ por otro lado, la bioaccesibilidad

se define como “la cantidad de un nutriente ingerido que esta disponible para su absorcién en el
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intestino después de la digestion”, por lo tanto puede decirse que la biodisponibilidad depende
estrictamente de la bioaccesibilidad (84).

Por otra parte, la fermentacién es una funciéon importante del intestino grueso, que se
refiere al proceso por el cual las bacterias anaerébicas descomponen las cadenas de carbohidratos
de las fibras consumidas y son degradados en metabolitos fisiologicamente activos, como acidos
grasos de cadena corta (AGCC), gases (hidrégeno, metano y diéxido de carbono) y otros metabolitos
(85), lo cual ocurre por la presencia de los mas de 100 billones de microorganismos colénicos, de
mas de 1000 especies microbianas distintas (86); posteriormente, los metabolitos que no fueron
absorbidos y los compuestos fenélicos no fermentados permanecen en el ambiente col6nico, donde
pueden contribuir a un ambiente antioxidante, neutralizando radicales libres y contrarrestando los
efectos de los oxidativos de la misma dieta y por Ultimo, algunos de estos polifenoles no absorbidos
pueden eliminarse a través de las heces (87). Los compuestos antes mencionados se originan por
el consumo de fibra dietética, la cual posee beneficios al sistema digestivo, muy conocidos, pero

ademas ayuda al control del peso corporal, como se expondra a continuacion.

2.8. Fibra dietética y control de peso

En la figura 7 se detalla el mecanismo mediante el cual, el consumo adecuado de fibra
dietética puede ayudar al control de peso, ya que permite regular la ingesta cal6rica en la dieta,
disminuye la absorcion de algunos macronutrientes, como los lipidos y promueve la saciedad (88)
estimulando ademas los circuitos nerviosos que elevan la sensacién de saciedad (89).

La fibra dietética permite regular la ingesta de alimentos y mitigar el incremento de peso,
dependiendo de la fuente de fibra (90); se ha planteado que los alimentos ricos en fibra requieren
mas tiempo de masticacion, por lo que la sefial de saciedad sera enviada al cerebro, habiendo
consumido menores cantidades de alimentos (91) ; de manera adicional, las fibras solubles absorben
mas agua y crean un gel viscoso que aumenta la distensién del estdmago (90). Por otra parte, se ha
descrito que ayuda a mantener el peso corporal a través ya que influye en la oxidacién de grasas,
disminuyendo la ingesta de energia y reduciendo de este modo el contenido de grasa corporal (92);
el consumo de fibra provocar la ralentizacién del vaciado gastrico, que crea una sensacion de
plenitud y satisfaccion, que da origen a la disminucién de la secrecion de insulina 'y a la reduccién
de la ingesta alimentaria alimentos (90).

También, a través de la fermentacion que la fibra dietética sufre en el colon, se producen
acidos grasos de cadena corta, que pueden modificar los patrones de alimentacién, ya que se
estimula la liberacién de colecistoquinina y el péptido similar al glucagén; que disminuyen la
sensacién de hambre y promueven la saciedad reduciendo asi el hambre y promoviendo la saciedad

(93), de modo que puede servir como parte del tratamiento dietético de individuos que padecen

26



sobrepeso u obesidad, que como se analizard mas adelante, constituye una gran problemética de
salud a nivel global.

M Masticacion,
promoviendo la
saciedad.
J-Taza de ingesticn

Se genera distension
gastrica, al hincharse y
formar geles

Se retrasa el vacdiamiento
gastrico, el gel atrapa
nutrientes y retarda su salida. 4

Desencadena sehales vagales
aferentes de saciedad

Se atenua la
respuesta glucémica

-} |a digestibilidad de
Estimula secrecién de GLP-1, : / las grasas, 4 su
péptido YY y neurotensina, que absorcion
reduce el hambre y promueve
la pérdida de peso

Puede aumentar la
excrecién fecal de grasa

Figura 7. Mecanismos de accién de la fibra dietética

en el control de peso (Fuente propia).

2.9. Sobrepeso y obesidad

La actual epidemia de sobrepeso y obesidad representa un gran desafio para la prevencién
de enfermedades crénicas en todo el mundo; como sobrepeso y obesidad se entiende el exceso de
peso corporal, con relacién a la altura del sujeto; ocasionado por factores genéticos, de
comportamiento, condiciones socioeconémicos y ambientales (94).

Recientemente se ha descrito el fendmeno del exceso de peso como un estado inflamatorio
cronico de bajo grado, que surge como consecuencia del aumento de tejido adiposo, que lleva a un
aumento en la produccion de mediadores proinflamatorios que pueden ser estimulados por sefiales
de origen endégeno y exdgeno (95) .

El criterio actual mas utilizado para clasificar el peso, segun la estatura, se utiliza el indice
de masa corporal o IMC (definido como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura
en metros); un IMC superior a 25 kg / m? se define como sobrepeso y un IMC superior a 30 kg / m?
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como obesidad (96) y puede abarcar parametros como la obesidad severa o mérbida, evidenciada
por un IMC mayor o igual a 40 kg / m? (94). En entornos clinicos y de investigacion, se ha utilizado
también la circunferencia de cintura, como una medida de adiposidad abdominal, bajo la premisa de
gue la adiposidad abdominal es principalmente grasa visceral, metabélicamente activa que rodea los
organos y esta asociada con una desregulacion metabdlica, lo que predispone a las personas a
enfermedades cardiovasculares y afecciones relacionadas (97).

El exceso de peso corporal es un proceso gradual, que suele iniciarse en la infancia y la
adolescencia; surge como resultado del desequilibrio energético entre las calorias consumidas y las
calorias gastadas, creando un excedente de energia y un estado de balance energético positivo que
resulta en un exceso de peso corporal (98). Este desequilibrio energético es el resultado de
profundos cambios sociales y econémicos a niveles mucho mas alla del control de cualquier
individuo, que se ligan a los procesos de crecimiento econémico (94); la creciente disponibilidad de
alimentos abundantes pobres en nutrientes, los acelerados procesos de industrializacion, el
transporte mecanizado y la urbanizacion, que han tenido como consecuencia un estilo de vida cada
vez mas sedentario y una transicion nutricional a alimentos procesados y dietas altas en calorias,
por lo que muchos paises han sido testigos del incremento en la prevalencia de la obesidad en sus
ciudadanos que incluso se ha cuadruplicado en los dltimos 30 afios (99).

La creciente prevalencia de la obesidad en particular, presagia una carga de enfermedades
y complicaciones subyacentes en las personas y una sobrecarga a los sistemas de salud en las
préximas décadas, puesto que es el factor desencadenante de enfermedades crénicas no
transmisibles, como la diabetes, enfermedades cardiacas, cerebrovasculares y diferentes tipos de
cancer, siendo afecciones que reducen la calidad de viday generan mortalidad prematura (98); por
lo que es de gran relevancia su prevencion y tratamiento, en especial para las naciones con las

mayores prevalencias a nivel mundial (94).

2.9.1. Epidemiologia

El exceso de peso corporal es una de las mayores problematicas de salud a los que se
enfrenta la sociedad en el siglo XXI; de modo que desde el afio 2011 se ha aceptado por parte de la
OMS el uso del término “globesidad”, ante la alarmante realidad que arrojan los datos a nivel global,
y que no apuntan hacia una mejora en el corto plazo (100). La misma organizacion afirma que la
prevalencia mundial de obesidad se triplicé entre 1975y 2016 y tan solo, desde la década de 1980
se ha duplicado en todo el mundo. En 2016, mas de 1.900 millones de adultos mayores de 18 afios
presentaban sobrepeso, y de ellos, mas de 650 millones eran obesos; lo que corresponde
aproximadamente al 13% de la poblacién adulta mundial (11% de hombres y 15% de mujeres),
motivo por el cual, el sobrepeso y la obesidad estan relacionados con mas muertes que la
desnutricion en todo el mundo. A nivel mundial, hay mas personas obesas que con bajo peso (101).

Con respecto a la poblacién infantil, se ha presentado un incremento de cerca de 11 millones

de menores con exceso de peso en los ultimos 15 afios (102); ademas, se estima que 38,2 millones
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de niflos menores de 5 afios presentaban sobrepeso u obesidad en 2019 y aproximadamente 340
millones de nifios y adolescentes de 5 a 19 afios la padecian. La prevalencia de sobrepeso y
obesidad entre los menores de 19 afios, ha aumentado drasticamente, del 4% en el afio 1975, a
poco mas del 18% en 2016, cifras alarmantes dado que infantes obesos seran adultos obesos,
engrosando las estadisticas de sobrepeso y obesidad (101).

En el continente americano, por primera vez en la historia la poblaciéon con obesidad supero
a aquella con desnutricion (103); de acuerdo con datos de la Food and Agriculture Organization
(FAO); en el continente americano, el 58 % de los habitantes vive con sobrepeso y obesidad, lo que
representa alrededor de 360 millones de personas) (102). Tan solo en América Latina y el Caribe, la
proporcién de adultos con exceso de peso duplica la prevalencia que se reporta a nivel mundial; esta
condicién afecta a 360 millones de adultos en América Latina, y a 104 millones en el Caribe,
colocando a méas de la mitad de la poblacién adulta con un alto riesgo de padecer comorbilidades
asociadas (103).

En México se ha declarado una emergencia sanitaria por el aumento descontrolado en las
cifras de obesidad, que representa un grave problema de salud publica, ya que las enfermedades
derivadas de esta condicion dominan el panorama de la mortalidad en México, particularmente entre
los adultos mayores de 40 afios (1). De acuerdo con los datos de la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) 2018; la prevalencia de sobrepeso fue de 39.1% y de obesidad 36.1%;
ademas, el 81.6% de las personas presentaron adiposidad abdominal; demas, las prevalencias mas
altas se presentan en adultos de 40 a 50 afios (98,104). Se ha apreciado un aumento considerable
principalmente entre las mujeres en edad reproductiva y entre los residentes de zonas rurales (1).

La probleméatica del exceso de peso sigue incrementando en nuestro pais, sin importar nivel
socioecondmico, region o localidad; tan s6lo en el periodo comprendido del afio 2000 al 2018, la
prevalencia de obesidad aument6 un 42.2% y la de obesidad mérbida 96.5% (104); dicho aumento
también es resultado de la transicion dietética que ha sufrido el pais en los Gltimos afios (98), aunado
a que enlos ultimos 20 afios el poder adquisitivo de las familias mexicanas ha disminuido, y al mismo
tiempo el costo de los alimentos no basicos de alta densidad energética y de bebidas azucaradas
se ha reducido; en este sentido la comida chatarra resulta mas barata que los alimentos saludables
como frutas, verduras, lacteos y alimentos de origen animal (1); todo esto llegé como consecuencia
de los cambios econdmicos ocasionados por la entrada en vigor del Tratado de Libre Comercio de
América del Norte (98).

Por su parte, las decisiones de la poblacion de comprar alimentos saludables o no
saludables, dependen en parte de la informacion nutrimental que se provee a través del etiqguetado
frontal de alimentos y bebidas industrializados, asi como de otras estrategias de comunicacién.
Ademas, el nivel de actividad fisica de las personas se ve influido por los espacios fisicos donde la
gente lleva a cabo sus actividades diarias, por ejemplo, la infraestructura peatonal, la disponibilidad
de espacios publicos, incluyendo parques y areas de esparcimiento, los espacios escolares para la

actividad fisica y los sistemas de transporte. Otros factores sociales y culturales como la seguridad

29



y la percepcién de seguridad y de estética, el género y la educacidn, por mencionar algunos, inciden
en la adopcidn de estilos de vida activos; por ejemplo, el incremento en la violencia ha reducido el
tiempo en actividades fuera del hogar, especialmente en las mujeres, lo cual repercute en la adopcion
de estilos de vida activos (1).

2.9.2. Los costos del sobrepeso y la obesidad

Las enfermedades ocasionadas por acumulacion excesiva de tejido adiposo afectan
directamente a los individuos, debido a su impacto en las capacidades fisicas y mentales, y de modo
indirecto a través de las ENT asociadas, ya que representan una gran carga social y econémica,
disminuyendo los afios de vida saludable y los costos que imponen a los sistemas publicos de
atencion de la salud (1); este fenédmeno ha captado la atencion de los entornos politico, econémico,
social, y médico (98), ya que se estima que los costos totales asociados al sobrepeso y la obesidad
en México alcanzan 0.56% del Producto Interno Bruto (PIB) (102).

La creciente prevalencia de la obesidad en particular, presagia una importante carga para
los sistemas de salud en las préximas décadas, sumado a la crisis de salud publica que México
enfrenta actualmente (105). Los gastos en materia de salud que esta condicidn ocasiona, se estiman
entre los 82 y 98 mil millones de pesos anuales, que equivalen entre el 73% y el 87% del gasto
programable en salud, solamente considerando los costos atribuibles por diabetes. Los costos
totales por complicaciones atribuibles al sobrepeso y obesidad oscilan entre 82 y 98 mil millones de
pesos, lo que implica una fuerte carga sobre las instituciones de salud. Por persona, se estima que

el costo aproximado del tratamiento de una persona asciende a $1,976,054 pesos mexicanos (106).

2.9.3. Fisiopatologia del sobrepeso y la obesidad

El sobrepeso y la obesidad debe de entenderse como una enfermedad crénica, multifactorial
y multicausal, que se relaciona con una alteracion de la correcta funcion del tejido adiposo en su
capacidad para almacenar grasa; que ademas conlleva a una situacion de inflamacion del tejido, que
esta ligada a desérdenes metabdlicos (107).

Para comprender esta entidad patolégica, es necesario describir al adipocito, que es la
principal célula del tejido adiposo y tiene como funcion almacenar el exceso de energia en forma de
triglicéridos, y liberarlos en situaciones de necesidad energética (108). El tejido adiposo se compone
también de estroma, que es el tejido conectivo reticular que confiere a los adipocitos soporte,
vascularizacion e inervacion, que interactian con numerosas células (macrofagos, células T,
fibroblastos, preadipocitos, células mesequimales, pericitos, etc.) y conforman el microambiente
celular (109).

El proceso de acumulacion de tejido graso puede originarse mediante dos procesos
relacionados con el adipocito; que son: por hipertrofia (aumentando su tamafio) y por hiperplasia

(aumentando su numero a partir de una célula precursora) (110). Tradicionalmente se ha
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considerado que un momento determinado en el crecimiento de un adipocito, al ir aumentando su
volumen de grasa (hipertrofia), alcanzara un umbral de tamafio critico en el que se dara un proceso

de hiperplasia, estimulando a una célula precursoray generando asi, una nueva célula adiposa (111).

2.9.4. Tratamiento del sobrepeso y obesidad

Los objetivos de la pérdida de peso en adultos con obesidad deben estar dirigidos a la
pérdida y mantenimiento del peso a largo plazo, asi como a evitar el desarrollo de las comorbilidades
asociada. Las estrategias de intervencion en las personas con obesidad de tipo exdgena incluyen
modificaciones al estilo de vida, orientados a la practica de habitos alimentarios saludables y a la
préactica de ejercicio como habito, de la mano de técnicas cognitivo-conductuales (112).

En primera instancia, la dietoterapia de la obesidad se basa principalmente en la
disminucion de la ingesta caldrica para alcanzar el peso deseado, siguiendo metas realistas para la
reduccién del peso, mediante dietas en las que se controle la cantidad de calorias y el balance de
macronutrientes. Se sugiere el empleo de dietas de balance negativo, con una reduccion de 300 a
500 kcal/dia (como minimo un total de 1500 kcal por dia) (113), asimismo es recomendable reducir
las porciones recomendadas y disminuir los alimentos ricos en grasas y azUcares, de modo que se
pueda lograr una pérdida de peso aproximada de 500 g por semana (114).

Si con la modificacion de los habitos no se ha logrado una reduccion de al menos un 5%
del peso corporal en 3 meses, se procede emplear tratamiento farmacoldgico, el cual esta
recomendado en sujetos con IMC =30 kg/m2 o >27 kg/m2 acompanado de comorbilidades; para lo
cual, se ha aprobado el uso de algunos farmacos como Orlistat, Liraglutida y Naltrexona-Bupropién
(112). Cuando la terapia farmacolégica no es suficiente, o se presenta un exceso de peso que pone
en riesgo la vida del sujeto, se opta por un procedimiento de cirugia bariatrico-metabdlica (115), la
técnica seré elegida en funcion del peso y habitos dietéticos del sujeto y se dividen principalmente
en tres grupos: Técnicas restrictivas (se basan en la reduccion del volumen gastrico, limitando la
ingesta y obteniendo una rapida sensacién de saciedad), dentro de las que se encuentra la
gastroplastia vertical anillada y la banda gastrica; las técnicas malabsortivas en las que se elimina
parte del intestino delgado, limitando la digestion y absorcién de nutrientes, entre ellas esta el
bypass; y por ultimo las técnicas mixtas que combinan la reduccion gastrica con una reseccion
intestinal, como el bypass géastrico en Y de Roux (116).

A excepcién del tratamiento nutricional, las opciones de tratamiento para la obesidad,
como el uso de farmacos, o la cirugia bariatrica conlleva a riesgos y posibles efectos colaterales, en
contraposicion, las plantas medicinales que se pueden administrar como tratamiento del sobrepeso
presentan un perfil de seguridad muy amplio que poseen con compuestos anti-obesidad y se pueden

utilizar para el desarrollo de productos farmacéuticos y nutracéuticos (117).
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2.9.4.1. Nutracéuticos

Los nutracéuticos se consideran productos alimenticios bioactivos que brindan beneficios
para la salud, como parte de la prevencién y tratamiento de enfermedades. La necesidad de
compuestos medicinales a base de plantas y hierbas aumenta dia a dia, debido a que las curas
alopéticas se asocian a una gran variedad de efectos secundarios. Por lo tanto, muchas personas
se inclinan por el cambio de estilo de vida y el uso de productos hechos a base de compuestos
naturales; estos productos pueden variar desde alimentos procesados, suplementos dietéticos,
alimentos transgénicos, etcétera (118).

