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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se obtuvieron tres tipos de extractos de
Capsicum annuum L. “pimiento rojo”, los cuales se obtuvieron mediante el método
de Soxhlet, usando como solventes etanol, acetato de etilo y hexano, para luego
comparar los rendimientos. EI mayor rendimiento se obtuvo con el solvente etanol.

El menor rendimiento se obtuvo con el solvente hexano.

Primero, se determind el efecto de Capsicum annuum L. “pimiento rojo” sobre la
capacidad antioxidante del suero de ratas con diabetes experimental. Se utilizaron
ratas albinas machos de la especie Rattus novergicus, de 3 meses de edad, cuyos
pesos oscilaron entre 320 a 380 gramos, provenientes del Bioterio de la Universidad
Catdlica de Santa Maria. La diabetes experimental fue inducida en las ratas mediante

la administracion de estreptozotocina en una sola dosis.

En este estudio, se trabajo con 40 ratas, distribuidas por sorteo, en dos grupos
experimentales:

& Grupo Experimental 1: subdividido en los siguientes tratamientos:
M A: Control, constituido por 5 animales.
B: Extracto Etandlico, constituido por 5 animales.

C: Extracto Acetato de Etilo, constituido por 5 animales.

N N~

D: Extracto Hexano, constituido por 5 animales.
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& Grupo Experimental 2: subdividido en los siguientes tratamientos:
M A: Control, constituido por 5 animales.
M A: Extracto Etandlico, constituido por 5 animales.
M B: Extracto Acetato de Etilo, constituido por 5 animales.
M C: Extracto Hexano, constituido por 5 animales.

En el grupo Experimental 1, los tratamientos fueron administrados desde el dia 1
hasta el dia 20 (preventivo). El dia 21, las ratas son intoxicadas con estreptozotocina.
Las muestras de sangre se tomaron el dia 20 de administrados dichos tratamientos
(antes de la intoxicacién), y el dia 28 (7 dias después de producida la intoxicacion)
para determinar Glucosa y Peroxidacion Lipidica. En el tratamiento “Control” de
este grupo, las ratas fueron intoxicadas con estreptozotocina en una sola dosis el dia

20 y no recibieron ningun tipo de tratamiento.

En el Grupo Experimental 2, las ratas fueron intoxicadas con estreptozotocina en
dosis unica el dia 1 y los tratamientos fueron administrados durante 20 dias
(curativo). Las muestras de sangre que se obtuvieron fueron en el dia 5, en el dia 10,
en el dia 15, y en el dia 20; asi, se determinaron los valores de glicemia y
peroxidacion lipidica. En el tratamiento “Control” de este grupo, las ratas fueron
intoxicadas con estreptozotocina en una sola dosis el dia 1 y no recibieron ningun

tipo de tratamiento.

En el Grupo Experimental I, el mejor tratamiento fue el Extracto de Acetato de Etilo
que fue administrado durante 20 dias antes de la intoxicacion con estreptozotocina,
ya que mostré los niveles mas bajos de peroxidacion lipidica después de la
intoxicacion. En cuanto a los niveles de glucosa, el extracto de Acetato de Etilo es el
gue mostrd, igualmente, los niveles mas bajos de glicemia después de la
intoxicacion. El tratamiento “Control” de este grupo alcanzé los valores mas altos de

glicemia y peroxidacion lipidica.

En el Grupo Experimental 11, el mejor tratamiento fue el Extracto de Acetato de Etilo
que fue administrado durante los 20 dias posteriores a la intoxicacion con
estreptozotocina, ya que mostré los niveles mas bajos de peroxidacion lipidica al
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final de los 20 dias de tratamiento. En cuanto a los niveles de glucosa, el extracto
Etanolico es el que mostrd los niveles méas bajos de glicemia después de los 20 dias
de tratamiento del extracto. El tratamiento “Control” de este grupo alcanzd los

valores mas altos de glicemia y peroxidacion lipidica.

Luego, se determind la capacidad antioxidante de los diferentes extractos obtenidos a
partir del pimiento rojo, mediante el método CUPRAC (Cupric lon Antioxidant
Capacity).

Los valores de capacidad antioxidante para los extractos oscilan entre 302.65 -
926.14 umol de Acido Ascdrbico/g de muestra. El extracto acetato de etilo fue el que
presento mayor capacidad antioxidante, mientras que el extracto hexano presentd

menor capacidad antioxidante.
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ABSTRACT

In the present investigation, we obtained three kinds of extracts of Capsicum annuum
L. “red pepper”, which were obtained through Soxhlet method using ethanol, ethyl
acetate and hexane, and then we compared the yields. The highest yield of the
extracts was obtained with ethanol. The lowest yield of the extracts was obtained

using hexane.

First, the effect of Capsicum annuum L. "Red Pepper" on the antioxidant capacity of
the serum of rats with experimental diabetes was determined. Male albino rats of the
species Rattus novergicus, 3 months old, whose weights ranged from 320-380 grams,
which were obtained from the Animal Laboratory of the Catholic University of Santa
Maria were used. Experimental diabetes was induced in rats by administration of

streptozotocin in a single dose.

In this study, we worked with 40 rats divided, by draw, into two experimental

groups:

& Experimental Group 1: divided into the following treatments:
M A: Control, made up by 5 animals.
B: Ethanol extract, made up by 5 animals.

C: Ethyl Acetate Extract, made up by 5 animals.

N N~

D: Hexane extract, made up by 5 animals.
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< Experimental Group 2: divided into the following treatments:
M A: Control, made up by 5 animals.
B: Ethanol extract, made up by 5 animals.

C: Ethyl Acetate Extract, made up by 5 animals.

N N ™

D: Hexane extract, made up by 5 animals.

In the Experimental Group 1, the treatments were administered from 1% day to 20™
day (preventive). On 21% day, rats are intoxicated with streptozotocin. Blood samples
were taken on 20" day from the administration of such treatments (before
intoxication) and on 28" day (7 days after intoxication), to determine glucose and
lipid peroxidation. In the “Control” treatment of this group, rats were intoxicated
with streptozotocin in a single dose on 20" day, and they were not treated with any

of the extracts.

In the Experimental Group 2, rats were intoxicated with streptozotocin in a single
dose on 1% day, and the treatments were administered during 20 days (curative).
Blood samples were obtained on 5" day, 10" day, 15" day, and 20" day; in that way,
the values of glycemia and lipid peroxidation were determined. In the “Control”
treatment of this group, rats were intoxicated with streptozotocin in a single dose on

1* day, and they were not treated with any of the extracts.

In the Experimental Group 1, the best treatment was the Ethyl Acetate Extract, which
was administered for 20 days before streptozotocin intoxication, since it showed the
lowest levels of lipid peroxidation after intoxication. Regarding to glucose levels,
Ethyl acetate extract showed, likewise, the lowest levels of glycemia after
intoxication. The “Control” treatment of this group showed the highest values of
glycemia and lipid peroxidation.

In the Experimental Group 2, the best treatment was the Ethyl Acetate Extract, which
was administered during the 20 days after streptozotocin intoxication, since it
showed the lowest levels of lipid peroxidation at the end of the 20 days of treatment.

Regarding to glucose levels, the ethanol extract showed the lowest levels of glycemia
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after the 20 days of treatment of such extract. The “Control” treatment of this group
showed the highest values of glycemia and lipid peroxidation.

Then, the antioxidant capacity of the different extracts obtained from red pepper was

determined, using the CUPRAC (Cupric lon Antioxidant Capacity) method.

The antioxidant capacity values for extracts range from 302.65 - 926.14 pmol
Ascorbic acid/g sample. The ethyl acetate extract was the one who had the highest
antioxidant capacity, while the hexane extract was the one who had the lowest

antioxidant capacity.
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CAPITULO |

GENERALIDADES

INTRODUCCION

El pimiento rojo (Capsicum annuum L.) asi como el pimenton, producto obtenido
tras la molienda de pimientos rojos, maduros y sanos deshidratados, han sido usados
desde la antigliedad como un colorante para mejorar y modificar el color de los
alimentos. La importancia actual del pimentdn radica en que existe un creciente
interés en todo el mundo en la aplicacién de colorantes naturales para productos
alimenticios. A tal punto que se ha constituido en uno de los colorantes alimentarios

naturales mas ampliamente empleado.

La capacidad del pimenton de producir color y estabilidad en el tiempo esta
directamente relacionada con factores como la variedad de fruto empleado en su
elaboracion, las condiciones de cultivo, el grado de madurez, la fecha de recoleccion,
el proceso de secado, la molienda, etc., que van a condicionar las posibilidades de

obtener un buen producto final.

Por otra parte, el consumo de productos carnicos, en particular carne de cerdo asi
como de productos procesados, se han relacionado con la incidencia de cancer,
enfermedades vasculares, como la hipertension o el desarrollo de ateromas producto
de la oxidacién de la lipoproteina LDL, que es la que inicia el proceso de formacion
del ateroma en los vasos sanguineos, por lo que el consumo de estos productos
podria ser el origen de todas estas patologias incluyendo enfermedades degenerativas
neurologicas, enfermedad de Parkinson, demencia de Alzheimer, la diabetes, el
reumatismo, y enfermedades cardiovasculares como el infarto miocardico y cerebral,

etc.
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Resultado del consumo de oxigeno para la generacion de energia en los seres vivos,
se producen de manera natural radicales libres, lo cual seria incompatible con la vida
si es que no se producen también de manera natural antioxidantes, constituyéndose
en un mecanismo de defensa contra estas especies. Esta defensa a través de
antioxidantes enddgenos, sustancias que en concentraciones normales poseen una
afinidad mayor que cualquier otra molécula para interaccionar con un radical libre,
va disminuyendo con la edad (envejecimiento normal y patolégico), tienen como
factor comuan el incremento de radicales libres (estrés oxidativo). Lo que demuestra
la importancia clinica que el estrés oxidativo tiene para una amplia gama de
patologias de muy alta prevalencia y su neutralizacion mediante la administracién de

antioxidantes exogenos.

Los procesos peroxidativos desempefian un papel importante en la patogénesis de
varias enfermedades, siendo el efecto toxico mas estudiado la oxidacion de los acidos
grasos insaturados en las membranas bioldgicas. Este proceso que conduce a la
formacion y propagacion de radicales lipidicos, asi como al reordenamiento de
dobles enlaces en lipidos insaturados, termina en la destruccion de los lipidos de las

membranas y en la formacion de productos como el malondialdehido (MDA).

Una de las patologias caracterizada por la persistencia de estrés oxidativo es
precisamente la diabetes mellitus, trastorno metabolico caracterizado principalmente
por la hiperglicemia. Asi, numerosos estudios han demostrado que la diabetes
mellitus se encuentra asociada al incremento de la formacion de radicales libres
derivados del oxigeno y a la disminucion del potencial antioxidante del organismo,
generando el dafio oxidativo de algunos componentes de la célula tales como las

proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos.

A pesar de su eficacia y bajo costo, los antioxidantes sintéticos que inhiben y
retardan la oxidacién de biomoléculas tanto en medicina como en la industria
alimentaria han sido puestos en observacion debido a que se ha observado en algunos
de ellos, actividad carcinogenica y otros efectos toxicos, por lo que se ha incitado la
busqueda de nuevas fuentes de antioxidantes especialmente naturales para su

reemplazo.
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La busqueda de antioxidantes y en especial los naturales, constituye una prioridad
mundial a la cual muchos paises estan abocados. El Per(, no se ha quedado atras
existiendo en la actualidad una variedad de estudios con plantas con poderes
antioxidantes. Asi, muchas especies del género Capsicum constituyen una importante
fuente de compuestos con actividad antioxidante por lo que pueden ser utilizados con

diferentes propdsitos en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria.

El pimiento rojo (Capsicum annuum L.) o el pimentdn, producto obtenido de la
molienda del pimiento rojo, es una especie del género Capsicum que es muy
utilizado en la cocina peruana, y que estd siendo estudiado en Europa como
conservante para la elaboracion de productos carnicos crudos curados, por su elevado
grado de color, estabilidad y por sus especiales caracteristicas organolépticas de
sabor y aroma ahumados. Estas propiedades podrian ser algunas de ellas, atribuidas a

una capacidad antioxidante la cual debe ser estudiada.

Es por ello, que en el presente trabajo se ha investigado la posible capacidad que
tendria el pimiento rojo para inhibir el incremento de los radicales libres en ratas
diabéticas, demostrada a través de la disminucion del enranciamiento oxidativo en
suero. Asi, en el presente trabajo de investigacion se determind la eficacia del

Capsicum annuum L. como agente antioxidante.
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OBJETIVOS

1.  Obtener extractos de diferente polaridad de Capsicum annuum L. “pimiento

rojo”.

2.  Desarrollar hiperglicemia experimental mediante la administracion en una

sola dosis de estreptozotocina a ratas normales.

3. Determinar el efecto de la administracion de los extractos de Capsicum
annuum L. “pimiento rojo” sobre la peroxidacién lipidica en ratas con

diabetes experimental.

4.  Determinar el efecto antioxidante de los extractos de Capsicum annuum L.

“pimiento rojo” por el método CUPRAC.
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HIPOTESIS

Dado que la literatura refiere que el Capsicum annuum L. “pimiento rojo” presenta
en su composicion quimica compuestos polifenolicos, es probable que los
componentes presentes en diferentes extractos de pimiento rojo, presenten capacidad

antioxidante.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1. Capsicum annuum L. “PIMIENTO ROJO”

1.1. Caracteristicas generales

El pimiento es originario de América del Sur, de la zona de Bolivia y Per.

Los pimientos, respecto a su clasificacion cientifica, son frutos de las plantas
pertenecientes a las especies y variedades del género Capsicum, de la familia
Solanaceae (al igual que el tomate, la patata, el tabaco o la berenjena). Posee una
gran variabilidad genética que lleva a que existan varias posturas con respecto a
su denominacion boténica. Sin embargo, la mayoria de los autores aceptan que
es el Capsicum annuum L. la especie que engloba a casi todas las variedades

cultivadas. (1)

El género Capsicum incluye 23 especies reconocidas, de las cuales s6lo 5 son
cultivadas: C. annuum, C. baccatum, C. frutescens, C. pubescens y C. chinense.
Capsicum annuum L. es la especie mas importante y difundida, sobre la que hay

mayores trabajos de mejora genética. (2)

El fruto de esta planta ha sido y es usado ampliamente por todo el mundo, bien
como alimento, como especia, por su sabor, aroma y color, o como medicina,

por sus marcadas propiedades curativas de determinadas afecciones. (3)

Gran parte de la demanda de los pimientos en todo el mundo, principalmente en

la zona de América Central y América del Sur, es debida al sabor picante que

presentan muchas variedades de pimientos y que es debido a la presencia de

capsaicinoides. Los pimientos que se comercializan para el consumo, se pueden

clasificar en tres categorias en funcién de sus propiedades picantes: (3)

a) Las variedades cuyo sabor es muy picante, con un contenido en
capsaicinoides entre el 0,3 y el 1 % en peso seco del pimiento. La produccion
y el comercio de estas variedades se lleva a cabo en cantidades relativamente
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poco importantes, aunque estas variedades son las que alcanzan los mejores
precios y son demandadas por su fuerte sabor picante. (3)

b) Las variedades cuyo sabor es picante, con un contenido en capsaicinoides
entre 0,01 y 0,3 % en peso seco del pimiento. (3)

c) Las variedades cuyo sabor es dulce o moderadamente picante, con un
contenido en capsaicinoides inferior al 0,01 % en peso seco del pimiento. Son
las que constituyen el mayor volumen del comercio internacional, y sus
precios son los mas bajos. Son de interés tanto por sus propiedades colorantes

como por su sabor.(3)

1.2. Aspectos botanicos.
La planta del pimiento es herbacea perenne, con ciclo de cultivo anual de porte
variable entre los 0,5 metros (en determinadas variedades de cultivo al aire libre)

y més de dos metros (en gran parte de los hibridos cultivados en invernadero). ©

FIGURA N° 2.1.: Planta del pimiento “Capsicum annuum L.” cultivado al

aire libre y en invernadero.