El término "nutracéutico" fue acufiado por el Dr. Stephen DeFelice en 1989, y es ampliamente
utilizado en marketing, refiriéndose como "un alimento (o parte de un alimento) que proporciona
beneficios médicos o para la salud, incluida la prevencién y / o el tratamiento de una enfermedad",
sin embargo, sus definiciones reglamentarias son variables (119). En la actualidad, este tipo de
productos representan un mercado a nivel mundial, de 68 billones de ddlares anuales (120), y tan
solo en México genera ganancias de alrededor de 892 Millones de ddlares (121), por lo cual significan
un desafio para el futuro de la farmacoterapia y al mismo tiempo, son una poderosa herramienta
para la prevencion de enfermedades cronicas. No se proponen como alternativa a los farmacos, sino
que pueden ser (tiles para complementar una terapia farmacolégica y prevenir la aparicion de
enfermedades crénicas en sujetos que no califican para el tratamiento farmacol6gico convencional
(122).

2.10. Exceso de peso y produccion de radicales libres

El estrés oxidativo se genera por un exceso en la produccion de radicales libres, que se
forman como parte de algunos procesos fisioldgicos del cuerpo y pueden causan dafio de manera
directa o indirecta en diferentes érganos (123). La alimentacién guarda una estrecha relacién con la
aparicién de los agentes pro oxidativos; ya que se ha comprobado que en primer lugar, las dietas
ricas en calorias y carbohidratos ocasionan picos en las glicemias, lo cual genera la aparicion y
proliferacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como se muestra en la Figura 8, y a su vez
se va involucrando en procesos patolégicos como obesidad, diabetes, enfermedades
cardiovasculares y aterosclerosis (124).

La obesidad induce el estrés oxidativo sistémico, que traera consigo una produccién anormal
de adipocinas (sustancias de origen lipidico, derivadas del tejido adiposo blanco que intervienen en
los procesos de homeostasis del cuerpo); la proliferacién dichas contribuye directamente al
desarrollo de enfermedades como el sindrome metabdlico (125). Los biomarcadores de dafio
oxidativo son mayores en individuos con obesidad, se correlacionan directamente con el IMC, el
porcentaje de grasa corporal, la oxidacién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y los niveles de
triglicéridos; por su parte, se ha descrito que los marcadores de defensa antioxidante son mas bajos

mientras la cantidad de grasa corporal y la obesidad central aumenta (124).
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El incremento en el estrés oxidativo asociado a obesidad, se debe a que los adipocitos se

han identificado como precursores de citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral

alfa (TNF-a), e interleucinas 1y 6 (IL-1 e IL-6); éstas a su vez incrementan la produccién de oxigeno

y nitrégeno reactivos por parte de los macréfagos y monocitos. El TNF-a ocasiona un aumento de la

interaccion de los electrones con el oxigeno para generar el anion superéxido (126) y por otro lado,

se estimula la actividad de la Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), que representa la

via principal para la produccion de radicales libres en los adipocitos (127).
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Figura 8. Produccion de radicales libres a partir de la acumulacién y oxidacién de grasa visceral

(Elaboracion propia).

Por lo tanto, para evitar las complicaciones que trae esta condicién, se han buscado

tratamientos que permitan mejorar esta condicién; algunos de ellos elaborados a partir de plantas

con propiedades terapéuticas; una de estas alternativas naturales, es la tuna (Opuntia ficus-indica),

gue ha sido ampliamente estudiada por poseer compuestos bioactivos que proporcionan beneficios

como la salud intestinal, cardiovascular y hepatica, asi como prevencion del cancer, por su accion

hipoglucemiante y antioxidante (12,25).
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2.11. La cascara de tuna como coadyuvante en el control de peso y enfermedades
metabdlicas

La cascara de tuna puede ayudar en el proceso de control y pérdida de peso, a través de
diferentes mecanismos, que van desde el control glicémico, la disminucion en la tasa de absorcion
de lipidos, y la disminucién del estrés oxidativo; sobre los beneficios en los niveles de glucosa, en
un estudio con un grupo de ratas alimentadas con harina de cascara de tuna, la glucemia fue menor
en comparacién con un grupo alimentado con una harina con residuos de manzana, y la ganancia
de peso fue menor, en comparacion con el control (inulina) (128), debido al bajo contenido de
azucares solubles, el contenido de fructanos y el alto contenido de fibra (129).

Existe evidencia de un producto llamado “OpunDia™”, que consiste en una mezcla
herbolaria, elaborada con cladodio de nopal cactus y extracto de cascara de tuna (70:30 p / p), que
demostré tener una potencial actividad hipoglucémica. La administracién de 400 mg / dia, durante
16 semanas, en hombres y mujeres obesos prediabéticos, produjo una disminucién significativa de
las concentraciones de glucosa en sangre en la prueba de tolerancia oral a la glucosa (130); ademas,
en los deportistas, este complemento alimenticio estimula la secrecién de insulina antes y después
del ejercicio, reduciendo los niveles de glucosa en sangre y disminuyendo en un 30% el area bajo la
curva de glucosa en sangre; una reduccion del 10% en los niveles de glucosa y mayores
concentraciones de insulina tras la ingestion (18).

En cuanto al control de los lipidos en el organismo, el extracto de cdscara demostrd
después de cinco semanas de administracién, una disminucion en el colesterol plasmatico y hepatico
de hasta un 35%, en comparacién con la dieta control (131). En un estudio con ratas, el colesterol
LDL disminuyd significativamente a través del tratamiento con cascara de tuna (48), debido al alto
contenido de acido ascérbico, que protege los acidos grasos esenciales de la oxidacion (132,133);

ademas del alto contenido de fibra que ayuda a reducir el colesterol (48).
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3. Justificacion

En México, la produccién de tuna posee gran importancia comercial, pues forma parte de la
alimentacion tradicional de los mexicanos. Sin embargo, la porcién comestible del fruto es de tan
solo el 35 al 55%, generando una gran cantidad de residuos como las cascaras, que son desechadas
y eventualmente utilizadas como forraje, lo cual representa pérdidas para los productores y
comercializadores. Dichos residuos agroindustriales constituyen una gran preocupacion por la
ecologia, ya que pueden ocasionar problemas de manejo de desechos, incrementando el interés por
Su uso, puesto que contienen compuestos bioactivos de interés, como el alto contenido de fibra 'y
antioxidantes, de los cuales ha sido ampliamente descrito que pudieran tener efectos benéficos en
la disminucion del peso corporal. Por lo que su utilizacion y valorizacion del residuo de tuna permitira
desarrollar productos comerciales para aprovechar los compuestos bioactivos presentes en
padecimientos que aguejan a nuestro pais como el sobrepeso y la obesidad.

Por su parte, el sobrepeso y la obesidad representan un grave problema de salud publica en
México, ya que de acuerdo con los datos de la encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018, el
75.2% de la poblacion presenta exceso de peso; ademas las complicaciones derivadas de esta
enfermedad incrementa de manera significativa el gasto en materia de salud. El incremento en la
incidencia de este grave problema esta estrechamente ligado al consumo de una dieta inadecuada,
con una pobre ingesta de fibra dietética, que deriva de la transicién nutricional desarrollada en las
Ultimas décadas y que da como resultado altas concentraciones de azucares y colesterol en sangre,
que generan un exceso en la produccién de radicales libres, conllevando a una respuesta
inflamatoria en el individuo y rompiendo el equilibrio homeostatico en el cuerpo.

La elaboracion de un nutracéutico con propiedades funcionales y antioxidantes a partir de
la cascara de tuna, se propone como una alternativa natural para favorecer el control de peso, ya
gue puede otorgar beneficios gastrointestinales, debido a su contenido de fibra, que mejora el
proceso digestivo, acelera el transito intestinal, ayuda a disminuir las calorias consumidas en la dieta,
genera una rapida sensacion de saciedad e impide la absorcién de algunos lipidos, , favoreciendo la

pérdida de peso, ademas de disminuir la respuesta inflamatoria por su contenido de polifenoles.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Elaborar un nutracéutico con propiedades funcionales y antioxidantes, a partir de cascara
de tuna (Opuntia ficus-indica L. Mill.) liofilizada, que pueda ser utilizado como parte del tratamiento

dietético en individuos con sobrepeso y obesidad.

4.2. Objetivos especificos

e Realizar el analisis quimico proximal (Humedad, cenizas, proteina, carbohidratos y lipidos)
asi como las propiedades tecnofuncionales de la fibra (retencién de agua y lipidos) del polvo

liofilizado de cascara de tuna.

e Determinar el contenido de compuestos antioxidantes (fenoles totales, betalainas y la
capacidad antioxidante por los métodos de ABTS, DPPH y FRAP de la muestra liofilizada de

cascara de tuna.

e FEvaluar la bioaccesibilidad intestinal in vitro de los compuestos antioxidantes y la
fermentacion colénica in vitro (pH, conteo de bacterias acido lacticas, materia seca

desaparecida, residuo no fermentable, cuantificacion de acidos fendlicos y flavonoides).

e Evaluar la toxicidad aguda de la muestra, en un modelo in vivo, mediante la metodologia
establecida por la OECD (prueba de dosis letal 50 (LDso), mediante la administracion del

polvo de céscara de tuna liofilizada.

e Determinar la calidad fisicoquimica (Disolucién, friabilidad, dureza, color y microscopia
electronica) de diferentes formulaciones de tabletas y la disolucién del encapsulado a partir

del polvo de cascara de tuna liofilizada para obtener un producto nutracéutico.

e Analizar el cuestionario de recordatorio de 24 horas, aplicado a los participantes del ensayo

clinico.

e Evaluar los efectos de la suplementacidn dietética de capsulas de cascara de tuna (1g / dia),
sobre parametros bioquimicos (glucosa, colesterol y triglicéridos) y antropométricos (peso,

IMC y circunferencia de cintura) en adultos con sobrepeso u obesidad durante 4 semanas.
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5. Metodologia

El presente estudio fue de tipo experimental, dividido en 5 etapas (figura 9); la primera etapa
consistio en la obtencion de la muestra y la caracterizacion bromatologica y la cuantificacion de
antioxidantes, asi como de su actividad antioxidante. La segunda fase comprendi6 los procesos de
bioaccesibilidad intestinal y fermentacion coldnica in vitro, evaluando los cambios que sufrieron los
compuestos bioactivos a través del proceso de digestion, asi como los cambios en los polimeros de
la muestra, mediante la determinacién de materia seca desaparecida, residuo no fermentado, el
cambio de pH y el conteo de bacterias acido lacticas.

En la tercera etapa, se evalud la inocuidad de la muestra, mediante una prueba de DLso,
donde se midi6 el cambio de peso de los animales de experimentacion, y posterior al sacrificio, se
llevé a cabo la inspeccién de algunos érganos de interés. La cuarta fase consistié en la elaboracion
de los nutracéuticos (dos formulaciones en tableta y una en capsula); ésta y todas las fases
anteriores se llevaron a cabo en el Laboratorio de tecnofuncionalidad de alimentos del instituto de
ciencias de la Salud, de la Universidad Autbnoma de Hidalgo.

La quinta y ultima fase consistié en un estudio clinico de tipo exploratorio, simple ciego,
mediante un muestreo accidental (o de bola de nieve), realizado en consultorios privados de las
ciudades de Tulancingo de Bravo y Pachuca de Soto, Hidalgo. El proyecto fue realizado con el apoyo

del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (No. de beca 708817).
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5.1. Obtencién de la materia prima

Las muestras de tuna (Opuntia ficus-indica) fueron proporcionadas por el Consejo
Mexicano del Nopal y la Tuna (CoMeNTuna), ubicado en Actopan Hidalgo. Los frutos fueron lavados
y pelados manualmente, separando el pericarpio del resto de los componentes y se descartaron
todas aquellas piezas que presentaron lesiones externas.

Las cascaras fueron congeladas a -30 °C, posteriormente picadas manualmente y
liofilizadas (liofilizadora VWR26671-581 Labconco, USA). La muestra seca, fue molida en un equipo
(Waring Commercial Blender 38BL52 LBC10, USA), posteriormente homogeneizada y tamizada para

lograr un tamafio de particula <500 um (Figura 10).

@ ST

Obtencion de Lavado aséptico Pelado manual Congelado
los frutos

s T S 3 S
IR A RN

Polvo de cascara

Tamizado
de tuna <500 ym Triturado Liofilizado

Figura 10. Diagrama de Obtencién de la Materia Prima.

5.2. Rendimiento

El rendimiento fue obtenido mediante la diferencia de peso entre la muestra fresca y la
muestra seca. Se pesaron 100 g. de muestra fresca, por triplicado y se colocaron en tubos de
Borosilicato Labconco® de 250 mL; después de 72 horas de liofilizado se pesaron nuevamente las
muestras. Los resultados fueron expresados como porcentaje de rendimiento, utilizando la siguiente

formula.

PO_P1

Rendimiento (%) = * 100

0

Donde:
Po: Peso de la muestra fresca. o)
P1: Peso de la muestra liofilizada.
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5.3. Andlisis quimico proximal

5.3.1. Humedad

El método segun la AOAC 2012 (134), se basa en una determinacién gravimétrica en la
que se determina humedad por la diferencia de pesos obtenidos en una muestra antes y después

de secarla a una temperatura constante.

La muestra fresca homogenizada (2 g) pesada en capsulas de porcelana, puestas
previamente a peso constante. Las capsulas se colocaron en un horno a 105 °C durante 3 h.
Posterior a ello se tom6 el peso y nuevamente se introdujeron en un horno de calentamiento a 105°
durante 3 horas. Una vez obtenido el peso constante, el célculo se realiz6 mediante la siguiente
formula:

Pi — Pf

% de Humedad = > x 100

Donde:
Pi: Peso de la muestra fresca. 2
Pf: Peso de la muestra seca.

5.3.2. Cenizas

Su principio se basa en una determinacion gravimétrica en la que se obtiene la diferencia
del peso inicial de la muestra menos el peso que se obtiene al final después de realizar una
carbonizacion y un incinerado. El andlisis se realiz6 por el método de incineracion de la AOAC 2012
(134), empleando una mufla marca FURNACE 1500 Thermolyne. En capsulas de porcelana, puestas
previamente a peso constante, se pesaron 2 g muestra liofilizada y tamizada; las capsulas se
colocaron en un horno a 105 °C durante 3 h. Posterior a este tiempo se realizé una carbonizacion
con mechero y pinzas para crisol en el interior de una campana de extraccion, para después llevar a
incineracion en la mufla a 500 °C durante 5 h. Al término de este tiempo se disminuyd la temperatura
a 200 °C para pasar las muestras al desecador, dejandolas enfriar durante 1 h. Finalmente se
pesaron en una balanza analitica obteniendo el porcentaje de cenizas por diferencia de peso. El
resultado fue expresado como porcentaje (%) de ceniza y los calculos se obtuvieron con la siguiente
formula.

% Ceniza = ((A—B)/C) * 100
Donde: _ 3)
A= Peso del crisol a peso constante con muestra seca (g).

B= Peso del crisol con ceniza (g).
C=Peso de la muestra seca (g).

41



5.3.3. Proteina

El método de digestion Kjeldahl, es un proceso de analisis quimico para determinar el
contenido en nitr6geno de una sustancia quimica y se engloba en la categoria de medios por

digestion humeda y se usa comunmente para estimar el contenido de proteinas de los alimentos.

La determinacion de nitrégeno total se realizé por el método de kjeldahl, utilizando la
metodologia oficial de la AOAC 2012 (134), con el factor 6.25 para obtener el porcentaje de proteina.
El procedimiento determina la materia nitrogenada total, basandose en la digestién de la muestra
utilizando acido sulfdrico para reducir el nitrdgeno organico hasta amoniaco el cual queda en forma
de sulfato de amonio. Concluida la digestiéon se alcaliniza y se destila directamente o por arrastre
con vapor para desprender el amoniaco, el cual es atrapado por una solucién &cida y titulada
autométicamente por el equipo. En esta medicion se utilizo el equipo de digestion, destilacion y
neutralizacion marca Gerhardt modelo Vapodest 50 USA. Se pesaron 500 mg de muestra por
triplicado y se colocaron en tubos de digestion, afladiendo una tableta catalizadora marca Gerhardt.
Se adicionaron 2 mL de agua destilada y 15 mL de acido sulfarico al 97.9 %. Fue necesario la

utilizacion de dos blancos durante todo el proceso.
La determinacién se llevé a cabo en 2 pasos:

a) Digestion: una vez que el digestor alcanzo la temperatura de 230 °C, se colocaron los
tubos de digestion y se conectaron al sistema de neutralizacion, verificando que los gases formados
fueran neutralizados con una solucién de NaOH al 10%. Se mantuvieron a la misma temperatura
durante 30 min. Una vez transcurrido este tiempo, se elevo la temperatura a 260 °C (5 min), 300 °C
(20 min), 400 °C (20 min) y finalmente a 405 °C hasta que se observé un tono verde esmeralda

(aproximadamente 2 h). Y finalmente se dejaron enfriar los tubos.

b) Destilacion: una vez enfriados, los tubos se colocaron uno a uno en el destilador
automatico programado para realizar la destilacion del amoniaco adicionando automaticamente
NaOH 32%. Posteriormente se realizé la titulacion automatica con H3aBO3 al 3% (pH 4.6 — 4.7). El
porcentaje de nitrégeno presentado por el equipo fue utilizado para calcular el % de proteina total de

acuerdo con la siguiente formula.