El sistema radicular es pivotante y profundo (dependiendo de la profundidad y
textura del suelo), con numerosas raices adventicias que horizontalmente pueden
alcanzar una longitud comprendida entre 50 centimetros y 1 metro. (3)

El tallo principal es de crecimiento limitado y erecto. Aunque se le considera
una planta herbacea, tiene la particularidad de tener tallo lefioso. Este puede
tener forma cilindrica o prismatica angular, glabro (liso y suave al tacto), erecto
y con altura variable segtin la variedad. A partir de cierta altura “cruz” emite 2 o

3 ramificaciones (dependiendo de la variedad) y continua ramificandose de
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forma dicotomica hasta el final de su ciclo. Los tallos secundarios se bifurcan
después de brotar varias hojas, y asi sucesivamente. (3)

La hoja es simple, entera, lampifia y lanceolada, con un apice muy pronunciado
(acuminado) y un peciolo largo y poco aparente. El haz es glabro y de color
verde mas 0 menos intenso (dependiendo de la variedad) y brillante. EI nervio
principal parte de la base de la hoja, como una prolongacién del peciolo, del
mismo modo que las nerviaciones secundarias que son pronunciadas y llegan
casi al borde de la hoja. La insercion de las hojas en el tallo tiene lugar de forma
alterna y su tamafo es variable en funcion de la variedad, existiendo cierta

correlacion entre el tamafio de la hoja adulta y el peso medio del fruto. (3)

Las flores son actinomorfas, hermafroditas, con céliz de 6 sépalos, pequefias,
con corola de color blanco verduzco o blanco amarillento y pedicelos
generalmente multiples, de 5 pétalos y 6 estambres insertos en la garganta de la
corola. El estigma generalmente esta al nivel de las anteras, lo que facilita la
autopolinizacién. Aparecen solitarias en cada nudo del tallo, con insercion en las
axilas de las hojas. La polinizacion es autbgama, aunque puede presentarse un

porcentaje de alogamia que no supera el 10 %. (3)

FIGURA N° 2.2.: Flor del pimiento.

El fruto es una baya hueca, no jugosa, carnosa, semicartilaginosa y deprimida,
que cuelga de la planta mediante un pedunculo. EIl color del fruto es variable
(verde, rojo, amarillo, naranja, violeta o blanco). Al llegar a la maduracion los
frutos son normalmente rojizos, aunque también los hay anaranjados y amarillos.

Existe una diversidad de formas en los frutos (alargados, de 3 o 4 picos,
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REPOSITORIO DE

cuadrados, achatados, etc.), pero generalmente se agrupan en alargados y
redondeados. Su tamafio es variable, pudiendo pesar desde escasos gramos hasta
mas de 500 gramos. Los frutos son sabrosos y su sabor puede ser dulce o picante
®)_ La dimensién no es un criterio muy seguro, pero en general, los frutos de

menor tamafo son los que presentan un sabor picante mas intenso. (4)

FIGURA N° 2.3.: Diversos tipos de pimientos.

Las semillas generalmente son redondeadas, ligeramente reniformes, lisas de
coloracion amarillenta o blanco amarillenta y longitud variable entre 3 y 5
milimetros. Se encuentran insertas en una placenta conica de disposicion central.
El porcentaje de germinacion es alto y puede mantenerse por 4 o 5 afios bajo

buenas condiciones de conservacion. (4)

Los pimientos son utilizados como una parte de la dieta por diferentes razones
en muchas partes del mundo. Son consumidos como frutos frescos, en
conservas, como constituyentes de condimentos y salsas, y como polvos secos
(pimentdn) usados como especias y condimentos. Los pimientos también han
sido ampliamente utilizados en alimentacion como colorantes y por sus
propiedades picantes. Los pimientos picantes se utilizan como aditivos
alimenticios y son muy valorados por sus atributos sensoriales del color, picor y

aroma. (4)
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1.3. Taxonomia: (5)

El pimiento esté clasificado botdnicamente de la siguiente forma:
» Reino: Plantae.

= Division: Magnoliophyta.

= Clase: Magnoliopsida.

» Orden: Solanales.

= Familia: Solanaceae.

= Género: Capsicum.

= Especie: Capsicum annuum L.

1.4. Composicion Quimica:

Los pimientos presentan una enorme variedad de compuestos, muchos de ellos
con unas marcadas propiedades antioxidantes e importantes efectos bioldgicos
(6). Los niveles de estos compuestos pueden variar dependiendo de la variedad
de pimiento de que se trate, del estado de maduracién que presente o de las
condiciones de crecimiento que haya tenido. (7)

El componente mayoritario de los pimientos esta representado por los hidratos
de carbono. También contiene proteinas en pequefia cantidad y muy pocos
lipidos (grasas). Ademas, el pimiento posee un porcentaje muy elevado de agua

(aproximadamente un 90%). (7)

Los pimientos rojos constituyen una fuente impresionante de vitamina C,
vitamina A y licopeno, constituyéndose en uno de los alimentos desintoxicantes
mas importantes. Los pimientos, especialmente los pimientos rojos maduros,
constituyen una fuente excelente de vitamina C. De hecho, si lo comparamos
con los citricos (naranjas, limones, pomelos, etc.), el pimiento nos proporciona
mas del doble de esta vitamina, por peso de fruto, siendo una de las plantas del
mundo que posee mas cantidad, después de la acerola o del escaramujo.
También son una fuente vegetal rica en vitamina A y, en menor medida, en otras

como E, B1 y &cido félico. (7)
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Pero ademas, su caracteristico color rojo nos indica también que es un alimento
rico en carotenos. Algunos de ellos, como el p-caroteno, pueden ser
transformados en vitamina A. De igual manera, y especialmente cuando esta
bien maduro y rojo, contiene, junto a los tomates, un componente denominado
licopeno que constituye, al lado de la vitamina C, uno de los mejores
antioxidantes. (7)

Como las verduras en general, los pimientos son ricos en fibra dietética. Entre
los minerales, esta hortaliza contiene principalmente fosforo, potasio, magnesio,

hierro y calcio, con cantidades muy bajas de sodio. (7)

Entre los compuestos con marcadas propiedades bioldgicas que aparecen en los

pimientos destacamos los siguientes grupos de compuestos: (7)

= Carotenoides entre los que destacan: xantofilas, []-caroteno, luteina,
capsantina,  capsorrubina, criptoxantina, zeaxantina, anteraxantina,
violaxantina, neoxantina. (7,8)

= Vitamina A. (9)

» Vitaminas (B): tiamina (B1), riboflavina (B2), niaciana (B3), piridoxina
(B6). (10)

= Acido ascérbico (vitamina C), que se encuentra en concentraciones desde 40
a 250mg/100g de pimiento fresco. (11)

= Tocoferol (vitamina E), (12,13) que se encuentra en concentraciones desde 3
a 250mg/100g de pimiento seco.