Proteina (%) = % de Nitrogeno * 6.25 4)
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5.3.4. Lipidos

En general, la cascara de tuna presenta un bajo contenido de lipidos, por lo que el
contenido total de grasa se calcul6 por la diferencia entre el peso total de la muestra, con respecto a
las determinaciones de humedad, proteina, cenizas, carbohidratos y fibra dietética total. El resultado

fue expresado como porcentaje (%) de lipidos y se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion:

% Lipidos = 100 — (A+ B+ C+ D +E) (5)

Dénde:

A= % de Humedad

B= % de Proteina

C=% de Cenizas

D= % de Carbohidratos

E= % de Fibra dietética total

5.3.5. Hidratos de Carbono

La determinacion de carbohidratos se llevo a cabo mediante el andlisis espectrofotométrico
que se aplica a los carbohidratos al reaccionar con el reactivo Orcinol - Acido Sulfurico, en el que se
genera una variacion de colores que van del amarillo al rojo azulado. Se prepard una solucion de
Orcinol al 0.01 %; para la cual se colocoé un matraz de 500 mL en un bafio de hielo con agitacion
constante y se adicionaron 50 mL de agua destilada, después de 5 minutos de agitacién, se
adicionaron lentamente 200 mL de Acido Sulfarico concentrado (H2SO4). Al término de la adicién del
Acido, se adicionaron 0.25 g de Orcinol. Se construyd una curva estandar con concentraciones de
0, 20, 40, 60, 80, 100 y 120 ppm, con respecto a una solucion patron de glucosa de 250 ppm (0.25
mg/mL).

Para llevar a cabo la técnica, se colocaron en una gradilla tubos de vidrio de 5 mL, dentro
de un bafio de hielo; se agregaron 0.25 g de muestra y posteriormente 1 ml de la solucién de Orcinol,
y se mezcld vigorosamente en vortex. La gradilla fue puesta en un bafio en ebullicion por 5 min,
después de eso fue dejado hasta alcanzar temperatura ambiente y se realiz6 la lectura a 540 nm, y

se compard con un blanco (135).

5.3.6. Fibra dietética total

La fibra dietética es una mezcla compleja de sustancias organicas resistentes a la
hidrdlisis por las enzimas del humano, incluyendo hemicelulosas, celulosas, ligninas, pectinas,
gomas, entre otros. El andlisis de la fibra dietética total consiste en una combinacion de métodos
enzimaticos y gravimétricos, para lo cual se empled un kit comercial de ensayo de FDT (TDF-100A,
SIGMA) (136). El ensayo se llevd a cabo mediante tres etapas: digestion, filtracion, y correccion de

valor de fibra dietética total (FDT) con determinacién de proteina y ceniza.
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En la primer etapa se pesaron 500 mg de muestra en matraces Erlenmeyer de 250 mL
adicionando a cada matraz 25 mL de soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.08 M, pH 6.0, y 50 pL de
a-amilasa termoestable para gelatinizar la muestra. Se cubrieron los matraces con papel aluminio y
se colocaron en un bafio de agua con agitacion horizontal (95 °C, 15 min); una vez transcurrido el
tiempo se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente, se ajusté el pH a
7.5 £ 0.2 con la adicion de NaOH 0.275 N. Una vez ajustado el pH, en cada matraz se colocaron 50
pL de una solucién de proteasa como amortiguador de fosfatos (50 mg/mL), con lo cual se dirigio
enzimaticamente la proteina. Nuevamente, los matraces se cubrieron con papel aluminio y se
colocaron en un bafio de agua (60 °C, 30 min) con agitaciéon continua. Las muestras se dejaron
enfriar a temperatura ambiente durante 15 min para ajustar el pH entre 4.0 y 4.6 agregandole HCI
0.325 M. Una vez ajustado el pH, en cada matraz se afiadieron 50 yuL de amiloglucosidasa para
hidrolizar el almidén y se colocé nuevamente en un bafio de agua (60 °C, 30 min) con agitacion
continua. Para finalizar la primera etapa se agregaron 300 mL de etanol al 95% a cada matraz y se
dejaron las soluciones durante toda la noche a temperatura ambiente para permitir la precipitacion
completa.

En la segunda fase las muestras se filtraron utilizando crisoles Gooch No.2 (4.5-5 um de
porosidad, capacidad 30 mL), los cuales fueron llevados previamente a peso constante,
manteniéndolos en un horno a 105 °C durante 1 h, una vez transcurrido el tiempo, se colocaron 500
mg de celita a cada uno y nuevamente fueron llevados a peso constante, posterior a ello, se
afiadieron unas gotas de etanol (78 %) para distribuir la celita en la totalidad del fondo de cada crisol
y se procedio con la filtracion de cada precipitado obtenido en la etapa uno, después se realizaron
lavados para vaciar la totalidad de las muestras con 30 mL de etanol al 78 %, 10 mL de etanol al 95
% y 10 mL de acetona. Posteriormente, los crisoles ya con los residuos obtenidos del filtrado, fueron
colocados en el horno de secado a 105° C durante 12 h.

Por dltimo, en la tercera etapa, con los residuos obtenidos del secado se determind
proteina de acuerdo al método de Kjeldahl y cenizas para corregir el valor total de la fibra. El resultado
fue expresado como porcentaje (%) de fibra dietética total y se obtuvo mediante la siguiente

operacion matematica.

% Fibra Dietética Total = ((R— P —A)— B) /SPx 100 (6)

Dénde:

R= Peso promedio del residuo (mg)

P= Peso promedio de la proteina (mg)

A= Peso promedio de la ceniza (mg)

B= (Peso promedio del blanco — peso promedio de proteina del blanco — peso promedio de ceniza
del blanco) (mg)

SP= peso promedio de la muestra (mg)
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5.3.7. Minerales

Para llevar a cabo la cuantificacion de minerales de las muestras, se utiliz6 un microscopio
electrénico de barrido tipo emision de campo (FE-SEM) JEOL IT300 con un rango de aumento de
300,000 X y una resolucion de 30 k. La muestra se colocé sobre una cinta de grafito de doble caray
luego se recubrié con una fina capa de oro, utilizando una maquina de ionizacion (Denton Vacuum
LLC, Moorestown, NJ, EE. UU.) A una presién de 20 militorr y una corriente de 20 mA durante 4 min.
El andlisis cuantitativo de la composicion mineral se obtuvo mediante el espectro que forma parte de
la microscopia electrénica de barrido, mediante cuantificaciones individuales; el contenido delos

principales minerales (potasio, magnesio y calcio) se reportd en porcentaje (%).

5.4. Propiedades tecnoldgicas y funcionales de la fibra

Las propiedades funcionales y tecnoldgicas de la fibra dietética estan relacionadas
principalmente con la estructura quimica de los polisacéridos contenidos.

Capacidad de retencion de agua (CRA) y capacidad de retencion de lipidos (CRL): del
polvo liofilizado de cascara de tuna. Aiadiendo 250 mg de la muestra liofilizada, con 10 mL de agua
desionizada o aceite en tubos de centrifuga de 15 mL, los tubos fueron sometidos a agitacion por
vortex y se dejaron en reposo a temperatura ambiente por 24 hrs. Posteriormente, la muestra fue
centrifugada (Beckman Couler Allerga 25r USA) a 3000 rpm por 25 min. El sobrenadante se decanto
y el tubo fue pesado en balanza analitica. La CRA fue reportada como gramos de agua / gramos de
muestra seca (g/g bs). Para la CRL se utilizé aceite de soya y se reportdé como gramos de lipidos /
gramos de muestra seca.

Capacidad de hinchamiento (CH): Se pes6 1 g de cada muestra en una probeta graduada
de 25 ml y se midié el volumen ocupado por las fibras (Vo; se adicionaron 10 ml de agua destilada y
se agitd manualmente durante 5 min. Se dej6 en reposo durante 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se midié el volumen final de las muestras (V1) la capacidad de hinchamiento fue

expresada en mililitros por gramo (mL/g) (137).

5.4.1. indice de retardacién de didlisis de glucosa

Se llevd a cabo siguiendo la metodologia reportada por Gofii-Valdivieso et al (138); antes
del ensayo, las muestras fueron sometidas a extraccion con etanol al 80% para eliminar los azlcares
solubles. Se utilizaron bolsas de didlisis (Medicell International Ltd, Londres) de 12 cm de longitud
previamente hidratadas, y se llenaron con 7,5 ml de agua destilada que contenia 18 mg de glucosa
(control), o bien mezcladas con 250 mg de muestra. Las bolsas se suspendieron en 200 ml de agua
destilada y se mantuvieron a 37 ° C durante 1 h con agitacion constante, transcurrido el tiempo se
tomé una alicuota del dializado (liquido del medio exterior de la bolsa de dialisis), para su posterior
inyeccion al equipo de HPLC. Los extractos se concentraron y se purificaron a través de cartuchos

SepPak C18, para ser reconstituidos en agua y acetonitrilo (80:20). Se inyectaron 100 mL de los
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extractos en el HPLC equipado con un detector de arreglo de diodos (Waters, 600, USA), con un
muestreador automatico (Waters, 717 plus, USA). Se utilizé una columna Simmetry C18 (4.60 x

150mm) 5um (Waters, USA). El eluyente fue acetonitrilo / agua (80:20), con un flujo de 0,9 mL / min.

El resultado se expresé en porcentaje y fue obtenido mediante la siguiente formula:

Glucosa difundida en la bolsa con fibra

GRI = 100 — ( ) * 100 (1)

Glucosa difundida en la bolsa sin fibra

5.5. Propiedades antioxidantes
5.5.1. Betalainas

Se realizé mediante la metodologia utilizada por Stintzing et al. (63); diluyendo la muestra
en agua desionizada en una proporcion 1:10 y se colocaron 200 pL con un blanco de agua
desionizada en microplacas. Se realiz0 la lectura por espectrofotometria (Power Wave XS UV-Biotek,
USA), con una longitud de onda de 535 nm para cuantificacion de betaninas (pigmentos rojos-
purpura) y de 480 nm para betaxantinas (pigmentos amarillos). El contenido de betaninas y
betaxantinas se reportdé como miligramos equivalentes de betalainas por litro (mg EB/L) y se calcul6
con la siguiente ecuacion:

A+ FD x PM 1000

e ) *1) (8)

mgEB/L = ((

Dénde:

A = Absorbancia a 535 0480 nm

FD = Factor de dilucion

PM = Peso molecular

£ = Coeficiente de extincion molar

I = Volumen de celda (0.316 cm?®)

Coeficientes de extincion molar:
Betaninas: &=60000 L/(mol cm).PM = 550 gr/mol
Betaxantinas: &= 48000 L/(mol cm).PM= 308 gr/mol .

5.5.2. Compuestos fendlicos totales

Se realiz6 utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu, aplicando una solucién de 1 mL de Folin
aforando a 10 mL con agua desionizada; solucion de Carbonato de sodio (7.5 g en 100 mL de agua);
solucién de acido galico (15 mg en 50 mL de agua). Se construyd una curva estandar de acido galico,
con concentraciones de 0, 100, 200, 300 mg/L (acido gdlico / agua desionizada). La concentracion
fue determinada por espectrofotometria y la absorbancia fue medida a 765 nm en un lector de

microplacas utilizando como blanco agua desionizada.

Se tomaron 100 uL de muestra de cada uno de los tratamientos, adicionando 500 pyL de Folin

Ciocalteau y 400 pL de carbonato de sodio en viales Eppendorf y se agitaron en vortex, dejando
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reposar 30 minutos. El contenido de fenoles totales al igual que en la curva estandar, se analizé por
triplicado, expresando los resultados como mg equivalentes de acido galico por 100 gramos (mg
EAG/100 g) (63,139).

5.5.3. Actividad antioxidante por el método de ABTS

Se prepard una solucion de ABTS al 7 mmol (76.8 mg de ABTS diluido en 20 mL de agua
desionizada), se agreg6 persulfato de potasio al 2.45 mMol, (6.6mg en 10 mL de agua); se dejo
reposar por 16 horas y se realiz6 una dilucion en agua desionizada, hasta obtener una lectura de
absorbancia de 0.7 + 0.1 a 754 nm. Se utilizara una curva estandar, con una solucién con 3.75 mg
de Trolox en 50 mL de etanol, realizando concentraciones de 0, 60, 120, 180, 240, 300 umol/L.

Se tomaron 20 pL de muestra y 980 pL de la disoluciéon de ABTS, se dej6 reposar 7 min y
se realizo la lectura espectrofotométrica a 754 nm en el lector de microplacas. La actividad
antioxidante fue expresada como micromoles equivalentes de trolox por 100 gramos en base seca
(umol ET / 1009 bs) (140).

5.5.4. Actividad antioxidante por el método de DPPH

Se preparé una solucién con 7.4 mg de DPPH aforando a 100 mL de etanol; se utilizé una curva
estandar de Trolox, en concentraciones de 0, 100, 200, 300 pumol ET/L. Se colocaron 100 pL de las
muestras y 500 uL de la solucién de DPPH, agitando en vértex y dejando reposar durante una hora.
Se midié la absorbancia del sobrenadante a 520 nm, utilizando el lector de microplacas. La actividad
antioxidante fue expresada como porcentaje (%) de inhibicion; tomando en cuenta la absorbancia de
un blanco (con DPPH), en comparacion con la absorbancia de la muestra, y fue obtenido mediante

la siguiente férmula (141).

%1 = (AB — AM)/ AB x 100 ©)

Donde:

% | = Porcentaje de inhibicion
AB= Absorbancia del blanco
AM= Absorbancia de la muestra

5.5.5. Actividad antioxidante por el método de FRAP

El método de FRAP, fue realizado de acuerdo a lo descrito por Zafra et al (142). Las soluciones
madre incluyeron un tampoén de acetato 300 mM (3,1 g de C2H3Na0O2.3H20 y 16 mL de C2H40z2) (pH
3,6), una solucién de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mM en 40 mL de HCI y una solucién a 20
mM de FeClsz 6H20.

La solucidn fresca fue preparada mezclando 25 mL de tampon acetato, 2,5 mL de solucion de
TPTZ y 2,5 ml de solucion de FeCls.6H20 y fue calentada a 37°C antes de su uso. 30 uL de la se

mezclaron con 90 pL de agua destilada y 900 pL de la solucién FRAP y se dej6 reposar durante 10
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min en la oscuridad. La absorbancia se midié a 593 nm usando un lector de microplacas (Power
Wave XS UV-Biotek, software Gen5 2.09, Winooski, VT, EE. UU.).

La curva estandar se desarrollé6 con concentraciones de 0, 200, 400, 600, 800 y 1000 pmol de
sulfato ferroso (FeSO4) 5 M, y los resultados se expresaron como pmol Fe (II) por 100 g de base
seca (umol Fe (1) / 100 g db).

5.6. Bioaccesibilidad intestinal in vitro

Se determiné siguiendo la metodologia descrita por Sandoval Gallegos et al. (143); utilizando
un modelo de digestion in vitro, homogeneizando 250 mg de la muestra en 10 ml de agua y se ajusto
el pH a 2.0 con HCI 6 mol. El homogeneizado fue incubado sucesivamente en un bafio de agua bajo
agitacion continua con 120 pL de solucion de pepsina por mL, en una solucion con 0.1 mol de HCl a
37°C durante 2 h. Después de la incubacion se afiadieron 1,5 ml de pancreatina, colato de sodio y
una solucion de desoxicolato de sodio (5 mg de pancreatina P-1750 Sigma-Aldrich, mas 100 mg de
colato de sodio C6445 y 100 mg de desoxicolato D6750 en una solucion 0,1 mol de NaHCO3). Los
productos de la digestion fueron colocados en membranas de dialisis (12,000- 14,000 de corte de
peso molecular; Sigma-Aldrich) y dializado en 200 ml de solucién de bicarbonato de sodio (pH 7,5)
por 12 h. Se eliminaron las alicuotas de didlisis para determinar el contenido de fenoles y la
capacidad antioxidante. La concentracién relativa de fenoles en la fraccién dializada con respecto a

la muestra antes de la digestion se utilizé como indicador de bioaccesibilidad en el intestino delgado.

5.7. Fermentacion colénica

Se realizé tomando en cuenta el proceso detallado por Saura —Calixto et al. (144), con
algunas modificaciones; Se llevaron a fermentacién las muestras en un sistema de cultivo
discontinuo en condiciones anaerobicas por 24 h. Se realizé un in6culo, mediante el uso de heces
humanas, provenientes de un donador sano, de sexo masculino, sin consumo previo de antibidticos
en los Ultimos 6 meses, con una alimentacién balanceada. La muestra en fresco, con un peso
aproximado de 200g, se diluy6 (100 g/ L) en un medio anaerobio, mezclado por 10 miny se filtré en
malla de 1 mm, para utilizarlo como inéculo. Se mantuvieron las condiciones anaerdbicas utilizando
diéxido de carbono sin oxigeno.