= Acidos fendlicos libres (protocatéquico, clorogénico, cumarico, ferulico,
cindmico, cafeico, etc.). (14)

= Acidos organicos (malico, oxalico, citrico, fumarico, quinico, etc.). (15)

= Azlcares solubles (glucosa, fructosa, etc.). (16)

= Flavonoides (quercetina, luteolina, etc.). (17,18)

= Lipidos. (19)

= Compuestos volatiles (aldehidos, cetonas, alcoholes, pirazinas, etc.). (20,21)

= Capsaicinoides (capsaicina, dihidrocapsaicina, entre otros). (22)

= Capsinoides (capsiato, dihidrocapsiato, entre otros). (23)
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2. ACIDO ASCORBICO

2.1. Generalidades:

- El &cido ascorbico es reconocido por su accion antioxidante, se lo puede
encontrar en varias frutas y vegetales, ya que este puede ser sintetizado a
partir de glucosa y galactosa en las plantas. La deficiencia de esta sustancia
en el organismo de los seres vivos causa el escorbuto. La dosis diaria de &cido
ascorbico recomendada para prevenir el escorbuto es de 60mg. (24)

- Ademas, el &cido ascorbico actla directamente con varias especies reactivas
del oxigeno, ademas regenera a otros antioxidantes, por ejemplo a la vitamina
E. (25)

- El &cido ascorbico es la defensa mas importante de los antioxidantes contra
los radicales libres. (26) Adicionalmente, se conoce que le &cido ascorbico
puede absorber la radiacion ultravioleta y proteger asi a las plantas de dicha
radiacion. (27)

2.2. Estructura

La estructura del &cido ascorbico corresponde a una lactona de seis carbonos

como se muestra en la Figura N° 2.4. (28)
FIGURA N° 2.4.: Acido ascorbico.
OH

HO o

HO
OH
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El &cido ascérbico es un acido ligeramente mas fuerte que el &cido acético,
puesto que su pKa es de 4.2, frente a 4.8 del acido acético (28,29); al mismo
tiempo, se lo considera como un reductor fuerte. Dicha propiedad se debe a la
presencia de un enediol y ademas a que el grupo hidroxi, presente en el carbono

3, puede ceder su proton. (28, 27)
2.3. Propiedades

La Tabla N° 2.1. muestra algunas propiedades fisico-quimicas del &cido

ascorbico. (28)

Tabla N° 2.1. Propiedades fisico-quimicas del &cido ascorbico.

Propiedad Descripcion
Formula Molecular CeHsOs
Masa Molecular 176,12g/mol
Apariencia y olor Sélido blanco o amarillo, inodoro
Densidad 1.65g/cm®
Punto de Fusion 190-192°C
Solubilidad en agua 80%, a 100°C; 40%, a 45°C

Fuente: Oro, J. y Donnamaria, M., 2006, “Accion Farmacologica, Biofisicoquimica

y Estructura Dinamica de la Vitamina C” (28)
2.4. Usos del Acido Ascorbico

El acido ascorbico es utilizado como un indicador de la calidad nutricional de los
alimentos procesados, esto se debe a su facil degradacidn, por lo que se entiende
que si en un alimento procesado existe la presencia de acido ascorbico, todos los

demaés nutrientes estaran en buen estado. (24)

El &cido ascorbico es un aditivo ampliamente utilizado en la industria
alimenticia, por ejemplo, se afiade a las conservas de frutas para que éstas no se
oscurezcan, ademas que evita la corrosién de los envases metalicos (30).
También es utilizado en suplementos vitaminicos distribuidos por la industria

farmacéutica (28).
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3. CAROTENOIDES

3.1. Generalidades:

- El grupo de los carotenoides comprende varios cientos de moléculas
tetraterpénicas formadas por el encadenamiento de ocho unidades isoprénicas.
(1)

- Su cromoforo caracteristico — al menos diez dobles enlaces conjugados —
explica su coloracién amarilla o anaranjada y su enorme sensibilidad a la
oxidacion. (31)

- Cuando la molécula es un hidrocarburo, se habla, colectivamente, de
caroteno; cuando posee funciones hidroxilo, se habla de xantofila. (31)

- Los carotenoides puede ser aciclicos (ejemplo: licopeno) o poseer uno o dos
ciclos penta u hexaciclicos en uno de sus extremos (ejemplo: B,¥-caroteno) o

bien en sus dos extremos, (ejemplo: B,3-caroteno). (31)

3.2. Distribucion

Los carotenoides son pigmentos ampliamente distribuidos en la naturaleza, que
se encuentra en tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos como raices, flores y
frutos. Los humanos y animales no pueden sintetizarlos, sin embargo, son
capaces de absorberlos con modificaciones en su estructura basica (32). Los
carotenoides de vegetales y animales son usualmente encontrados en fracciones

lipidicas, ligados a proteinas o esterificados con acidos grasos. (33)

3.3. Funciones:

- Los carotenoides se localizan en los complejos proteicos de los fotosistemas
de membrana de los tilacoides, e intervienen en la fotosintesis: su sistema
poliénico de electrones deslocalizados permite la captura y transmisiéon de
cuantos azul-verde (450-500nm) de energia luminica. (31)

- Son también (y parece ser que sobre todo) fotoprotectores frente a radiaciones
nocivas (reaccionan con el oxigeno singlete y previenen la foto oxidacion).
(31)
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- Los carotenoides son capaces de captar la energia luminosa, energia que es
luego transferida a las clorofilas para ser transformada durante la fotosintesis.
(33)

- La conjugacion de los dobles enlaces de estas moléculas hace de ellas muy
eficaces captadores del oxigeno singlete monomolecular que se produce a lo
largo de los procesos fotoquimicos. (31)

- Por otra parte, se trata de moléculas susceptibles de actuar como
antioxidantes: captan el radical peroxi que se adiciona al polieno e impide que
se produzcan diversos productos oxigenados. (31)

- Los carotenoides actian como potenciadores positivos de la respuesta inmune
(34).

- Los pigmentos carotenoides juegan un papel importante en la prevencion de
enfermedades degenerativas como arterioesclerosis, cancer, envejecimiento,
cataratas, degeneracion macular relacionada con la edad, etc. (35)

4. COMPUESTOS FENOLICOS

Los fenoles son uno de los mayores grupos de componentes no esenciales en la
dieta que han sido asociados con la inhibicion de la aterosclerosis y cancer. La
bioactividad de los fenoles ha sido relatada por su comportamiento antioxidante,
el que es atribuido a sus habilidades para quelar metales, inhibir lipooxigenasas
y remover radicales libres. Los radicales fenoxilo formados, son intermediarios
bastante estables y no es fécil que inicien una nueva reaccion en cadena. La
eficiencia de los compuestos polifendlicos como antioxidantes depende en gran
parte de su estructura quimica. El fenol por si mismo es inactivo como
antioxidante, sin embargo, los compuestos orto y para-difendlicos poseen
actividad, la cual se incrementa con la sustitucion de sus dtomos de hidrégeno
por grupos etil- o n-butil. (36, 37)

Algunos de estos compuestos fendlicos con efecto antioxidante presentes en
alimentos de origen vegetal son los &cidos cinamicos, benzoicos y sus derivados,
el acido felurico y el cumarico. Los flavonoles, flovononas, etc,; se pueden

encontrar en forma de agliconas, pero sobre todo formando glicésidos; los méas
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abundantes son la Quercetina, Kaempferol, Miricetina y sus glicésidos y
diglicosidos. (37)

En la Tabla N° 2.2. se muestran los principales tipos de compuestos fendlicos

presentes en las plantas de acuerdo al nimero de atomos de carbono. (38)

TABLA N° 2.2. Principales tipos de compuestos fendlicos en plantas.