Los sustratos fueron hechos por triplicado y un control, se hidrataron con 8 mL del medio
de fermentacion, agregando 2 mL de in6culo y aplicando didéxido de carbono por 1 min para mantener
las condiciones anaerdbicas. Los tubos se colocaron en un bafio de agua con agitacion (80 RPM /
min, 37°C, 24 horas).
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5.7.1. Medicion de pH durante la fermentacién coldnica

El pH fue medido al inicio de la fermentacion colénica (hora 0), y al final del proceso (hora
24), tomando la alicuota antes de detener el proceso de fermentacion, utilizando un potenciémetro
de mesa (HANNA HI 221, USA).

5.7.2. Materia seca desaparecida y residuo no fermentado

Se realiz6 mediante la metodologia reportada por Gofii y Martin Carrén (145) . Después de
la fermentacion, los residuos se suspendieron en 50 ml de NaCl al 0.9% (p / v), fueron sometidos a
agitacion durante 3 min, y se filtraron con papel filtro; los residuos se suspendieron nuevamente en
50 ml de NaCl 0.9% (p / v) y se lavaron dos veces. Los residuos se suspendieron finalmente con 5
mL de etanol al 96% y 5 mL de acetona, para su posterior secado en horno a 60 ° C durante 16. El

residuo no fermentado se determiné gravimétricamente de la siguiente manera:

RNF = Peso final de la muestra — Peso del blanco negativo (10)

La materia seca desaparecida se calcul6 mediante la siguiente férmula:

Pi — Pf

MSD (%) =

«100 (11)

Donde:

MSD (%) = Porcentaje de materia seca desaparecida

Pi= Peso inicial del sustrato seco

Pf= Peso del sustrato no fermentado

*Nota: La fermentabilidad de la muestra se expresa como porcentaje de sustrato desaparecido

durante el proceso, respecto al mismo patrén de lactulosa (valor 100) (146).

5.7.3. Recuento de bacterias acido lacticas de la fermentacién coldnica

El andlisis microbioldgico se realizd de acuerdo con el método de microgota establecido por
Strahsburger et al. (147). Se realizaron diluciones en serie de las alicuotas de las horas 0y 24, en
disolucion 1:10 (V/V) de caldo peptonado; las placas se incubaron en agar Man-Rogosa-Sharpe
(MRS) incubado a 30 ° C durante 48 h. Los resultados se expresaron como unidades formadoras de

colonias por mililitro (UFC / mL) de muestra.

5.7.4. Cuantificacion de compuestos fenélicos y flavonoides por HPLC

Previo al andlisis cromatografico, se llevé a cabo una extraccion de acuerdo a lo reportado
por Juaniz et al (148); donde 50 mg de la fueron mezcladas con 1 ml de metanol / agua acidificada
(acido férmico al 0,1%) (80:20 v / v), se sonicaron durante 90 min, se sometieron a voértex y se

centrifugaron durante 20 min a 14.000 rpm (Allegra 25TM, Beckman Coulter, California, USA)
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El sobrenadante fue apartado y el residuo se volvié a extraer utilizando 0,5 ml de metanol /
agua acidificada (80:20 v / v), se sonicd durante 25 min, se agitd en vortex durante 1 min y se
centrifugd durante 20 min a 14.000 rpom. Ambos sobrenadantes se combinaron y almacenaron en
congelacion.

El residuo obtenido de extracciones previas se hidrolizé con 1,5 ml de hidréxido de sodio 2
M y se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 h. Después de la hidrdlisis alcalina, el pH de la
mezcla se ajustd a pH 3 afiadiendo 1.7 mL de &cido citrico 3 M. A continuacion, se afiadieron 4 ml
de acetato de etilo. Después de 10 min de centrifugacion a 14.000 rpm, se tom6 1 ml del
sobrenadante y fue secado al vacio mediante rotoevaporacion (Buchi R-210, Switzerland), el residuo
se disolvié en 0,25 ml. de metanol / agua acidificada (acido férmico al 0,1%) (80:20 v / v) y se
colocaron en viales de cristal, para su inyeccién en el equipo de cromatografia.

Para la extraccion de metabolitos fecales, se utilizaron alicuotas de 0.1 mL de muestras
fermentadas en un tubo eppendorf limpio. Los metabolitos derivados de la fermentacion fecal se
extrajeron mediante la adicion de 0.1 mL de metanol / agua acidificada (acido formico al 0,1%) (80:20
v / v), se agitaron en vortex y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 10 min. A continuacion, se
transfirieron alicuotas de 100 mL a viales y se sometieron a analisis

Los flavonoides se cuantificaron por HPLC de acuerdo con la metodologia establecida por
Diaz-Batalla et al. (149), usando un detector de arreglo de diodos (Waters, 600, USA), equipado con
un muestreador automatico (Waters, 717 plus, USA), detector de arreglo de diodos (Waters, 2996,
USA) (Waters, Milford MA, EE. UU.) Se utilizé una columna cromatografica Simmetry C18 (4.60 x
150mm) 5um (Waters, USA). La fase movil A fue acetonitrilo y la fase movil B fue agua desionizada
a pH de 2.8, ajustado con acido acético de grado HPLC, Para la elusién de los flavonoides y acidos
fendlicos, el gradiente utilizado se describe en la tabla 3 y 4 respectivamente. El volumen de

inyeccion fue de 20 mL.

Tabla 3 Condiciones de separacién por HPLC. Flavonoides en colon

Tiempo (min) %Fase movil A %Fase movil B

0 0 100

10 65 35

15 80 20

16 95 5

17 96

18 20 80

19 0 100

20 0 100

Flujo: 1 mL/min. Fase moévil A: Acetonitrilo; Fase mévil B: Agua desionizada con acido
acético. pH 2.8
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Tabla 4 Condiciones de separacion por HPLC. Acidos fendlicos en colon

Tiempo (min) %Fase movil A %Fase movil B

0 0 100
15 50 50
16 50 50
18 65 35
20 95 5

21 96 4

22 20 80
23 0 100
24 0 100

Flujo: 1 mL/min. Fase mavil A: Acetonitrilo; Fase moévil B: Agua desionizada con &cido acético.
pH 2.8

5.8. Elaboracion de los nutracéuticos
e a) Capsulas

El proceso se realiz6 de acuerdo a lo descrito por OFFARM (2004); Utilizando un
encapsulador manual de 100 orificios, con juegos de placas 00; se llevé a cabo a temperatura
ambiente, en un ambiente con humedad relativa <60%. Se aplico el polvo sobre la plataforma del
encapsulador, se comprimié manualmente y se repitié el proceso una vez mas, al final se limpiaron

las impurezas remanentes con una brocha fina.
e D) Tabletas

A partir del liofilizado de tuna, se elaboré una mezcla homogénea de la siguiente manera:
Se utilizaron dos excipientes comerciales, celulosa microcristalina (Avicel® PH200 FMC Corp.,
Espafia) y monohidrato de lactosa (Tabletose® 80 Meggle Milchindustrie GMBH y Co. KG,
Wasserburg, Alemania), se utilizaron al 58%, mezclado con 40% de polvo de tuna, y asi se
desarrollaron dos formulaciones: Cascara de tuna rojo liso con celulosa microcristalina (RM) vy
cascara de tuna rojo liso con lactosa (RL). Ademas, se afiadié como lubricante 1% de talco en polvo
y 1% de estearato de magnesio (Panreac-Montplet y Esteban, Barcelona, Espafia), para mejorar la
calidad de la tableta. Todos los componentes se mezclaron en un homogeneizador (V-mill tipo MV-
6; Turu Grau S.A, Tarrasa, Espafia) durante 15 min y compactado con una maquina de tableteado
excéntrica (Bonnals B-40, Barcelona, Espafia). Estas formulaciones se establecieron de acuerdo a
pruebas preliminares donde los excipientes fueron mezclados, hasta que se alcanz6 la compactacion

deseada.
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5.8.1. Pruebas de calidad de las tabletas

Se llevaron a cabo de acuerdo a las metodologias reportadas por la farmacopea

estadounidense (USP), de la siguiente manera:

a) Uniformidad de masa, espesor y didmetro: El analisis de uniformidad se llevé a cabo
seleccionando al azar 10 unidades de cada formulacion y midiendo su peso (g) , grosor (mm) y

diametro (mm) usando un medidor de tabletas (WHT-1 Pharma Test, Hainburg, Alemania) (150).

b) Dureza: Para determinar la estabilidad mecéanica de las tabletas, mediante la resistencia
gue opone ante una fuerza de presion que actla diametralmente y que es capaz de romperla, se
utilizé un durémetro (PT-B 311 Pharma Test, Hainburg, Alemania), aplicando presién hasta que las

tabletas se rompieron diametralmente. Los resultados se expresaron en Newtons (N) (151).

c¢) Friabilidad: Para medir la resistencia a la abrasion y analizar el peso perdido durante la
manufactura, empaque, se determind la friabilidad de acuerdo con el estandar de la Comision de
Farmacopea Estadounidense (152), utilizando un friabilizador (ERWEKA, TA-UZ 127,
Heusenstamm, Alemania), 10 tabletas fueron pesadas y posteriormente se sometieron a 100
rotaciones; luego se sacaron las tabletas del tambor de aparato, se cepillé el polvo excedente y se
volvieron a pesar las tabletas. La friabilidad se expresé como el porcentaje de masa perdida,

calculado mediante la siguiente ecuacion:

Pi — Pf

% Friabilidad * 100 (12)

d) Desintegracion: Esta prueba se utiliza para analizar la desintegracion de tabletas o
capsulas dentro del tiempo prescrito cuando se colocan en un medio liquido. Se probaron seis
tabletas usando un desintegrador (ERWEKA, DT-60, Heusenstamm, Alemania) con un medio de
acido clorhidrico 0,1 N a 37°C a 50 rpm. La prueba terminé cuando no se observé ningun residuo en

el fondo del vaso desintegrador y se midi6 el tiempo de desintegracion (min.) (153).

5.8.2. Colorimetria

Para llevar a cabo la evaluacién colorimétrica, se colocaron alicuotas del polvo en
recipientes circulares con 5 g cada una; el analisis se realizd con un equipo de colorimetria Minolta
CM-80 (500 SM-508D, Japon), obteniendo tres coordenadas de color L *, a *, b *. El instrumento se
calibro de acuerdo a las instrucciones del fabricante y los valores de color se expresaron como L*

(blancura o luminosidad/oscuridad), a* (rojo-verde) y b * (amarillo-azul).
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5.8.3. Microscopia electrénica de barrido

Se tomaron micrografias para establecer comparaciones estructurales entre las
formulaciones de tabletas. Las muestras se depositaron en una base de silicon y se
colocaron en un dispositivo de recubrimiento por pulverizacion catédica (Denton Vacuum
Desk V, EE. UU.), para obtener una capa fina de recubrimiento de, aplicando 20 mTorr y
20 mA durante 4 min. Las muestras se observaron bajo un microscopio electrénico de
barrido (JEOL JSM-6300, Peabody, MA), a 250 amplificaciones.

5.9. Prueba de toxicidad oral aguda in vivo (DLso)

Con lafinalidad de comprobar la inocuidad del polvo liofilizado de cascara de tuna, se llevé
a cabo el estudio de toxicidad oral aguda, de acuerdo a lo descrito por la OCDE (2008). Para dicho
ensayo se emplearon 9 ratas Wistar macho, con peso corporal de 200 * 20 g. Los animales de
experimentacion fueron divididos en 3 grupos (Grupo control, Grupo de 2000 mg/kg y 5000 mg/ kg.
Todos los ensayos fueron realizados de acuerdo a las Buenas Practicas de Laboratorio y con
autorizacion del comité de ética del instituto; los animales fueron procedentes del Bioterio del Instituto
de Ciencias de la Salud y fueron mantenidos en un ambiente controlado, con una temperatura de 22
+ 2°C; ciclos de 12 horas de luz - 12 horas de oscuridad; se administré una dieta estandar para ratas
y agua purificada a libre demanda, los animales fueron agrupados en jaulas con méximo 3 ratas cada
una (154).

El polvo liofilizado fue reconstituido en agua destilada, a una concentracién del 10% (p/v),
se administraron 20 mL/kg de peso corporal del polvo reconstituido por via oral, empleando canula
intragastrica. Se realizé la administracion de una dosis cada 24 h, durante 14 dias; los animales
permanecieron en observaciéon con la finalidad de detectar la presencia de posibles signos de
toxicidad y al cabo de las dos semanas de experimentacion, se realizé el sacrificio, mediante camara
de didxido de carbono, para la posterior necropsia y la observacion de 6rganos y tejidos de interés

(intestino, estdbmago e higado).

5.9.1. Cambios en el peso de los animales de experimentacion

Durante los 14 dias de la prueba de toxicidad, se registré6 el peso de los animales,
utilizando una balanza analitica portatil (2000 Cqt, Adam Equipment, USA), el peso se registrd

diariamente por las mafianas, en el mismo horario y de manera previa a la aplicacién de la dosis.

5.10. Suplementacion en pacientes con sobrepeso u obesidad

La intervencion se llevo a cabo en una muestra por disponibilidad de sujetos voluntarios, que
firmaron previamente el consentimiento informado; consistié en un estudio exploratorio, simple ciego,

con una poblacién de 40 individuos, que fueron divididos en 2 grupos (cada grupo con 20
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integrantes). La suplementacion se realiz6 durante 4 semanas, y se evaluaron los parametros
bioquimicos y antropométricos al inicio y al final del estudio;

e Grupo Control: Pacientes suplementados con placebo (celulosa microcristalina)

e Grupo Experimental: Pacientes suplementados con cdpsulas de cascara de tuna

Los criterios de inclusién fueron los siguientes:

« Tener un IMC mayor a 25 kg/m?.

* Ser mayores de edad.

* Saber leer y escribir.

*  Firmar el consentimiento informado.

» No tomar medicamentos antidiabéticos o suplementos alimenticios.

Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

+ Presentar enfermedades asociadas, como diabetes o hipertension.
» Estar bajo tratamiento médico, con antidiabéticos o hipoglucemiantes orales.

¢ No firmar el consentimiento informado.

Los criterios de eliminacion fueron los siguientes
* Individuos que sufrieron alguna enfermedad durante el transcurso del estudio.

* Sujetos que interrumpieron el tratamiento.

5.10.1. Mediciones antropomeétricas

Las medidas antropométricas (peso, talla y circunferencia de cintura) fueron evaluadas de
acuerdo a las recomendaciones establecidas por la Secretaria de Salud (SSA) en México. El indice
de masa corporal (IMC) se calcul6 de acuerdo a las especificaciones de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS). El encargado de la evaluacion antropométrica recibié una estandarizacion previa,
con la finalidad de minimizar los errores de medicion. La talla fue evaluada utilizando un estadimetro
de pared fijo (SECA 206, California, USA) pidiendo a los participantes que retiraran su calzado, y
ubicando el plano de Frankfurt. El peso corporal se evalué mediante un analizador corporal TANITA
(BC-545F Fitscan, Japoén) y la circunferencia abdominal se midié en la zona méas prominente del

abdomen, ubicando la cicatriz umbilical, con una cinta métrica (SECA 201, California, USA)

5.10.2. Evaluacién de parametros bioquimicos.

Se tomaron muestras de sangre en ayuno, recolectadas por venopuncién en tubos

vacutainer con suero, fueron centrifugadas (CRM Globe, Tx. USA). a 6500 rpm durante 15 min y
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refrigeradas hasta su evaluacion. Las muestras sanguineas fueron procesadas en un analizador

Vitros 4600 (Ortho- Clinical Diagnostics, Rochester, NY) utilizando los siguientes métodos:

e Glucosa: Glucosa oxidasa, peréxido de hidrégeno (valor éptimo 100 -125 mg / dL)
e Colesterol: Oxidasa esterasa, peroxidasa Colesterol total (valor 6ptimo <200 mg / dL)

e Triglicéridos: Enzimatico de punto final (valor 6ptimo <150 mg / dL)

5.10.3. Evaluacién dietética.

Las caracteristicas de la dieta de los participantes del estudio se evaluaron mediante un
recordatorio de 24 horas, en el cual se aplicé un cuestionario solicitando que se describiera el
consumo de alimentos del dia anterior y posteriormente, los datos fueron procesados utilizando la

plataforma web ASA24, del Instituto Nacional de Cancer de los Estados Unidos (NCI).
5.11. Andlisis Estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el software estadistico SPSS (version 23

para Windows). Para la evaluacién de los datos de la formulacion de la tableta (fase 3), se llevo a

cabo una prueba de t de student para muestras relacionadas, con un nivel de significancia p<0.05.

Para llevar a cabo la evaluacion de los parametros antropomeétricos, bioquimicos y los
datos obtenidos del recordatorio de 24 horas, se calculé en primer lugar la homocedasticidad de las
muestras, llevando a cabo la comparacion de varianzas de las medias, mediante la prueba de
Levene; se observo que se asumieron varianzas iguales, por lo que se procedio a la utilizacion de
pruebas paramétricas. Al ser un tamafio de muestra <50 sujetos, se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilk
para comprobar la normalidad de los datos, y por ultimo, para comparar los datos de las evaluaciones
iniciales y finales, se realizé mediante una t de Student, con un valor p< 0.05 con intervalos de

confianza del 95%.

5.12. Consideraciones éticas.

La fase experimental del modelo in vivo, fue sometida a evaluacion por parte del Comité
interno de la direccion del Bioterio del Instituto de Ciencias de la Salud, de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo , obteniendo su aprobacion en el mes de julio de 2019; Cédigo de
aceptacion: CIECUAL/009/2019 (Anexo 1).

El protocolo de investigacion del ensayo clinico, se sometié de igual forma a escrutinio por
parte del Comité de Etica en Investigacion del Instituto de Ciencias de la Salud, siendo aprobado
en junio del 2020; Cadigo de aceptacion CEI-2020-004 (Anexo 2).