ATOMOS DE CARBONO ESQUELETO TIPO

6 Cs Fenoles Simples
Benzoquinonas

7 Cs—C; Acidos Fendlicos

8 Ce—Co Derivados de Tirosina
Acidos Fenilacéticos

9 @: — B8 Acidos cinamicos
Fenilpropenos
Cumarinas
10 Ce—Cy Naftoquinonas
13 Ce—C1—-Cs Xantonas
14 Cs—C,—Cs Estilbenos

Antraquinonas

15 Ce—C3—-Cs Flavonoides
Isoflavonoides

18 (Ce — C3)2 Lignanos
Neolignanos

30 (Ce—C3—Co)2 Bioflavonoides

n9 (Ce — C3)n Ligninas

né (Co)n Melaninas catecdlicas

n15 (Ce—C3—Con Taninos condensados

FUENTE: Polifenoles del vino y salud humana. Antioxidantes y calidad de
vida. Leighton. Federico: Urquiaga. Inés. (38)
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Las estructuras fendlicas son metabolitos secundarios que pueden proceder de la
ruta del acido shikimico o de la ruta del acetato. (39)

» Proceden de la ruta del acido shikimico: Los fenoles sencillos, &cidos
fendlicos (benzoicos, cindmicos, etc.), cumarinas, lignanos, flavonoides,
antocianos y taninos. (39)

= Proceden de la ruta de los acetatos o ruta del &cido mevalonico, los siguientes

derivados fendlicos: antraquinonas y heterosidos antracénicos. (39)

FIGURA N° 2.5.: Origen biosintético de diferentes compuestos fenolicos.

COOH
COOH COOH
/
NH,
———
HO OH — —24
OH
Acido Shikimico Fenilalanina Acido Cindmico
Cumarinas y ‘// \
Lignanos . Flavonoides y
Taninos Antoci
ntocianos
COOH condensados
Fenoles sencillos y
Acidos Fendlicos
HO OH Taninos
OH hidrolizados

Acido Gélico
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5. FLAVONOIDES:

Los flavonoides son pigmentos casi universales en los vegetales. Casi siempre
hidrosolubles, son responsables de la coloracion de las flores, frutos y a veces de
las hojas; asi ocurre con los flavonoides amarillos (chalconas, auronas,
flavonoles amarillos); con los antociandsidos rojos, azules ¢ violetas. Si no son
directamente visibles, contribuyen a la coloracion por su papel de copigmentos:
asi ocurre con las flavonas y flavonoles incoloros que copigmentan y protegen a

los antociandésidos. (31)

Los flavonoides y los compuestos relacionados (antocianos, catequinas y
leucoantocianidinas) proceden del metabolismo secundario de los vegetales a
través de la ruta del acido shikimico y la ruta de los poliacétidos. (39)

FIGURA N° 2.6.: Origen biosintético de flavonoides y compuestos relacionados.

\
3 Acetato
+ Oxidacion
> — = Chalconas > Flavonona

Acido p-cumarico

Oxidacion
J

Flavonol ~—s————— Flavononol Flavona

1 lReduccién

. Reduccion .
Catequina —s-—————— Leucoantocianidina

| | | \

Antocianidina

Taninos condensados
(proantocianidinas)
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5.1. Estructura:

Los flavonoides son estructuras de tipo C6-C3-C6, con dos anillos aromaticos
(bencénicos) unidos entre si por una cadena de 3 carbonos ciclada a traves de un
oxigeno. Se considera que su estructura deriva de la y-cromona (0 benzo-y-
pirona) con un fenilo en posicion 2. Asi pues, son 2-fenil-y- cromonas. Todos los
flavonoides poseen un carbonilo en la posicion 4 y las variaciones se producen
en las posiciones 1, 2 y 3 de la unidad C3 y en el anillo B. Son estructuras
hidroxiladas (OH) en el anillo aromatico y por lo tanto son polifendlicas. Se
pueden encontrar como agliconas libres o en forma de O-heter6sidos 6 C-

heterdsidos, unidos generalmente a glucosa, que es el aztcar mas frecuente. (39)

Las agliconas son sélidos solubles en solventes de mediana o baja polaridad,
cristalizan y funden sin descomposicion; las mas conjugadas tienen coloraciones
del amarillo al rojo y hasta el azul. Los glicosidos son solidos solubles en
solventes muy polares, amorfos y funden con descomposicion. Los que
presentan mas conjugacion de enlaces dobles son mas coloreados. (40)

De los tres anillos, el anillo A se biosintetiza a través de la ruta de los
poliacétidos y el anillo B y la unidad C3 (que forma el anillo C) proceden de la

ruta del acido shikimico. (39)

FIGURA N° 2.7.: Estructura bésica de los Flavonoides. (41)
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En la Tabla N° 2.3., se muestran las diferentes sustituciones en los cinco
radicales indicados en la figura que dan lugar a la formacion de las diferentes

flavonas y flavonoides. (41)

TABLA N° 2.3.: Sustitucion de radicales necesarios para la formacion de

flavonas y flavonoides. (41)

Ri1 R, R R4 Rs
Flavonas
Apigenina H H H OH H
Crisina H H H H H
Luteonina H H OH OH H
Flavonoides
Datiscetina OH H OH OH H
Quercetina OH H OH OH H
Miricetina OH H OH OH OH
Morina OH OH H OH H
Kaempferol OH H H OH H

FUENTE: Antioxidantes de los alimentos. Aplicaciones practicas. Pokorny, Jan;
Yanishlieval, Nedyalka; Gordon, Michael. (41)

5.2. Clasificacion:
Los flavonoides se clasifican en base a sus variaciones estructurales. (39)

Con doble enlace entre las posiciones 2 y 3:
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a. Flavonas: con H en la posicion 3. (39)

FIGURA NF° 2.8.: Estructura de Flavonas.

b. Flavonoles: con OH en la posicion 3. (39)

FIGURA N° 2.9.: Estructura de Flavonoles.

Sin doble enlace entre las posiciones 2 y 3. (39)
a. Flavononas: con H en la posicién 3. (39)

FIGURA N° 2.10.: Estructura de Flavononas.
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b. Flavononoles: con OH en la posicion 3. (39)

FIGURA NF° 2.11.: Estructura de Flavononoles.

94
OH

Otros como:
a. Chalconas: con el anillo C abierto. (39)

FIGURA N° 2.12.: Estructura de Chalconas.

b. Isoflavonoides: con el anillo B en la posicion 3 (3-fenil-y-cromona). (39)

FIGURA N° 2.13.: Estructura de Isoflavonoides.

Existen también dimeros de flavonoides denominados diflavonoides. (39)
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Las flavonas y los flavonoles se encuentran en préacticamente cualquier tipo de
planta, especialmente en hojas y pétalos siendo las flavonas las méas habituales.
Algunos ejemplos de compuestos flavonoides son la Apigenina, Crisina,

Luteonina, Datiscetina, Quercetina, Miricetina, Morina y Kaempferol. (41)
5.3. Accion Antioxidante de los Flavonoides

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciacion de su amplia
actividad farmacoldgica. Pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como
enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metélicos (de
transicion), tales como Fe™?, Cu*?, zn*?; catalizar el transporte de electrones, y
depurar radicales libres. Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente
en forma de aniones superdxidos, radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos o
hidroperdxidos; de esta manera bloguean la accion deletérea de dichas sustancias
sobre las células. (42)

Diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de
peroxidacion lipidica del acido linoleico o de los fosfolipidos de las membranas,
la peroxidacion de los glébulos rojos o la autooxidacion de los homogeneizados
de cerebro. (42)

Debido a este hecho se han descrito efectos protectores en patologias tales como
diabetes mellitus, céancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y
duodenal, e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser destacadas son sus
acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades antitrombdtica y

antiinflamatoria. (42)

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los

flavonoides son: (42)

= Presencia de estructura o-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor
estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de los
electrones. (42)

= Doble ligadura, en conjuncidn con la funcion 4-oxo del anillo C. (42)
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= Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C necesarios para
ejercer el méaximo potencial antioxidante. (42)

La Quercetina presenta las tres caracteristicas, mientras que la Catequina sélo

presenta la segunda y la Diosmetina la primera. (42)

FIGURA N° 2.14.: Quercetina.

6. CAPSAICINOIDES

Los capsaicinoides son los compuestos que le dan el sabor picante al pimiento,
los cuales son un grupo de amidas acidas formados a partir de la vanillilamina y
acidos grasos de 8 a 13 atomos de carbono, entre los cuales destacan dos, la
capsaicina, (E)-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metil]-8-metil-6-nonenamida, y la
dihidrocapsaicina, que es el 6,7-dihidroderivado de la capsaicina. Estos dos
capsaicinoides mayoritarios representan por lo general el 90% de los

capsaicinoides totales presentes en las variedades picantes de pimientos. (43)

Por lo general, la capsaicina es el capsaicinoide mayoritario presente en las
variedades picantes de pimientos, pero no es extrafio encontrar variedades de
pimientos en las cuales el capsaicinoide mas abundante sea la dihidrocapsaicina.
(43)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(L :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

6.1. Estructura:
El esqueleto base de los capsaicinoides tiene la siguiente estructura: (43)

FIGURA N° 2.15.: Estructura basica de los Capsaicinoides.

(@—e]

H,C—0O P

HO

Dependiendo del nimero de carbonos de la cadena lateral (R) o de si poseen o
no insaturaciones podemos tener los distintos capsaicinoides naturales que
existen, tal como vienen recogidos en la Tabla N° 2.4. en la que se representan
las cadenas mas abundantes presentes en los capsaicinoides en la naturaleza:
(43)

TABLA N° 2.4.: Cadenas laterales (R) de Capsaicina y Dihidrocapsaicina.

R= NOMBRE

Capsaicina
M)\ P
\/\/\)\ Dihidrocapsaicina

FUENTE: Fernandez Barbero, Gerardo: Extraccion, Analisis, Estabilidad y Sintesis de

Capsaicinoides. Tesis Doctoral de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Cadiz. (43)
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Las concentraciones de capsaicinoides en las variedades picantes de pimientos
varian muy significativamente unas de otras. Las variedades poco picantes de
pimientos tienen concentraciones de capsaicinoides que van desde los 0,003 % a
0,01 % en peso seco del pimiento. Las concentraciones de capsaicinoides de las
variedades picantes suaves van desde 0,01 % a 0,3 %, y las variedades
fuertemente picantes se caracterizan por tener un contenido superior al 0,3 % en

capsaicinoides del peso seco total, pudiendo llegar a alcanzarse el 1 %. (43)

6.2. Accion Antioxidante de los Capsaicinoides

Los pimientos son una magnifica fuente de antioxidantes susceptibles de ser
utilizados en la dieta. Presentan no solo compuestos antioxidantes muy
extendidos en el mundo vegetal como pueden ser flavonoides, acidos fendlicos,
carotenoides, vitamina A, acido ascorbico, tocoferoles, sino también
constituyentes antioxidantes especificos como los capsaicinoides y los
capsinoides. (43)

Los capsaicinoides presentan una actividad antioxidante muy interesante. Se
conoce que la capsaicina y la dihidrocapsaicina son capaces de inhibir la
peroxidacion lipidica catalizada por cationes Fe** y la oxidacion de lipoproteinas
de baja densidad producida por cationes cobre. Este efecto es atribuido a la
capacidad de estos compuestos para formar complejos con estos metales

reducidos, actuando ademéas como donadores de hidrogenos. (43)

La capsaicina puede también prevenir la oxidacion del &cido oleico a altas
temperaturasb4 al igual que previene la formacion de hidroperdxidos lipidicos
provenientes de la auto-oxidacion del &cido linoleico. (43)

A pesar de estas magnificas propiedades, el uso de los capsaicinoides como
antioxidantes en alimentos o en tratamientos farmacéuticos esta obviamente
limitado por su marcado caracter picante y sus consiguientes propiedades
molestas. (43)
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FIGURA N° 2.16.: Biosintesis de la capsaicina. (44)
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7. CAPSINOIDES:

Los capsinoides también llamados “Capsaicinoid-like substances (CLS)”, por su
semejanza con los capsaicinoides, son compuestos naturales que se encuentran
en algunas variedades de pimientos dulces. Su maximo interés reside en la
demostrada actividad bioldgica que exhiben. El interés de los capsinoides es tan
alto que ya se ha registrado su patente con posibles usos en bebidas “saludables”
del capsiato y del nordihidrocapsiato, ademéas de su uso en analgésicos y en
alimentos. Por todo ello es especialmente interesante la busqueda de nuevos

compuestos de estructuras similares y de mayor actividad bioldgica. (43)

Los capsinoides quimicamente son ésteres formados a partir de la condensacién
del alcohol vanillico y &cidos grasos similares a los que intervenian en la
formacion de los capsaicinoides. La Unica diferencia estructural que presentan
los capsinoides con respecto a los capsaicinoides es el tipo de enlace que
presenta el esqueleto bencénico con la cadena carbonada de la molécula. En los
capsinoides este enlace es tipo éster, mientras que en los capsaicinoides el enlace
es tipo amida. La principal diferencia sensorial que presentan estas dos familias
de compuestos es que mientras los capsaicinoides presentan unas marcadas
caracteristicas picantes, los capsinoides no presentan de ninguna manera estas
propiedades picantes. A pesar de esta diferencia, los capsinoides presentan
muchas funciones fisiologicas similares a los capsaicinoides, causando una
estimulacién mucho menos dafiina de la que causan éstos ultimos. Por lo tanto el
gue no presenten estas caracteristicas picantes, les hace muy utiles para un
amplio uso tanto en alimentacion como en medicina. (43)

7.1. Estructura Quimica:

El esqueleto base de los capsinoides tiene la siguiente estructura: (43)
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H,C o~ R

HO

Al igual que ocurria con los capsaicinoides, dependiendo del ndmero de
carbonos de la cadena lateral (R) o de si poseen 0 no insaturaciones podemos

tener los distintos capsinoides que se conocen, tal como se representa en la Tabla
N° 2.5.: (43)

TABLA N° 2.5.: Cadenas laterales (R) de Capsiato y Dihidrocapsiato.