55



6. Resultados y Discusion
6.1. Rendimiento

El proceso de liofilizado permite la eliminacion del agua mediante la sublimacién de
cristales de hielo y da como resultado productos secos de mejor calidad en comparacién con
los productos secados con métodos tradicionales (155). La cascara de tuna presentd un
rendimiento del 10.8 + 1.3%; pierde una gran cantidad de agua debido a su composicién celular,
ya que posee una gran cantidad de componentes no celulésicos, y paredes celulares gruesas
gue actllan como espacios de almacenamiento, en los que se pueden alojar moléculas de agua
(45); similar a lo que ocurre en otras cascaras ricas en compuestos lignocéluldsicos, como la
cascara de platano, que tiene un rendimiento similar (10.4 %) (156). Existen diferentes tipos de
cascaras, por lo que el porcentaje de rendimiento varia; en el caso de cascaras con estructuras

mas compactas, como las del limén, puede tener un rendimiento de hasta el 45.4% (157).

6.2. Andlisis Quimico Proximal

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos del andlisis quimico proximal del
polvo liofilizado de cascara de tuna; en primer lugar se puede apreciar un bajo contenido de
humedad (4.60 %); sin embargo esto representa solamente la “humedad residual’, que es la
cantidad agua que permanece unida a la matriz del polvo, incluso después del proceso de
secado por congelacién (155).

Otros estudios reportan porcentajes de humedad similares en polvos de cascara de
tuna, que van del 2.51 hasta el 15.27% (158,159); aunque para su obtencion se utilizan
principalmente secados convencionales, en los que se aplican altas temperaturas que pueden
afectar el contenido de compuestos bioactivos, asi como a las propiedades organolépticas
(155).

Cabe sefialar que el contenido de humedad de la cdscara en fresco, puede variar del
80.17 al 90.33 % (48,68), ya que la cascara involucra dos tejidos (el mesocarpio y el pericarpio),
gue poseen una considerable cantidad de agua (8).

La ceniza es el residuo inorganico remanente posterior a la ignicion u oxidacion
completa de la materia organica en un producto alimenticio; es la medida de la cantidad total de
minerales presentes en un alimento (160). La cascara de tuna tuvo un porcentaje de cenizas de
9.77 %, similar a lo hallado en otros estudios por Azza et al. (161): 10.63% y por Mohammed et
al. (162): 11.02%; sin embargo se han encontrado también cantidades inferiores por Hernandez-
Carranza et al. (158): 1.23% y por El-Said et al. (48): 3.05%. Las diferencias en el contenido de
cenizas se ven influenciados principalmente por los minerales que la planta obtuvo del suelo de
donde proviene (163), por el método de incineracién, y por la interferencia de algunas sustancias
inorgénicas (160).
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El contenido de proteina fue de 2.78% y se encontr6 dentro de los rangos previamente
reportados por El-Said et al. (48) y Teran et al. (46): 0.90 — 4.14. %; estos porcentajes pueden
considerarse bajos, pues se conoce que las frutas tienen un contenido de proteina muy bajo
(164); sin embargo se ha propuesto el uso de la cascara de tuna como una fuente promisoria
de aminoéacidos esenciales como arginina, lisina, prolina, serina, tiramina, entre otros, ya que
estan ligados a sus principales agentes colorantes (las betalainas) (11) y podria utilizarse como
ingrediente alimentario funcional, para incorporarse a los alimentos por su contenido de
proteinas de alto valor biologico (165).

Los carbohidratos son el principal componente de la planta y los frutos de Opuntia,
siendo las pectinas los polisacaridos mas abundantes en la pared celular (166), ya que se
localizan en las laminillas medias donde regulan la adhesién intercelular (37); ademas, se
pueden encontrar altas concentraciones de azlcares neutros y mucilago (166). El contenido de
carbohidratos fue de 38%, por encima de lo reportado por Todaro et al. (167) y menor a lo
hallado por Parafati et al. (168), (29.6 y 73.4% respectivamente). El contenido de carbohidratos
en la cascara dependera principalmente de la variedad del fruto, aunque también el tiempo de
almacenamiento puede influir (167).

La cascara de tuna ha despertado gran interés por su alto contenido en fibra dietética,
gue corresponde a la fraccion de la pared celular de los vegetales y es resistente a la hidrdlisis
por parte de las enzimas digestivas aunque es fermentada por las bacterias intestinales; es la
suma de la lignina y polisacaridos no almidonosos, como celulosa, hemicelulosa, pectinas,
gomas y mucilagos (169). El polvo liofilizado de cascara de tuna tuvo un 43% de fibra dietética
total, similar al referido por El-Kossori et al. (49) (40%); pero superior a lo reportado por Graga-
Miguel et al. (170) y por Parafati et al. (168) (20 y 33% respectivamente).

Tomando en cuenta que la ingesta diaria recomendada de fibra para un adulto es de al
menos 25 g de fibra por dia, consumiendo 58 gramos de cascara de tuna por dia, seria posible
cumplir con la ingesta de fibra (171). Al tener un alto contenido de fibra, se puede utilizar como
ingrediente funcional de bajo costo para productos alimenticios, como panes o galletas (167).
Ademas que su consumo provee beneficios tales como mejorar el transito intestinal, acelera el
vaciamiento gastrico y disminuye el riesgo de desarrollar cancer de colon (171), ademas de

mejorar parametros metabdlicos, como la glucosa sérica y colesterol plasmatico (131).
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Tabla 5. Analisis quimico proximal de la cascara
de tuna purpura

Humedad 4.60 £ 0.07 %
Cenizas 9.77x0.2%
Proteina 2.78 £ 0.05 %
Lipidos 1.75+£0.05%
Hidratos de carbono 38.10+£0.5%
Fibra dietética 43.00 £ 0.05 %
Potasio 21%
Magnesio 0.5%
Calcio 0.4 %
Sodio 0.3%

Valores + desviacion estandar (n=3).

6.3. Propiedades tecnoldgicas y funcionales de la fibra.

En la tabla 6 se muestran las propiedades tecnoldgicas y funcionales de la cascara de
tuna liofilizada; se les denomina asi a las caracteristicas especiales que posee la fibra y que la
vinculan con efectos deseables para la mejora de productos alimentarios y también con efectos
fisiolégicos benéficos en el organismo (169), ya que la fibra dietética es capaz de atrapar

algunas moléculas y mantenerlas unidas a su estructura (172).

Tabla 6. Propiedades tecnoldgicas y funcionales de la fibra
de la cascara de tuna

Capacidad de retencion de agua (g/g) 12.36 £ 0.3
Capacidad de hinchamiento (mL/g) 0.3+0.1
Capacidad de retencion de lipidos (g/g) 6.6 +0.8
indice de retardacion de dialisis de glucosa (%) 18.61 £ 0.6

Valores + desviacion estandar (n=3).

Capacidad de retencion de agua: La cascara de tuna liofilizada presentdé un alta
retencion de agua, que fue mayor a lo reportado en productos comerciales de fibra, en donde

las retenciones fueron de 5 g/g en un suplemento de cascara de limény 11.1 g/g, en un producto



elaborado con cascara de pifia (41,173). Se ha sugerido que la estructura de la fibra es el factor
que tiene mayor influencia en la retencién, mas alla del tipo de fibra (174); el tamafio de particula
también afecta esta propiedad, ya que la disminucién del tamafio puede reducir la capacidad de
atrapar moléculas de agua (169). Por su parte, un aumento de temperatura conlleva al
incremento en la retencidon de agua, debido al alargamiento del polimero en presencia de
temperaturas mas altas (175). La variedad del fruto analizado también influye, ya que las
cascaras de tonalidades rojas presentan una mejor capacidad de hidratacion que las de
tonalidades verdes o amarillas (68).

A nivel tecnoldgico, la retencion de agua mejora la viscosidad de los productos
facilitando su procesamiento y confiere una sensacion de frescura y suavidad en productos
horneados (169); permite evitar la sinéresis y modifica la textura de algunos alimentos
procesados (175).

Esta caracteristica a nivel fisiologico influye en la capacidad de formar soluciones
viscosas, que son fermentadas por las bacterias intestinales, mejorando su efectividad en
aumentar la masa fecal (169). Ademas, cuando las moléculas de agua se unen a la estructura
de la fibra (por diferencia de cargas eléctricas), las heces presentan mejor consistencia y peso,
propiciando un transito intestinal eficiente, favoreciendo la evacuacion, lo que permite aliviar y
prevenir enfermedades como el estrefiimiento, constipacion, colitis, formacion de diverticulos,

hemorroides, e inclusive cancer de colon (171,174).

Capacidad de hinchamiento: A pesar de que se observo buena capacidad de retencion
de agua y lipidos, la fibra de cascara de tuna no presentd una capacidad de hinchamiento
significativa, debido principalmente al tamafio de particula, ya que mientras menor sea el
tamafio, se puede presentar apelmazamiento y formacion de grumos, generando problemas en
la hidratacion (176), ademas el tipo de fibra que posee influye en esta propiedad (la mayor parte
de la fibra de la cdscara es insoluble) (168), puesto que en las muestras con altas cantidades
de fibra soluble, la capacidad de hinchamiento es mayor (177).

A nivel tecnolégico, esta caracteristica esta relacionada con un aumento en el volumen
y modificacion en la textura de los productos alimentarios (175); a nivel fisiol6gico provoca un
aumento en el volumen de la materia fecal, que ayuda a facilitar su transito por el colon (174).
De acuerdo a los resultados obtenidos, 100 g de cascara de tuna aportarian aproximadamente
9.3 g defibrainsoluble, lo que permitiria cubrir el 44% de la ingesta de este tipo de fibra, tomando

en cuenta la proporcion recomendada 3:1 para fibra insoluble y soluble respectivamente (178).

Capacidad de retencion de lipidos: Los componentes de la fibra dietética tienen la
capacidad de unir particulas de aceite a su estructura (174). En los productos de cascara de
limén y pifia mencionados, se reporté la retencién de lipidos de 6.6 y 5.8 g/g, (41,173) y en

comparacion, la cascara de tuna puede retener casi el doble (11.20 + 0.87 g/g); su alta
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capacidad de asociacién con moléculas de grasa puede deberse a la porosidad de la estructura
de su fibra, ya que es responsable de la unién de aceite en los poros (179), ademas la superficie
de contacto también influye, puesto que las particulas con gran superficie presentan mayor
capacidad para absorber y atrapar componentes de naturaleza aceitosa; la grasa es atrapada
en la superficie de la fibra principalmente por medios mecanicos. Se ha observado también que
las fibras insolubles presentan mayores valores de absorcién de grasa que las fibras solubles
(169); otros factores que pueden modificar la retencién de grasas son: la densidad de carga, el
grosor de la particula y su naturaleza hidréfoba; la propiedad tecnolégica de retencion de grasa
es utilizada en la industria alimentaria ya que brinda mayor jugosidad y mejora la textura de los
productos carnicos (180), ademas puede brindar beneficios a nivel fisioldgico, pues se asocia
con la mejora del perfil lipidico (181), ya que al absorber particulas de grasa, no son absorbidas
por el intestino y son eliminadas a través de las heces, permitiendo controlar los niveles de
colesterol en sangre, que ayudan a disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades como

aterosclerosis, infarto al miocardio, entre otros (131).

indice de retardacion de dialisis de glucosa: El cromatograma del dializado se muestra
en lafigura 11, donde se aprecia el pico obtenido a 2.4 min, con una altura promedio de 152,453

unidades de absorbancia (AU) y un area de 878,938 unidades.

Figura 11. Cromatograma del dializado de glucosa

El indice de retardacion de dialisis fue de 18.61 % de la glucosa difundida, que fue mayor a lo
reportado en fibra de residuos de naranja (0.73 - 2.63 %) (182) y menor a la retencion de la fibra
de residuos de tamarindo (45 - 55%) (183); esto se debe principalmente a la alta proporcion de
fibra insoluble propia del analito, dado que las fibras solubles tienen un mejor desempefio al
retener glucosa (184). Las fibras con buena capacidad de retencion de glucosa podrian
incorporarse en los alimentos industrializados, como ingredientes que permitan reducir las

calorias y la carga glucémica (183).
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En el aspecto fisioldgico, la fibra aumenta la viscosidad de la materia fecal en el intestino
delgado y obstaculiza la difusion de la glucosa, disminuyendo la concentracién de glucosa
disponible en el intestino (184). Las fibras dietéticas ricas en celulosa (como la fibra de cascara
de tuna) crean una barrera que puede inhibir la difusion vy retener algunas moléculas de
glucosa, siendo de gran importancia, ya que al atrapar estas moléculas, es posible disminuir
niveles de glucosa plasmatica, especialmente en personas con patologias metabdlicas, como

la resistencia a la insulina, sindrome metabdlico o diabetes (185).

6.4. Toxicidad aguda in vivo (DL50)

Las pruebas de toxicidad aguda fueron llevadas a cabo con la finalidad de medir los
efectos adversos que pueden ocurrir de manera posterior a la administracion de la sustancia,
ya que proporcionan informacién sobre los peligros para la salud, la toxicidad y letalidad de
organos diana que pueden ser atribuibles a los seres humanos (186).

A lo largo de los 14 dias de administracion intragastrica no se reportaron signos de
toxicidad, presentaron actividad y movimiento normal durante los periodos de observacion, sin
alteraciones motoras o conductuales. Posterior al sacrificio de los animales de exprimentacion,
se procedid al analisis macroscopico de érganos de interés (higado, rifiones, estbmago e
intestinos), observando que en el grupo de 2000 mg/kg, los 6rganos no presentaron alteraciones
en comparacion con el control (Figura 12); sin embargo, se observaron efectos no deseables
en el grupo con la dosis mas alta, tales como: una ligera irritacion en la mucosa estomacal
(evidenciada por una coloracion rojiza en el epitelio) y una importante distension por
acumulacion de gas, en el espacio intraintestinal, a pesar de presentar escaso residuo de
materia fecal.
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Higado Rifnones Estomago Intestinos

Grupo Control

2000 mg'kg
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Figura 12. Andlisis macroscopico de los érganos de las ratas.

El dafio en el tejido de la mucosa gastrica puede deberse a la alta dosis administrada
en ese grupo, ya que algunos antioxidantes como los polifenoles pueden tener un efecto
prooxidante, al administrarse en grandes cantidades (187). Se ha reportado que algunos de los
flavonoides y acidos fendlicos mas abundantes tienen un efecto oxidativo, como la quercetina,
miricetina, kaempferol, acido caféico, clorogénico y ferdlico, que en altas dosis 0 en presencia
de iones metélicos pueden generar dafios en proteinas del ADN, lipidos, células y tejidos,
produciendo una disfuncién mitocondrial, que lleva a la apoptosis (188).

Por su parte, la acumulacion de gas en exceso se debe a que un aumento drastico en
el consumo de fibra dietética puede ocasionar efectos gastrointestinales indeseables, como
flatulencia, malestar abdominal y diarrea (189). La produccion de gases es ocasionada por la
fermentacion de carbohidratos no digeribles, principalmente celulosa, hemicelulosa y mucilagos
por parte de las bacterias intestinales, que daran pie a la produccion intestinal de gases como
como hidrégeno, diéxido de carbono y gas metano, que posteriormente serian expulsados como
flatos (169).

La dosis en la que se observaron efectos adversos (5000 mg/kg) se llevd a cabo de
manera excepcional; ya que de acuerdo a lo establecido por la Organizacion para la
Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE), la dosis maxima sugerida en estos estudios es
de 2000 mg/kg, cantidad en la cual no aparecieron reacciones, por lo que se puede aseverar

gue el consumo de cascara de tuna variedad rojo liso, no genera toxicidad en dosis de 2000

62



mg/kg, al no haberse presentado signos de toxicidad en piel, pelaje, ojos, mucosas, membranas,
asi como también no se apreci6 dificultad en la motricidad o cambios en la conducta de los
animales de experimentacion.

No existe evidencia de efectos tdxicos de la cdscara de tuna, sin embargo, se ha
evaluado la toxicidad aguda del extracto acuoso en conejos, sin haberse presentado toxicidad
biolégica alguna (190); por otro lado, se reportd una ligera actividad hepatotéxica en ratas
tratadas con una mezcla herbolaria que contenia una pequefia proporcién de tuna, sin embargo,
no representaria un riesgo para la salud en personas sanas; sin embargo, puede agravar el
dafio en sujetos con enfermedades hepéticas preexistentes (191). En cuanto a otros sub
productos de la tuna, existe una toxicidad aguda muy baja del aceite de semilla de tuna
aplicando una dosis intraperitoneal maxima de 43 mL / kg (192). Se han realizado estudios sobre
la presencia de agentes potencialmente téxicos en la tuna, como residuos de plaguicidas
(malatidn, clorpirifos, permetrina, etc.) y metales pesados (cobre, cromo, arsénico, etc.), aunque
son cantidades trazas que se encuentran por debajo de los limites maximos de residuos toxicos
establecidos por el Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN), por lo que no

generaria riesgos toxicologicos para la salud (193,194).