R= NOMBRE

Capsiato
M)\ ;
\/\/\)\ Dihidrocapsiato

FUENTE: Fernandez Barbero, Gerardo: Extraccion, Analisis, Estabilidad y Sintesis de

Capsaicinoides. Tesis Doctoral de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Cadiz. (43)

La cadena carbonada del capsiato y del dihidrocapsiato son las mismas que en la

capsaicina y la dihidrocapsaicina respectivamente, diferenciandose tan solo en la
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porcion aromatica, la cual no es la vanillilamina como en los capsaicinoides,

sino el alcohol vanillico. (43)

7.2. Accidn Antioxidante de los Capsinoides

Como se sabe desde hace tiempo, los capsaicinoides presentan unas marcadas
propiedades antioxidantes, pero su uso como antioxidantes tanto en alimentacion
como en productos farmacéuticos queda muy limitado debido al marcado
caracter picante que presentan. En cambio, los capsinoides son inofensivos y

carecen de caracteristicas picantes. (43)

Los capsinoides aumentan la secrecion adrenal de catecolaminas al igual que la
capsaicina. Tanto la capsaicina como el capsiato producen un incremento en la
temperatura corporal y estudios recientes sugieren que el capsiato puede
promover el metabolismo energético y suprimir la acumulacién de grasas en el

organismo de la misma manera en que lo hace la capsaicina. (43)

Los capsinoides y sus analogos han demostrado un elevado poder como
antioxidantes. Este efecto es debido a su capacidad para donar atomos de
hidrégeno y deslocalizar el radical libre que se forma. (43)

Por lo tanto se ha comprobado que tanto el capsiato como el dihidrocapsiato
poseen una actividad antioxidante comparable a la que presentan sus
correspondientes capsaicinoides (capsaicina y dihidrocapsaicina). La diferencia
estd en que tanto el capsiato como el dihidrocapsiato no presentan las
propiedades picantes que presentan los capsaicinoides, lo que los hace ser
compuestos muy interesantes para ser utilizados como antioxidantes en la

alimentacion. (43)

8. DIABETES
La diabetes es una enfermedad metabdlica crdnica caracterizada por un déficit
total o parcial, de insulina que provoca un mal aprovechamiento de los Hidratos
de Carbono que da lugar al aumento de los niveles de glucosa en la sangre y a la

eliminacion de la misma por la orina, afecta por igual a ambos sexos y razas.
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Puede aparecer a cualquier edad, aunque la incidencia aumenta
considerablemente con la edad. (45)

La Diabetes Mellitus (DM) describe un desorden metabolico de etiologia
multiple, caracterizado por hiperglicemia cronica con disturbios en el
metabolismo de los carbohidratos, grasa y proteinas, que resulta de trastornos en

la secrecion y/o en la accién de la insulina. (45)

8.1. Clasificacion de la Diabetes

Los nuevos criterios para su diagnostico y clasificacion fueron desarrollados casi
simultdneamente por un Comité de expertos de la Asociacion Americana de
diabetes (ADA) y por un comité asesor de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). (45)

Su clasificacion se basa fundamentalmente en la etiologia y caracteristicas
fisiopatoldgicas, pero adicionalmente describe la etapa de su historia natural en
la que se encuentra el paciente diabético. (45)

Dependiendo de diversos factores, como pueden ser causa, edad de aparicién o
tratamiento necesario, podemos clasificar la diabetes en: (45)

A. Diabetes Mellitus Tipo 1: Insulinodependiente.

Generalmente aparece antes de los 30 afios. La mayor frecuencia de
presentacion esté entre los 12 y los 16 afios. Representa el 10-15% de todas
las formas de diabetes, aparicion subita, generalmente en personas jovenes. El
comienzo es brusco, con sintomas muy llamativos (hiperglucemia, poliuria,
polidipsia, polifagia, cetosis, etc.). Sin embargo al comienzo de la enfermedad
puede presentarse un periodo de recesion, que puede dar lugar a falsas
esperanzas de curacion, cuya duracién depende de las reservas de insulina
que tenga el pancreas del paciente. (45)

Se produce un adelgazamiento acentuado al inicio de los sintomas. Comen
mucho pero no aprovechan la energia, porque la glucosa no se metaboliza, al
no utilizarse el azlcar, se queman las grasas y disminuye el peso. El pancreas

no produce insulina, por lo que es necesario administrarla, la herencia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

genética no influye de forma determinante en su aparicion. Es una
enfermedad autoinmune asociada a los anticuerpos HLA que precisa de un
factor desencadenante, generalmente una infeccidén o una situacion de estrés.

Tiene un comienzo brusco y con sintomas muy evidentes. (45)

B. Diabetes Mellitus Tipo I1: No Insulinodependiente.
Generalmente aparece después de los 40 afios. La mayor frecuencia de
presentacion se sitia a partir de los 60 afios. Es la forma més frecuente de
diabetes, representa més del 85% de los casos. La incidencia estd en
progresivo aumento gracias a la mayor esperanza de vida. Los factores que
provocan su apariciéon son: genético, disminucion del nimero de receptores
celulares de insulina, agotamiento pancreatico y factores ambientales como
obesidad, sedentarismo y dietas ricas en hidratos de carbono. EI comienzo en
lento y gradual con sintomas poco llamativos, pudiendo pasar inadvertida
hasta que se descubre en un analisis de rutina. Cursa generalmente con
obesidad y suele faltar el adelgazamiento cuando aparece. Otros sintomas
frecuentes son: somnolencia (postprandial), nicturia, prurito, mala
cicatrizacion (mala irrigacion), vision borrosa (alteracion de los vasos de la
retina), calambres musculares. El pancreas sigue produciendo insulina pero de

forma insuficiente, pudiéndose tratar en un principio con régimen. (45)

8.2. Induccidn de diabetes

La induccion de la diabetes se ha logrado por medio de diversas técnicas
experimentales. En 1889, Von Mering y Minkowski produjeron diabetes
experimental en perros mediante la remocién quirdrgica del pancreas. Desde
entonces, la pacreatomia total se usa en muchas especies, con el propésito de
crear modelos experimentales. (46)

El uso de agentes quimicos para producir diabetes, permite realizar estudios
detallados de los eventos bioquimicos y morfol6gicos que ocurren durante y
después de la induccién de un estado diabético. Los agentes mas utilizados son
la aloxona y la estreptozotocina. Estos compuestos en dosis diabetogénicas

acttan especificamente sobre las células B del pancreas. (46)
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8.3. Estreptozotocina:

La estreptozotocina (STZ), 2-deoxi-2-({[metil(nitroso)amino]carbonil}amino)-
B-D-glucopiranosa, es una sustancia relativamente selectiva para las células beta,
que en ciertas especies causa diabetes permanentemente. La fijacion a la
membrana, a semejanza con la aloxona, es el primer evento en el proceso

patolégico. (46)

Algunas evidencias indican que la toxicidad de la estreptozotocina esta medida
por el reconocimiento especifico de algunos receptores sobre la célula B. Se cree
que provoca un decremento en los niveles del dinucleétido de nicotinamida y
adenina (NAD), ya que puede disminuir tanto su sintesis como incrementar su
hidrélisis. La nicotinamida protege a los animales contra la citotoxicidad tanto
de estreptozotocina como de aloxona. Empero, los efectos de esta Gltima pueden
ser prevenidos por algunos carbohidratos; 3-O-metilglucosa es la mas efectiva.
(46)

FIGURA N° 2.18.: Estreptozotocina
2-deoxi-2-({[metil(nitroso)amino]carbonil}amino)-B-D-glucopiranosa

OH
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8.3.1. Mecanismo de accion en la induccion de la diabetes

La estreptozotocina, 2-deoxi-2-({[metil(nitroso)amino]carbonil}amino)-p-D-
glucopiranosa, se sintetiza por el Streptomycetes achromogenes, y se utiliza
para inducir diabetes mellitus; cuando se inyectan 50 mg/kg de

estreptozotocina por via intravenosa en ratas, 2 semanas después, la glucosa
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sanguinea alcanza valores de 15mmol/L, y podemos considerar entonces, que
la rata presenta diabetes. La estreptozotocina altera primero la oxidacion de la
glucosa para ser captada por las células, para después disminuir la biosintesis
y secrecion de insulina. Las células B del pancreas captan la estreptozotocina
a través del transportador GLUT2, por lo que cuando se reduce la expresion
de este transportador, se previene la accion diabetogénica de la
estreptozotocina. Este farmaco ocasiona cambios intracelulares en las células

beta, fragmentacion y alcalinizacion de DNA, hasta producir muerte. (46)

8.4. Tratamiento de la Diabetes Mellitus: (45)

Podemos esquematizar el tratamiento de esta enfermedad en los siguientes

pasos: (45)

I. Dieta: Es el factor fundamental para el control metabdlico de los pacientes.

Il. Ejercicio Fisico: Importante para mantener un control glucémico adecuado.