6.5. Variacion de peso de los animales de experimentacion

Otro dato que se recab6 durante la prueba de toxicidad aguda fue la ganancia de peso
de las ratas, que como se expresa en la figura 13, el grupo control tuvo una ganancia de peso
final del 48%, a diferencia de los grupos experimentales (2000 mg/kg y 5000 mg/kg) cuya
ganancia de peso fue menor (26.0 y 13.7 %, respectivamente), o que se atribuye en primer
lugar al contenido de fibra de la muestra, que actda reduciendo la ingesta de energia, reduce la
cantidad de energia de los alimentos que se absorbe, aumenta el gasto energético posprandial
(por el aumento de la motilidad gastrointestinal), ademas estimula la movilizacion de las
reservas de grasa corporal (195) y en segundo lugar puede estar vinculado con una estimulacion
de la diuresis, ocasionada por algunos compuestos fendlicos (196).

Se ha descrito previamente en ensayos preclinicos y clinicos que el consumo del fruto
no tiene una influencia significativa en el peso, sin embargo, se le ha relacionado con una
disminucién en el porcentaje de grasa corporal y el IMC (197), aunque hasta el momento no se

ha estudiado dicho efecto con los subproductos.
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Peso (g)

Dias

el Control 2000 mg/Kg 5000 mg/Kg

Figura 13: Peso de los animales de experimentacion durante la prueba de toxicidad aguda
(DL50).

6.6. Bioaccesibilidad intestinal in vitro

La bioaccesibilidad puede definirse como la liberacion de compuestos a partir de
matrices de alimentos sélidos (79), esto va a depender de su estabilidad digestiva, su liberacién
de la matriz alimentaria y de la eficiencia de su paso transmembranal; la biodisponibilidad difiere
mucho de un compuesto a otro, y en algunos casos eso depende de la fuente dietética de donde
provenga (80). Por su parte, la fermentacién colénica in vitro es una simulacion de las
condiciones de digestion en el intestino grueso, que permite identificar los compuestos
procedentes del metabolismo microbiano (198).

Los modelos de fermentacién in vitro ofrecen grandes ventajas, ya que imitan la
composicién microbiana y la actividad en el tracto gastrointestinal, son relativamente simples y
pueden ser controlados de manera efectiva, evitando la interferencia de otros componentes
(85). En el presente trabajo se llevd a cabo la evaluacion de los compuestos antioxidantes a lo
largo del proceso de digestion in vitro en el intestino delgado y en la fermentacién colonica y se
evaluaron en la fermentacion coldnica algunos pardmetros de actividad microbiana, como
cambios en el pH, materia seca desaparecida, residuo seco no fermentable y el recuento de
bacterias acido lacticas.
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6.7. Compuestos antioxidantes de la cascara

En la tabla 7 se presentan los resultados de las propiedades antioxidantes de la cascara

de tuna variedad rojo liso liofilizada, tanto en la muestra inicial, la fraccién bioaccesible, la

fermentacion coldnica (muestra fermentada y residuo no fermentable).

Tabla 7. Bioaccesibilidad del contenido de antioxidantes y su actividad antioxidante

Muestra Fraccién Fermentaciéon Colénica
Original Bioaccesible
Muestra Residuo
fermentada no fermentado
I 1

Betaninas (mg EB/100 g) 15.88 £ 0.55 N/D N/D N/D
Betaxantinas (mg EB/100 g) 7.50 £0.49 N/D N/D N/D
CFT (mg EAG/100 g) 980.02 £ 34 746.09 £ 24.2 316.22 £ 11.40 183.88 £10.2
ABTS (umol ET/100 g) 7607.78 £ 304 1070 £ 71.6 860.10 + 40.22 168.14 + 10.37
DPPH (%) 25.01 + 0.03 6.01 £0.52 3.90+0.20 N/D
FRAP (umol Fe2/100 g) 58.83 + 1.54 N/D N/D N/D

Valores + desviacion estandar (n=3).

Las betalainas son colorantes naturales solubles en agua, que generan una variedad de

colores rojos o amarillos (61); representan el metabolito secundario mas importante de las tunas

de variedades rojas (54). En el presente estudio la cantidad hallada de betaninas y betaxantinas

en la muestra original fue de 15.88 y 7.50 mg EB/100g respectivamente (Tabla 7), lo que fue mayor

a lo reportado por Tesoriere et al. (199): 4.70y 14.1 y mgEB / 100 g y por Gobmez-Maqueo et al.
(200): 9.54 y 1.24 mgEB / 100g.

Después de la bioaccesibilidad in vitro, no se encontraron betalainas, contrario a lo

reportado por GOmez-Maqueo et al. (200), en donde se encontré6 una baja bioaccesibilidad de

betalainas en las cascaras; dicho fenémeno puede deberse a la unién de estos compuestos a

proteinas formadas durante la digestion; teniendo en cuenta ademas la sensibilidad del compuesto

a la temperatura y al pH (199).

Los compuestos fendlicos comprenden flavonoides y é&cidos fendlicos, que son los

antioxidantes mas abundantes en la dieta (201); y las variedades de tuna roja contienen mayor

cantidad de estos fitoquimicos, que las variedades verdes o amarillas (35). La muestra original de

cascara de tuna present6 valores altos (980 mg EAG / 100g), en comparacion con otros residuos

ampliamente estudiados, como la cascara de uva (329 mg EAG/100 g) (202) y de manzana (640

mg EAG/100 g) (203). El alto contenido de polifenoles puede brindar beneficios ademas de sus
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propiedades antioxidantes, como la capacidad de quelar metales pesados como el cadmio,
cobalto, cromo, entre otros (204).

La fraccién bioaccesible fue de 746 mg EAG/100g (Tabla 7), lo que corresponde al 76%
del total de compuestos fenélicos (muestra original); mayor a lo reportado en el fruto completo (55
- 64%) por (205) y coincide con los rangos de bioaccesibilidad de polifenoles en pulpa y semillas
de tuna (69-83%) (14). Laincompleta bioaccesibilidad se puede deber a que en el intestino delgado
s6lo pueden ser absorbidos aquellos polifenoles que se encuentran en forma de agliconas y
glucésidos (80), por lo que se puede decir que gran parte de los compuestos fendlicos de la
muestra inicial son capaces de atravesar la membrana intestinal, siendo absorbidos para generar
en el organismo sus efectos fisioldgicos (14).

De manera posterior a la bioaccesibilidad, quedan sin absorberse los polifenoles que se
encuentran en forma de ésteres, glucdsidos o polimeros (80); por lo que podrian llegar al colon y
ejercer una actividad protectora (206).

En cuanto a la fermentacion coldnica, el residuo fermentado (que corresponde a los
polifenoles que se absorben en el colon), se encontraron 316 mg EAG/100g (34% de absorcion
en relacion con la muestra original) (Tabla 7). En el residuo no fermentable, se encontré un 18%
de los polifenoles de la muestra original, que corresponde a 183 mg EAG/100g (Tabla 7). Esta
fraccion representa aquellos compuestos que no son aprovechados por el organismo y son
eliminados a través de las heces (85).

Se puede apreciar que la suma de los compuestos fendélicos de la fraccidn bioaccesible del
residuo fermentado y la muestra no fermentable, no corresponde al total de la muestra original; lo
cual puede deberse a que en el intestino grueso, la microbiota colénica participa en la
biotransformacién de estructuras polifendlicas en metabolitos fenélicos de bajo peso molecular,
generando reacciones de hidrdlisis, escision de anillos y reacciones de Oxido-reduccion (207). La
presencia de estos compuestos en el intestino grueso es de suma importancia, ya que tienen la
capacidad de unirse a los &cidos biliares, alterando la formacién de micelas, generando una
disminucién en niveles de colesterol plasmatico (208); ademas permiten reducir la oxidacion de las
moléculas de glucosa y podrian ejercer proteccién contra los radicales libres (60).

En cuanto a la actividad antioxidante por el método de ABTS, la muestra original presenté
valores de 7607 umol ET / 100 g; por encima de lo que se ha encontrado en cascaras de platano
(3440 umol ET /100 g) (209). En cada paso del proceso de digestién se observo actividad por este
método; en la fraccion bioaccesible un 14% (1070 umol ET/100 g), en la muestra fermentada 11%
(860 umol ET/100 g) y en el residuo no fermentable un 2% del total (168 pmol ET/100 g) (Tabla 7);
dicha actividad se relaciona con la presencia de los compuestos fendlicos antes descrita; puesto el
método de ABTS permite una interaccion con compuestos de naturaleza lipofilica e hidrofilica, a
diferencia de la metodologia por el radical DPPH (210).

La muestra original de cascara de tuna present6 una actividad antioxidante por DPPH del

25%; mayor al 14% reportado en cascara de tuna por Cardador-Martinez et al. (211). Las diferencias
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en la actividad antioxidante por este método, se deben principalmente al contenido de esteroles de
cada cascara (68), que al ser agentes antioxidantes pueden elevar elevan su actividad (210). En la
fraccion bioaccesible se observé una actividad del 6%; por su parte, el residuo fermentado presenté
una actividad del 3% vy en el residuo no fermentable no se present6 actividad; lo que se debe a la
oxidacion y desnaturalizacion que sufren los esteroles en el intestino grueso (199).

Mediante el método de FRAP, se analiza el potencial de ionizacion que impulsa la
transferencia de atomos (212); en la muestra original se encontraron 58 pmol Fe2/100 g; menor a lo
gue reportado en cascara de tuna por Valero-Galvan et al. (213): hasta 737 pmol Fe2/100 g. Durante
el proceso de digestion no se presentd actividad por esta metodologia; esto se debe a los cambios
estructurales que sufren los antioxidantes, (principalmente fenoles y flavonoides); y se relaciona
ademas con la modificacion en la solubilidad de los antioxidantes, debido a la interaccion con iones
durante la digestién; asi como al cambio de pH, puesto que en un medio &cido disminuye el
mecanismo de reaccion y el potencial de ionizacion que impulsa la transferencia del atomo de

hidrégeno y aumenta el potencial redox (212).

6.8. Cambio de pH durante la fermentacion coldnica in vitro

En la tabla 8 se muestran los valores de pH en la hora 0 y 24 del proceso de fermentacion
colonica; donde es posible apreciar que todas las muestras presentaron un pH inicial similar, pues
no se observo diferencia significativa (p>0.05) a la hora cero. Transcurridas las 24 horas se presento
una disminucion significativa (p<0.05) en todas las muestras, siendo el blanco positivo (Lactulosa),
el que alcanz6 el menor valor (6.57), ya que este es un sustrato altamente fermentable, o que
genera un menor pH (85); en segundo lugar se encontré la cascara de tuna (6.91) y por ultimo el
blanco negativo (7.09), que tuvo los valores mas altos, al no contar con un sustrato de fibra que
pueda ser fermentado eficientemente por las bacterias del inéculo; sin embargo el ligero cambio de
pH en esta Ultima muestra, puede deberse a la existencia de un sustrato energético presente en el
indculo, que ocasionara fermentacién por un periodo breve (75). EI mismo fendmeno fue reportado
por Diaz-Vela et al. (214), en un proceso de fermentacion colénica de cascara de tuna, donde se
apreci6 una disminucion del pH posterior al proceso de fermentacion. En otro estudio llevado a cabo
por Tejeda-Ortigoza et al. (215), donde se observé un descenso de 0.8 en el pH de la fermentacion
de céscara de tuna (de 7.82 a 7.02), mayor al de cascara de naranja (6.8) y similar al de cascaras
de mango (7.2).

Los cambios observados ocurren principalmente por la produccion continua de acidos
grasos de cadena corta (AGCC), como son acido acético, propiénico y butirico (216), que ademas
se relacionan con la liberacién de algunos acidos fendlicos vinculados a los componentes de la pared
celular (144), que va a depender también del tipo de bacterias utlizadas en los modelos de
fermentacion (214). Los acidos grasos de cadena corta son producidos en el colon, por la

fermentacion de la fibra dietética por parte de la microbiota intestinal (217), éstos son aprovechados
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por el epitelio intestinal como substrato energético para mantener su integridad y funcion; contribuyen
al mantenimiento de las funciones del intestino grueso y a prevenir patologias propias del mdsculo
del colon y su irrigacién, fortaleciendo los colonocitos; fortalecen el sistema inmune, disminuyen la
proliferacion de factor de necrosis tumoral alfa y se ha comprobado que puede incrementar la
produccién de anticuerpos y células natural killer en pacientes con cancer (218).

A nivel fisiolégico, la concentracion de acidos grasos de cadena corta puede modificar el pH
intestinal y este a su vez se puede relacionar con cambios en el proceso de digestion humana; si el
pH disminuye, se relaciona con episodios de diarrea y si aumenta, se relaciona con problemas de
estrefiimiento (85).

Tabla 8. Medicién de pH durante la fermentacion
colénica in vitro.

Oh 24h

Blanco positivo 8.66 * 0.05** 6.57 = 0.14°

Blanco negativo 8.63 = 0.06%* 7.09 + 0.01°

Cascara de tuna 8.54 + 0.30=* 6.91 + 0.04°

a¢ Indican diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras de la misma
columna. *Indica diferencias significativas (p<0.05) entre las 0 y 24 horas entre
las filas. Blanco positivo: lactulosa, Blanco negativo: Muestra sin sustrato

6.9. Residuo no fermentado y materia seca desaparecida

El residuo no fermentado (RNF) y la materia seca desaparecida (MSD), van a depender de
los sustratos potenciales de fermentacién, que comprenden todos aquellos compuestos que llegan
al colon; y son conformados principalmente por almidones, fibra, proteinas, lipidos, polifenoles,
oligosacaridos, entre otros (219).

Particularmente, el RNF representa la cantidad final de materia que no fue utilizada como
sustrato energético por parte de las bacterias colonicas en el intestino grueso (220). El
aprovechamiento del sustrato se resume en la tabla 9, donde es posible apreciar la fermentabilidad
de la muestra, expresada como porcentaje de sustrato desaparecido durante el proceso (Se toma

como referencia el patron de lactulosa, como valor 100) (146).
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Tabla 9. Residuo no fermentable (RNF) y porcentaje de materia seca desaparecida
(MSD) después de la fermentacién coldnica in vitro

Lactulosa Cascarade Tuna
RNF (%) 0 + 0.56 2535 + 0.63*
MSD (%) 100 + 0.56* 7465 + 0.63

Promedios + desviacién estandar. *Indican diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras

Al analizar la cascara de tuna, obtuvo un RNF de 25% (un grado de fermentabilidad
caracteristico de las fibras ricas en celulosa y lignina) (221); presentando mejores valores bajos, que
en otros subproductos, como céscaras y semillas de uva (77 %y 78 %) (220), y cascaras de pistache
(53 %) (222).

Hubo una total fermentacion del blanco positivo (lactulosa) en MSD, obteniendo un 100% al
ser un disacarido de referencia que se aprovecha con mayor facilidad (146). Casi el 75% de la
muestra de cascara de tuna fue utilizada para el proceso metabdlico de las bacterias intestinales
durante el proceso de fermentacién colonica; una fermentacion alta en comparacién con muestras
de cascara y semilla de uva (35% para ambos residuos) (220), cascara de yuca (70%) (223), fibra
de pulpa de betabel (38%) y fibra de sorgo (10 %) (224). Cabe sefialar que la interaccién con otros
compuestos no digeribles, pueden modificar la fermentabilidad intestinal y el metabolismo de las
muestras (225); aunque los resultados pueden variar por el tipo de modelo e indculo utilizado en
cada estudio (146).

Los componentes de los alimentos no digeribles son esenciales para alimentar las bacterias
intestinales y mantener la salud en el tracto digestivo, para producir de manera eficiente acidos

grasos de cadena corta (85).

6.10 Recuento de bacterias acido lacticas de la fermentacién colénica

En la tabla 10 se muestra el recuento de bacterias acido lacticas, entre la hora 0 y 24, se
observé un aumento significativo al concluir el proceso de fermentacién, en el blanco positivo
(lactulosa) y la cascara de tuna como sustrato energético. El crecimiento fue menor a lo reportado
en otros residuos de frutos, como toronja, pifia e incluso cascaras de tuna por (226). Las bacterias
acido lacticas generalmente se acumulan rapidamente durante la fermentacién y en presencia de
fibra dietética; ademéas se ha demostrado que al aumentar las colonias de bacterias acido lacticas,

existe una disminucion en las bacterias productoras de toxicos agentes de putrefaccion (227).
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El incremento de las bacterias acido lacticas en el colon es de gran importancia, pues indica
gue tiene actividad probidtica (85), lo que acarrea beneficios a la salud, ayudando a la homeostasis
en el intestino grueso y sus principales actividades metabdlicas, que estdn asociadas con los
procesos de la digestion de carbohidratos y proteinas (220), ademas de ayudar a la produccion de
acidos grasos de cadena corta, los cuales al ser producidos, se absorben rdpidamente en el area
cecal y el colon, desarrollando diferentes funciones, como participar en procesos de
gluconeogénesis, protegen al epitelio intestinal , disminuyen la solubilidad de los acidos biliares e
incrementa la absorcion de minerales (228).

Tabla 10. Recuento de bacterias acido lacticas durante la
fermentacion coldnica in vitro (UFC / mL)

Oh 24 h
Blanco positivo
(lactulosa) 85+0.7 27.3 + 4.1°7
Blanco negativo 1.0+0.0 40 = 14
Céascara de tuna 33+1.1 285 + 21°

NP: La muestra no presentd actividad microbiana
*Indica diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras de la misma columna.

6.11 Cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides por HPLC

Los &cidos fendlicos son metabolitos correspondientes a los polifenoles, que estan
unidos a componentes estructurales de las plantas, como celulosa, proteinas, lignina y a
compuestos con estructuras mas grandes, como los flavonoides (229). En la tabla 11 se
presentan los 4cidos fendlicos de la cascara de tuna; tanto en su estado original, como a través

del proceso de bioaccesibilidad y fermentacion colénica.
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Tabla 11. Acidos fendlicos y flavonoides durante el proceso de bioaccesibilidad y
fermentacion coldnica in vitro (mg/100g).

Muestra Fraccion Fraccion Fraccion
original bioaccesible colénica colénica no
biodisponible biodisponible
Acidos fenolicos
Caféico 3.40+0.42 0.32+0.02 ND 0.31+0.01
Cumarico 3.91+0.24 0.38 £ 0.00 0.37 £0.00 3.70+£0.01
Ferulico 1.82 £0.50 1.56 +0.00 ND 1.46 +0.01
Protocatecuico 2.84 +0.00 2.97 £0.00 ND 0.28 £ 0.00
Flavonoides
Miricetina 5.11 £ 0.07 6.16 + 0.00 0.48 £ 0.00 4.89+ 0.00
Quercetina 4.25+0.37 2.93+0.00 1.99 +0.69 ND
Apigenina 1.38 £ 0.00 ND ND 0.90 + 0.00
Kaempferol 3.37£0.00 3.39£0.00 0.33 £ 0.00 ND

Promedios + desviacién estandar

ND: No detectado

En la muestra original, los acidos fendélicos mayoritarios fueron el acido caféico, acido
cuméarico, seguido por el protocateculico; aunque estos pueden variar, a lo largo de la del
proceso de maduracion del fruto, a las condiciones de crecimiento y la temperatura del medio
(229), las diferentes combinaciones de acidos fendlicos son las encargadas de algunas de las
caracteristicas organolépticas de los frutos, como el sabor y olor caracteristico (68).

En cuanto al comportamiento de los acidos fendlicos en la fraccion bioaccesible, fueron
los acidos caféico y ferdlico los que presentaron bioaccesibilidad en el intestino delgado, sin
embargo, en la fraccion colénica no fueron absorbidos, por lo cual una parte se eliminé con las
heces; comportamiento similar a lo reportado en una barra elaborada con cascaras de mango
por (230); lo antes mencionado se debe en primer lugar, a que el acido caféico se puede
transformar en &cido clorogénico, y de ese modo sus concentraciones disminuyen
drasticamente (231); en segundo lugar, al provenir de residuos ricos en fibra insoluble, sélo
algunos de los polifenoles asociados pueden ser liberados en el intestino delgado, resistir el
proceso digestivo y llegar al colon (232) como en el caso del acido ferdlico. La importancia de
estos compuestos, radica en que el acido caféico ayuda a disminuir el dafio isquémico en el
intestino (ocasionado por la reduccién de flujo sanguineo por obstruccién de vasos sanguineos),
gue se genera por estrés oxidativo (231) y el ferdlico tiene un alto potencial quimiopreventivo,
pues ha sido utilizado incluso en estudios celulares de cancer de colon, debido a su efecto de

inhibicion de citoquinas pro inflamatorias (233)
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El acido cumarico fue el Unico que presentd actividad en la fracciébn col6nica
biodisponible, similar a lo que se encontr6 en un estudio realizado en puré de zarzamora, donde
también se detecté acido cumarico al final del proceso de digestiéon, debido a que este
compuesto proviene de la degradaciéon de cyanidin 3-O-glucosido (234).

De manera contraria a lo que se encontrd en el presente estudio, en el andlisis llevado
a cabo por Ruihong Dong et al. (235), no detectaron la presencia de acido cumarico después
de la fase oral y géstrica en fibra de zanahoria, debido a que el &cido cuméarico es capaz de
ingresar a las vias metabolicas de los acidos fenilicos y benzoicos para producir compuestos
de menor tamafo. Si el el 4cido cumarico es absorbido, puede generar beneficios a la salud,
disminuyendo el dafio ocasionado por la peroxidacion del colesterol LDL (236), como se reportéd
en un estudio realizado en ratas, en donde se especificd que el dafio ocasionado por oxidacion
lipidica fue menor que en el grupo control, al administrar una dosis diaria 317 mg, durante 30
dias (237).

El acido protocatectico fue el Gnico de los &cidos fendlicos en donde se aprecié un
incremento en la fraccion bioaccesible, debido a que éste puede originarse durante la digestion,
por descarboxilacion del &cido gélico (238). Estos resultados fueron similares a lo que se hallé
en cascaras de jaboticaba (Myrciaria trunciflora) (2.9 mg/100g) (239); ademas, se ha
demostrado que los beneficios de este compuesto van mucho mas alla de su actividad
antioxidante, pues en estudios en modelos celulares se ha podido mostrado actividad
antimicrobiana y antiapoptética, ademas en modelos in vivo, incluso se ha observado que ayuda
a la regulacién de glucosa, y a disminuir la resistencia a la insulina (240).

De los compuestos flavonoides, miricetina y quercetina tuvieron una importante fraccion
bioaccesible (120% y 69%, respectivamente) y biodisponible (9% y 44%, respectivamente)
(Tabla 11). En el caso de la miricetina tuvo cantidades ligeramente por debajo de lo encontrado
en algarrobo (Ceratonia silique L.) (241), y en cascaras de jaboticaba (239), y se podria atribuir
a la liberaciéon de moléculas de polifenoles y a los cambios estructurales que sufren por los
cambios de pH en el proceso de digestion (241). La absorcion de miricetina es relevante ya que
en un estudio realizado en ratas inducidas con diabetes, se mostré una mayor sensibilizacion a
la insulina y una menor glicacion de proteinas (242).

Las concentraciones de quercetina fueron disminuyendo conforme avanza el proceso
de digestién, de la misma manera que sucedio en la fermentacion de Tetrastigma hemsleyanum
(243), ya que sufre hidrolizacion desde el estbmago, por parte de las enzimas digestivas y puede
ser degradada en agliconas en el intestino delgado, ademas de que son metabolizadas también
por la microbiota (244). La actividad de este compuesto no se limita a su gran capacidad
antioxidante, pues actia como un efectivo antiviral, por su capacidad de unirse a las proteinas
de la cubierta viral; ademas se ha descrito su capacidad para prevenir dafios a las moléculas
de ADN (245).

72



La apigenina s6lo fue detectada en la muestra original, y no se aprecié durante el
proceso de digestion, debido a que tiene una gran interaccion con la microbiota y es facilmente
degradada (246).

Al igual que lo reportado en el estudio de Yong Sun et al. (243), el kaempferol se
comporta de manera estable en el intestino; ademas a nivel del colon hubo una pequefa
fraccion biodisponible (9.7%); lo cual es de gran importancia, ya que este flavonoide ayuda a
reducir el riesgo de enfermedades como cancer, ya que participa de manera activa en la
modulacién de la apoptosis, angiogénesis, inflamacion y metéstasis de cancer (247).

6.11. Nutracéuticos en tableta

*A continuacion se presentan los resultados correspondientes a las tabletas elaboradas
con cascara de tuna variedad rojo liso, ademas se llevo a cabo el andlisis de dos formulaciones
gue incluyeron polvo de cascara de tuna de color verde, lo anterior fue publicado en el articulo:
Opuntia ficus-indica L. Mill residues—properties and application possibilities in food
supplements, de la revista cientifica Applied Sciences (Anexo 3).

Las presentaciones en tabletas son una de las formas de administracion mas
consumidas de medicamentos y productos naturales (248); por lo cual deben cumplir con ciertos
parametros de calidad, de acuerdo a las regulaciones de la Farmacopea Americana, de modo
gue se eviten las variaciones en el contenido del producto (249). Los parametros de calidad de
las cuatro formulaciones de tabletas de cascara de tuna liofilizada RC: Cascara roja con celulosa

microcristalinay RL: Cascara roja con lactosa), se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12 Parametros de calidad de las tabletas de cascara de tuna

RC RL
Peso (g) 0.85+£0.02 1.14 + 0.05*
Grosor (mm) 4.66 £ 0.02 5.69 + 0.02*
Diametro (mm) 14.06 + 0.09 14.07 £ 0.00
Dureza (N) 163.66 + 28.94* 96.43 +13.15
Friabilidad (%) 0.32 £ 0.07* 0.14 +0.01
Desintegracion (min) 19.35 +0.86 67.36 £ 4.52*

Valores + desviacion estandar (n=3). *Indica diferencias significativas (p<0.05) entre
formulaciones. RC: Céscara roja con celulosa microcristalina RL Cascara roja con lactosa
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6.12. Parametros de calidad de las tabletas

Las variaciones en los parametros de calidad dependen directamente de la fuerza de
prensado y los punzones seleccionados en la maquina de compresién de tabletas (250). El peso
promedio de las tabletas fue de 0.85 a 1.14 g; las tabletas RL fueron significativamente méas pesadas
y la variacion de peso del promedio fue de 0.01 a 0.05%; sin embargo, ambas formulaciones
estuvieron dentro de los limites de tolerancia para la variacién de masa establecidos por Farmacopea
Americana USP, menor al <5% (251). El peso de las tabletas de cascara de tuna fue mayor que el
reportado en tabletas analizadas en otros estudios elaboradas con pectina de cascara de naranjay
cascara de platano (0.4 y 0.2 g, respectivamente) (252,253). Los valores de espesor fueron de 4.66
a5.69 mmy las tabletas RL fueron significativamente més gruesas (p <0.05) que la otra formulacion.

El diametro no difirié y fue de 14 mm, lo que podria considerarse un tamafio deseable, ya
que de acuerdo a la FDA, un tamafio mayor a 22 mm podria ocasionar un transito esofagico
prolongado, dificultad para tragar o lesiones esofagicas (254). Ademas la dureza de la tableta esta
directamente relacionada con la resistencia a los impactos mecéanicos debido a la manipulacion,
envasado y transporte y guarda una estrecha relacién con la desintegracion de la tableta (255), como
se menciona mas adelante. La fuerza de ruptura de las tabletas de residuos de tuna varié de 96.43
a 163.66 N, siendo mayores los valores de la formulacion RC. Las tabletas de cascara de tuna
presentaron valores mas altos que los reportados en tabletas hechas con pectina de cascara de
naranja (17 a 29 N) (256) y cascara de platano (19 a 22 N) (253).

El porcentaje de friabilidad indica la cantidad de masa que se pierde debido a choque
mecénico; en todas las formulaciones, la pérdida de masa fue inferior al 1%; los valores de friabilidad
menores al 1% indican que la tableta es de buena calidad, mientras que los valores de friabilidad
altos conducen a una pérdida inaceptable del contenido del farmaco (257). La tableta con celulosa
microcristalina (RC) tuvo mayor friabilidad, en comparacién con la tableta formulada con lactosa (RL),
la diferencia podria atribuirse a que los aglomerados de a-lactosa tienen mayor resistencia a los
impactos, pues existe mayor fuerza de cohesién entre las moléculas, mientras que las particulas de
celulosa se caracterizan por tener menor compresibilidad y menor resistencia, puesto que los
cristales de celulosa son mas suaves y menos elasticos que la lactulosa (258,259), por lo que
también la formulacion con celulosa microcristalina obtuvo menores tiempos de desintegracion (19.3
min), mientras que la tableta con lactosa (RL) se disolvié en un periodo mas prolongado.

Las diferencias pueden estar relacionadas con la baja compresibilidad de la celulosa
microcristalina y su rapida capacidad de hidratacién, al estar en un ambiente humedo (260). Otros
estudios en tabletas hechas con pectina de cascara de citricos exhibieron tiempos de desintegracion
entre 12 y 15 min (252), y en tabletas de cascara de platano de 8 a 10 min (253). Las diferencias
pueden deberse a la variacion en el tamafio de particula (261) y a la geometria de la tableta que

juega un papel importante; las tabletas con una superficie mas grande tienen una liberacion y
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desintegracién mas rapida del farmaco (260). En este contexto, la tableta RL obtuvo menores valores
de friabilidad y un mayor tiempo de desintegracion.

6.13. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las imagenes obtenidas por microscopia del polvo y las tabletas de residuo de tuna se
muestran en la Figura 14, en donde se puede apreciar la estructura del polvo de cascara roja sin
excipientes (Figura 14 A), como una estructura continua, pero con bordes irregulares. Las tabletas
elaboradas con celulosa RC y RL (Figura 14 B y Figura 14 C) mostraron también estructuras
filamentosas alargadas con bordes angulares, correspondientes a la estructura tipica de la celulosa
microcristalina (a) (262). Mientras que las estructuras de lactosa (b) se observan mas pequefias, de
forma esférica y sin bordes angulares.

La estructura de la matriz en si misma, en combinacion con la estructura de un excipiente,
influye en el comportamiento de la muestra, por ejemplo, las estructuras filamentosas de la celulosa
microcristalina, dan mayor fuerza contra la abrasion, mientras que las estructuras esféricas de
lactosa proporcionan mayor cohesion entre las particulas, lo que permite tiempos de desintegracion
prolongados (263-265).

A) Polvo de céscara de tuna roja B) Tableta roja con celulosa C) Tableta roja con lactosa
VR N r 7N

-
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Figura 14. Imagenes de microscopia electronica de barrido de los subproductos de tuna (Opuntia

ficus-indica L. Mill), 250x. A) Residuo de tuna roja (sin excipiente); B) RC: Residuo de tuna roja con celulosa

microcristalina; C) RL: Residuo de tuna roja con lactosa. a: agregados de celulosa microcristalina; b: Agregados de lactosa

6.14. Propiedades funcionales de las tabletas

Para los parametros de capacidad de retencion de lipidos y agua (CRL y CRA,
respectivamente), la formulacion RC obtuvo los valores mas altos, en comparacién con la
formulacion RL, que presentd menor retencion en ambos parametros (Tabla 13). La capacidad de
retencion de lipidos y agua se atribuye a la alta cantidad de fibra insoluble en el residuo utilizado,
que es capaz de atrapar particulas de aceite y agua en su estructura (169,211). Por su parte, la

estructura de las fibras de celulosa microcristalina favorecen la retencion de moléculas de agua y
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grasa, y esto a su vezinfluye en larapida desintegracion (259) como se observo en esa formulacion,

en comparacion con la formulacién con lactosa.

Tabla 13 Propiedades funcionales de la fibra de las tabletas

RC RL
CRL (g/9) 4.5+ 0* 3.8+.0
CRA (g/9) 4.6 = 0* 36%0

Valores * desviacion estandar (n=3). * Indica diferencias significativas
(p<0.05) entre formulaciones. RC: Céascara roja con celulosa microcristalina
RL Céscara roja con lactosa

6.15. Color

Las formulaciones presentaron un aspecto heterogéneo y el color caracteristico
correspondiente a la variedad del residuo de tuna utilizado (Figura 15). El color es un atributo de

calidad importante que influye en las elecciones y preferencias del consumidor (266).

Figura 15. Imagenes de formulaciones de tabletas de cascara de tuna (Opuntia ficus- indica L. Mill). VC: cascara de tuna
verde con celulosa microcristalina; VL: cascara de tuna verde con lactosa; RC: cascara de tuna roja rojo con celulosa

microcristalina; RL: cascara de tuna roja con lactosa.

Las coordenadas de color se muestran en la Tabla 14, donde se aprecia que no se presento
diferencia significativa (p <0.05) en los valores de luminosidad (L*). Las tabletas presentaron valores
positivos para a* y b* que corresponden al cuadrante rojo-amarillo. La inclusién de agentes
aglutinantes entre la misma variedad de cascaras de tuna no tuvo un efecto significativo en los
valores de a* y b* por lo que la tonalidad de la cdscara fue conservada después de afiadir los

excipientes.
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Tabla 14. Parametros de color de las formulaciones
de tabletas de residuos de tuna.

RC RL
L* 40.0+1.1 40.9+0.2
a* 7.5+0.2 9.5+0.1*
b* 45+0.3 45+0.0
h° 31.2+1.3* 255+0.1
C* 8.7+0.3 10.6 £ 0.1*

Valores medios + desviaciones estandar (n=3). * Indica diferencias
significativas (p <0.05) entre las formulaciones de tabletas. RC: cascara
de tuna roja con celulosa microcristalina; RL: cascara de tuna roja con
lactosa.

De acuerdo a los valores de h° se determiné la tonalidad rojizo-rosado. El valor de croma
(C*) estima la intensidad del colorido de una muestra, la formulacion RL present6 valores de C*
mas altos, lo que significa que poseia tonalidades mas intensas, ya que de acuerdo con Pathare et
al. (266), valores de croma mas altos determinan una mayor intensidad del color percibido por el ojo
humano. Ambas tabletas conservaron el color caracteristico de la variedad utilizada y se observaron
colores atractivos (Figura 15), por lo tanto, no es necesario agregar colores artificiales que lo hagan
atractivo para el consumidor, ademas de que los pigmentos procedentes de la tuna han sido
ampliamente utilizados por la industria alimentaria como fuente econémica y estable de pigmentos
(267).

6.16. Propiedades antioxidantes

La medicién de antioxidantes permite comprobar que una dieta rica en antioxidantes brinda
mayores beneficios, ya que los antioxidantes dietéticos tienen la capacidad de inhibir la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS), que pueden
afectar la normalidad de los procesos celulares y funciones fisiolégicas (194). Las propiedades
antioxidantes de las formulaciones se muestran en la Tabla 15; donde se aprecia que no hubo
diferencia significativa (p <0.05) en la mayoria de los parametros evaluados (excepto para FRAP);
aunque se ha reportado que las variedades de tunas rojas tienen mayor contenido de compuestos
fendlicos, sobre todo en el pericarpio y el epicarpio que en la pulpa (268). Los resultados del presente
estudio fueron mayores a lo reportado en tabletas hechas con cascara de mandarina, donde se
encontraron 141 mg EAG/100 g (269).
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Tabla 15. Propiedades antioxidantes de las tabletas
de céscara de tuna

RC RL
| CFT (mg EAG/1009) | 649 + 12 | 651+8
DPPH (% Inhibicion) 24 +2 24+1
ABTS (umol ET/1009) 4365 * 392 4610 £ 326
FRAP (umol Fe2100gq) 19 + O* 17+0
| Valores + desviacion estandar (n = 3). *Indica diferencias

significativas (p <0.05) entre las formulaciones de tabletas. RC:
Céscara roja con celulosa microcristalina RL Cascara roja con
lactosa. Se utilizaron como patrones de referencia: Acido galico para
CFT, Trolox para DPPH y ABTS y FeSO, para FRAP.

En cuanto a la inhibicion del radical DPPH, las formulaciones presentaron una inhibicion del
24%, lo cual esta relacionado con los antioxidantes de naturaleza lipofilica asociados a esta variedad
de tuna, por ejemplo: los compuestos lipofilicos como los tocoferoles pueden incrementar la actividad
antioxidante medida por DPPH (140) y en comparacion con el estudio antes mencionado de tabletas
de mandarina, la inhibicién del radical DPPH fue menor (269). Entre ambas formulaciones, la
actividad antioxidante por el método de ABTS fue similar (p> 0.05) y finalmente los valores de FRAP
mas altos (p <0.05) fueron los de la formulacién RC.

Es bien sabido que el estrés oxidativo excesivo puede afectar las proteinas y los lipidos
celulares o el material genético, lo que lleva a disminuir la competencia inmune y aumentar la
respuesta inflamatoria, todo relacionado con varias enfermedades como el cancer, las enfermedades
cardiovasculares, la obesidad y la diabetes (62). Los resultados de las propiedades antioxidantes de
la cascara de tuna son relevantes, puesto que los residuos tienen el potencial de ser utilizados para
desarrollar productos alimenticios, debido a su contenido de fibra y antioxidantes, que al afiadirlos

en la dieta, puede prevenir el dafio ocasionado por los radicales libres (9).

* A pesar de que los nutracéuticos en tableta exhibieron buenas propiedades de calidad, se
optd por utilizar capsulas, para llevar a cabo la suplementacion dietética en el ensayo clinico
exploratorio; con la finalidad de aportar una mayor cantidad de cascara de tuna, sin necesidad de

ser mezclada con excipientes comerciales.

6.17. Suplementacion en pacientes con sobrepeso y obesidad

La suplementacion dietética se puede definir como: “el mejoramiento de la ingesta de
nutrientes, a través de formas farmacéuticas por via oral o parenteral” (270); en el presente estudio
se llevo a cabo la suplementacion dietética en pacientes con sobrepeso.
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En ninguno de los dos grupos se presentaron efectos secundarios adversos, que pudieran
ser derivados de la ingesta del nutracéutico. Algunos de los participantes afirmaron haber tenido
mayor frecuencia en las deposiciones (5% en el grupo control y 52% en el grupo suplementado con
céascara), lo que se le atribuye principalmente al contenido de fibra dietética, que mejora la motilidad
intestinal y permite la formacion de heces mas firmes, aumentando la frecuencia de las deposiciones
(171); lo anterior tiene gran relevancia, ya que los beneficios observados por parte de los
consumidores, crean una percepcion positiva con respecto al producto y a nivel comercial, se traduce

en un mayor consumo y mejor apego al tratamiento (271).

6.17.1. Parametros antropométricos.

La Tabla 16 muestra los resultados de mediciones antropométricas en la linea de base y
después del periodo de intervencion; en general, el peso promedio fue de 87.2 Kg; el IMC de 33.5
kg/m? y la circunferencia de cintura 103.8 cm; no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas en los resultados iniciales en comparacion con la evaluacion final, en ninguno de los
parametros antropométricos entre grupos, e intragrupal.

Existe poca evidencia en estudios de suplementacién con céscaras y su influencia en los
parametros antropométricos; sin embargo Kang et al (2018) evaluaron el efecto de una
suplementacion dietética con cascara de mandarina en pacientes con sobrepeso, encontrando una
disminucién significativa en el peso y el IMC de los sujetos (272).

En los estudios clinicos no se han logrado demostrar reducciones significativas del peso
corporal, o el efecto es muy pequefio y no alcanza significancia clinica (197), las investigaciones en
modelos animales han sugerido que la ingesta de la cascara de tuna puede conducir a la reduccién
de peso (273). Existen varios factores en los estudios clinicos que pueden influir en la reduccion de
peso, como las recomendaciones de actividad fisica, la falta del control sobre la dieta y el tiempo de
intervencion; ya que al tratarse de un estudio de tipo exploratorio, da la pauta a realizar un estudio
en donde se controlen las variables antes mencionadas; ademas, se sugiere que con un mayor

tiempo de intervencién seria posible apreciar cambios notorios entre los dos grupos de estudio.
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Tabla 16. Parametros antropométricos de los sujetos de estudio

GRUPO CONTROL GRUPO SUPLEMENTADO
I - - . I - - .
Inicial final Inicial final
T T T
Peso 86.2 + 14.3 865 + 146 88.0 =+ 185 88.2 + 189
IMC 33.0 + 51 331 + 523 336 + 54 337 + 6.6
Cintura 101.8 + 105 1015 + 10.69 1057 + 163 1050 + 154

Valores + desviacién estandar.

6.17.2. Parametros bioquimicos.

Los datos bioquimicos se presentan en la tabla 17, en donde se puede apreciar de manera
general, que los niveles de colesterol total y triglicéridos disminuyeron (aunque no de manera
significativa) en comparacién con el grupo control (que aumentaron ligeramente). En los niveles de
glucosa sérica, se observé una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) al comparar los
valores iniciales con los finales, en el grupo suplementado con cascara de tuna.

De manera similar al presente estudio, Deldicque et al. (274) observaron mejoras en las
glicemias, al llevar a cabo la suplementacién con un producto herbolario que contenia cascara de
tuna y nopal (70:30 p/p), aplicado en pacientes sanos y prediabéticos, atribuyendo las diferencias en
el perfil glicémico a un probable efecto insulinogénico del suplemento, ya que estimula la secrecion

de insulina y Godard et al. (130) y permite disminuir aproximadamente un 10 % los niveles de

glucosa, por lo que seria de gran interés para personas con ftrastornos metabdlicos, como la
resistencia a la insulina, prediabetes o diabetes (18).

En general, el colesterol y los triglicéridos disminuyeron ligeramente en el grupo
suplementado con cascara de tuna, en contraste con el grupo control donde hubo un aumento; sin
embargo no existié una diferencia estadisticamente significativa, lo que se relaciona con la cantidad
de muestra administrada, pudiendo existir un efecto dosis-respuesta (275).

En cuanto al colesterol HDL, no se encontraron diferencias significativas, contrario al
colesterol LDL, donde existi6 un incremento significativo (p<0.05); esto se puede atribuir
principalmente, al consumo de alimentos ricos en grasas saturadas, propios de los patrones

dietéticos individuales (276).
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Tabla 17. Parametros bioquimicos de los sujetos de estudio

GRUPO CONTROL GRUPO SUPLEMENTADO
I I - . - I . . .
Inicial final Inicial final

I T T T
Glucosa 999 + 196 101.2 + 17.7 1000 + go2x*ft 90.3 + 9.3
Colesterol 179.8 + 33.7 1809 + 345 1941 + 377 * 181.0 + 28.3
Triglicéridos 1421 + 918 1494 + 687 169.9 + 831 164.8 + 83.3
Col. HDL 400 + 7.37 386 + 7.3 393 + 75*% 368 + 55
Col. LDL 178.0 + 33.9° 179.3 + 3438 1213 + 287* 179.1 + 281

$ Indica diferencias significativas (p<0.05) al inicio del estudio entre el grupo control y suplementado
# Indica diferencias significativas (p<0.05) del grupo control entre el inicio y final de la intervencién

* Indica diferencias significativas (p<0.05) inicial con final grupo suplementado

1 Indica diferencias significativas (p<0.05) final y final control y suplementado

6.17.3. Estimacion del consumo energético y de macronutrientes

En la tabla 18 se muestran los resultados del andlisis del consumo energético y de
macronutrientes de los participantes del estudio, recabados mediante el recordatorio de 24 horas.
Tanto en el grupo control, como en el grupo suplementado se asumieron varianzas iguales mediante
la prueba de Levene y ademas, no existieron diferencias estadisticamente significativas en las
variables analizadas entre ambos grupos, por lo que se puede afirmar que las dietas de los sujetos
fueron iguales al inicio del estudio.

En ambos grupos se puede apreciar que la ingesta energética sobrepasa las 2000
Kilocalorias, lo que rebasa las recomendaciones dietéticas de un 10 a un 25% (dependiendo de la
edad y el sexo de los sujetos) (277), ya que en recientes afios se ha sugerido que para la poblacién
latinoamericana con sobrepeso u obesidad, se deberian implementar dietas de 1500 a 1800 kcal,
con el objetivo de lograr una disminucion ponderal y paulatina del peso corporal; asi como evitar el

deterioro a la salud causado por el exceso del consumo caldrico (278).
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Tabla 18. Estimacion del consumo energético y de macronutrientes de los
participantes

Grupo Control  Grupo Suplementado

Consumo energético (Kcal) 2258 + 597 2278 + 651
Hidratos de carbono (Kcal) 1164 + 436 1137 *= 375
Grasas (Kcal) 669 * 163 694 + 239
Proteina (Kcal) 424 + 122 442 + 160

Promedios * desviacién estandar

Se puede apreciar que aunque el contenido de hidratos de carbono reportado se encuentra
dentro de las proporciones adecuadas (55 al 60% de las Kcal totales), los pacientes refirieron un alto
consumo de carbohidratos, provenientes principalmente de alimentos como: azlicar de mesa, pany
tortilla, estos alimentos tienen un alto contenido de carbohidratos simples; este fenémeno es
resultado de la transicion alimentaria que ha sufrido México en las Ultimas décadas, en las que
factores como la globalizacion, los medios de comunicacion y los cambios en los &mbitos laborales
y politicos, han ocasionado la adopcién de patrones dietéticos diferentes, ricos en carbohidratos
simples y grasas (1,279).

Por su parte, el consumo de grasas fue mayor a lo que se sugiere en una dieta balanceada,
excediendo el 30% de las kilocalorias totales (280), lo cual podria influir de manera importante en
los resultados del estudio, ya que de haber continuado con una dieta rica en grasas, se estaria
propiciando un incremento en las cifras de colesterol plasmético, ademas de incentivar el aumento
en las reservas energéticas que conllevan al aumento de peso (281). La mayoria de los participantes
reportaron un consumo muy bajo de alimentos ricos en acidos grasos poliinsaturados, por lo que el
porcentaje consumido de lipidos corresponde principalmente a la ingesta de grasas saturadas; de
modo que ademas de las complicaciones antes mencionadas (colesterol plasméatico elevado y
sobrepeso), este tipo de grasas ocasiona un aumento en la produccion de radicales libres; que
aumentaran los requerimientos de antioxidantes, para mantener la homeostasis, y evitar la
proliferacion de especies reactivas de oxigeno (95).

En cuanto a la ingesta de proteina, los valores se encontraron dentro de las
recomendaciones dietéticas de la (15 a 20% del valor cal6rico total), por lo que no representaria un
factor de riesgo para la poblacién de estudio; el adecuado consumo de proteina es de gran
importancia, ya que ayuda al mantenimiento de la masa muscular, participa en la formacion del

sistema enzimatico y de defensa del cuerpo (282). Para futuros estudios se sugiere llevar a cabo un
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control dietético con los participantes; ya que es bien sabido que las restricciones dietéticas pueden
producir una mayor pérdida de peso, un incremento de la sensibilidad a la insulina y una reduccion
importante de los factores de riesgo cardiovascular (281).

Con la finalidad de explorar los patrones alimentarios de los participantes del estudio, se
analizé el consumo de azucar y sodio (Figura 16), sustancias que resultan perjudiciales para la salud,
tras un consumo excesivo, y que estan estrechamente ligados al aumento de peso (283). En primer
lugar, los azlcares afiadidos se refieren a aquellos que fueron agregados durante el proceso de
preparacion del alimento (miel, jarabes, concentrados de frutas, melazas y azlicar coman) (284). Al
analizar el consumo mediante el recordatorio de 24 horas de este tipo de azlcares; se encontrdé que
como parte de su dieta todos los pacientes manifestaron que consumian un promedio de 59 gramos
por dia (59.5 en el grupo control y 58.7 en el grupo suplementado), como se aprecia en la figura 16
A), la cantidad se encuentra por encima de lo establecido por la OMS, que recomienda que un adulto
podria consumir hasta 50 gramos en total durante el dia (285). Los datos del presente estudio, se
relacionan con lo reportado en la Encuesta Nacional de Salud y Nutriciéon 2018, donde indicaron que
el 84% de los mexicanos, consumen mas de los 50 g de este tipo de azucares (104).

Los azucares afadidos representan la mayor contribucion a la ingesta de azlcares afadidos,
seguido de los alimentos con alta densidad calérica, lo cual genera una situacion alarmante al estar
ligado con el aumento de peso corporal y a enfermedades como diabetes, sindrome metabdlico,
higado graso e hipertension (286), ademas de otras anomalias secundarias, que se relacionan con
una dieta rica en azlcares, tales como: supresién del sistema inmune, imbalance en la distribucion
de vitaminas y minerales en el cuerpo, deficiencia de cromo, degeneracion macular, inflamacion

celular, incremento en niveles de triglicéridos, acido Urico, entre otras (287).
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Figura 16. Consumo azucares afiadidos (A) y de sodio (B), del grupo control y grupo suplementado
con céscara de tuna.
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Asi como la ingesta de azUcares simples, la adicion de sodio a la dieta contribuye al aumento
de peso; en primer lugar, potencializa el sabor de muchos alimentos, incentivando una mayor ingesta
caldrica (288); en segundo lugar, los alimentos con alto contenido de sodio podrian estimulan el
consumo de bebidas azucaradas ricas en energia, debido a los efectos que tiene sobre la ingesta
de liquidos; por lo que en afios recientes se ha establecido que existe una asociacion entre la ingesta
de sodio y el IMC (283).

El sodio es necesario para el buen funcionamiento del organismo, ya que participa en
numerosas funciones fisioldgicas, desde la homeostasis de los liquidos extracelulares, la circulacion
de la sangre, el buen funcionamiento de las neuronas, hasta la funcién reproductora; sin embargo,
una ingesta excesiva es dafiina para el organismo (289). En la figura 16 B), se presenta la grafica
de la ingesta de sodio de los participantes del estudio; en el grupo control se encontré un consumo
promedio de 3747 mg/dia, mientras que en el grupo suplementado 3500 mg/dia, ambos grupos
excedieron los 2000 mg /dia de ingesta admisible establecida por la OMS (285); Aunque los patrones
alimentarios han ido evolucionando y con ellos, ha incrementado la ingesta de sodio; representa un
dato alarmante, ya que constituye uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de
hipertension arterial, aparicion de eventos cerebrovasculares, infarto enfermedad renal, hipertrofia
ventricular, entre otras, que aunado al exceso de peso, incrementa la mortalidad poblacional (290).
Con la finalidad de disminuir el riesgo cardiovascular en la poblacién con sobrepeso u obesidad, se
ha documentado que una reduccion en la ingesta de sodio, se asocia a una disminucion de hasta

3.82 mm de Hg en las cifras de tension arterial (291).

7. Conclusiones

e El polvo liofilizado presenté un bajo contenido de humedad (4.6 %), bajas cantidades de
proteina y lipidos (2.7 y 1.7 % respectivamente), 38.1 % de carbohidratos y alto contenido
de fibra (43.0 %); ademas de altas cantidades de retencién de lipidos y de agua (11.20 y

12.36 g/ g respectivamente).

e La muestra presentd un alto contenido de fenoles totales, de los cuales un porcentaje

importante; resulté bioaccesible, incluso después de la fermentacién coldnica.

e En la fermentacién colénica del sustrato, se aprecié una disminucién significativa en los
valores de pH; se presentd un 25% de materia seca no fermentable y un 76% de materia
seca desaparecida; hubo crecimiento significativo de bacterias acido lacticas y fue posible
identificar acidos fendlicos (caféico, cumarico, ferulico y protocatectico), asi como
flavonoides (miricetina, quercetina, apigenina y kaempferol) a lo largo del proceso de

simulacioén intestinal.
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La ingesta de cantidades de hasta 2000 mg/ kg de polvo liofilizado de cascara de tuna es

segura, de acuerdo al ensayo de toxicidad aguda in vivo.

Los nutracéuticos elaborados en tabletas presentaron buenas caracteristicas de calidad; un

color atractivo y alto contenido de compuestos fendlicos.

La dieta de los pacientes al inicio del estudio no presento diferencias significativas en cuanto
al contenido energético y de macronutrimentos, aunque se pudo apreciar un alto consumo

de azlcares simples y sodio.

La suplementacion dietética de cdscara de tuna en individuos con sobrepeso y obesidad, no
tuvo impacto en los pardmetros antropométricos, como peso, IMC o circunferencia
abdominal; sin embargo, se presenté una disminucion significativa (p> 0.05) en los niveles
de glucosa plasmatica, por lo que podria ayudar a prevenir la aparicion de complicaciones

como la diabetes.

Se sugiere aumentar el tiempo de intervencién, con la finalidad de apreciar cambios

significativos en otros parametros bioquimicos y los datos antropométricos.
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