I1l. Antidiabéticos Orales: Farmacos utilizados en el tratamiento e aquellos
pacientes DM tipo 2 que no pueden controlarse exclusivamente con la dieta.

IV. Insulina: Actualmente ya es insulina humana, de varios tipos y pautada de

forma individual en los pacientes insulinodependientes.

8.5. Estrés oxidativo y Diabetes Mellitus

La diabetes es una enfermedad crénica caracterizada por una relativa
incapacidad para incorporar glucosa desde la sangre a los tejidos, al ingesta de
carbohidratos produce en individuos diabéticos un aumento por sobre lo normal
en el nivel de glucosa en la sangre (hiperglicemia). (45)

La condicion crénica de hiperglicemia esta asociada a un dafio directo y
progresivo en el tiempo, de 6rganos y/o tejidos de los sistemas cardiovascular
(ateroesclerosis), renal (disfuncion), y nervioso (retinopatia y neuropatia). Si
bien la diabetes es una enfermedad multifactorial, diversas evidencias cientificas
indican que tanto su génesis, como la progresion de sus complicaciones, estarian
asociadas a fendmenos de estrés oxidativo. Esto Gltimo implica que en el
organismo de los diabéticos, la enfermedad se encontraria asociada a una
aumentada velocidad de generacion de radicales libres y de otras especies
oxidantes. (45)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

Aunque el significado de la asociacion entre diabetes y estrés oxidativo es aun
controversial, ésta se basa en observaciones que indican que individuos
diabéticos exhiben, por una parte, una disminuida capacidad de defensa
antioxidante (expresada como reducidos niveles de antioxidantes fisioldgicos en
el plasma, ejemplo: glutation, vitaminas C y E y la enzima superdxido
dismutasa), y por otra parte, un aumentado nivel de aquellos pardmetros que
mejor dan cuenta de dafio oxidativo a lipidos (TBARS, isopranos), proteinas
(carbonilos) y &cidos nucleicos (8-deoxi-guanosina). Se considera que el dafio
que afecta a tales componentes, de ser sostenido, se debe a una secrecion no
regulada de insulina y/o a su accién disminuida sobre el transporte y
metabolismo de la glucosa. (45)

En el marco de tal escenario, diversos estudios han explorado la utilidad que
podria tener un mayor consumo de antioxidantes (como una forma de lidiar con
el estrés oxidativo) sobre el desarrollo de la diabetes y de sus complicaciones. A
la fecha, la mayor parte de los estudios experimentales, conducidos en modelos
animales, indican que mientras el estrés oxidativo acelera o agrava la condicion
diabética, la administracion de ciertos antioxidantes resulta efectiva en prevenir
al menos parcialmente el desarrollo de la enfermedad, y revertir algunos de los
parametros de estrés oxidativo tipicamente observados en los animales en los

cuales la diabetes ha sido inducida. (45)

9. PROCESOS OXIDATIVOS
9.1. Radicales Libresy Metabolitos Reactivos:

Radicales libres son atomos, moléculas o sus fragmentos, con uno o0 mas
electrones desapareados capaces de tener una existencia independiente por un
corto periodo de tiempo. Pueden ser tanto neutrales como tener un caracter

anionico o cationico. (47)

Al poseer un electrén desapareado, son muy reactivos ya que tienden a robar un
electrébn de moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad

electroquimica. (47)
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Esto causa la oxidacion de las moleculas cuyo electron fue robado, por lo que los
radicales libres son Ilamados oxidantes. Asi mismo, otros metabolitos muy
reactivos pueden ser formados a partir de los radicales libres. A menudo, estos
pueden ser mas reactivos o toxicos que sus moléculas madre. Pudiendo asi,
crearse reacciones en cadena que den lugar a efectos bioldgicos lejos del sistema
que origino el primer radical; un ejemplo lo constituye la peroxidacion lipidica.
(47)

Existen radicales libres derivados del oxigeno, nitrégeno o varios compuestos
organicos. En la siguiente Tabla N° 2.6., se mencionan los principales radicales
libres: (47)

TABLA N° 2.6.: Principales Radicales Libres en el Organismo.

Tipo Radical Libre
Anion superéxido (Oy)
Radical hidroxil (HO-)
Perdxido de hidrogeno (H20,)
Acido hipocloroso (HOCI)
Oxigeno singlete (O,)
Ozono (O3)
Nitroxido (NO)

Especies reactivas del Nitrogeno Dioxido de nitrogeno (NOO)

Peroxinitrito (ONOO)
Radical alcoxil (RO)
Radical peroxil (ROO)

FUENTE: Nieto Bobadilla, Maria Susana: Validacién de una Técnica Analitica por

Especies reactivas del Oxigeno

Radicales organicos

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para Cuantificar Cinamaldehido en
Aceite Esencial obtenido de la Corteza del Cinnamomum spp “Canela” y Comparacion
de su Capacidad Antioxidante”. Tesis de Bachiller en Farmacia y Bioquimica. Facultad
de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la UCSM. Arequipa
2011. (47)
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Estas especies reactivas de oxigeno (ERO) son producidas en su mayoria por la
mitocondria, ya que la respiracion celular se realiza a ese nivel. El 90% del total
del oxigeno inhalado se consume en la mitocondria y alrededor del 2% del
oxigeno reducido se transforma en el radical superoxido (O,). Otra fuente de este
radical son los fagocitos activados que producen el superdxido como mecanismo
protector frente a agentes u organismos extrafios. Por otros mecanismos, el
superdxido se transforma en el radical hidroxilo (HO), que es aun mas reactivo
que el anterior. Otro radical libre fisioldgico es el nitroxido (NO), que se
produce en el endotelio vascular como factor relajante. Este puede transformarse
en peroxinitrito (ONOO) que contribuye en gran medida a lesiones de tipo

oxidativo en multiples enfermedades. (47)

Los radicales libres se forman en reacciones bioquimicas de oxidacién-reduccion
que ocurren en el metabolismo celular normal, muy influenciados por factores

ambientales externos, tales como: (47)

= Los componentes del humo del cigarro.
= Los contaminantes ambientales.

= Las radiaciones Gamma.

» La luz ultravioleta.

= Compuestos toxicos.

= Dietas desbalanceadas o pobres.

= Dietas hipercal6ricas e hiperlipidicas.

= Ejercicio o trabajo extenuante.

El efecto de los radicales libres en los sistemas biolégicos depende mayormente
de la presencia de oxigeno. Por un lado, el oxigeno es esencial para la vida
porgue su reduccion a agua es fundamental para la sintesis de un compuesto
energéticamente rico en el organismo: ATP. Por otro lado, el oxigeno puede ser
una fuente de produccién de metabolitos reactivos extremadamente toxicos. Los
radicales libres y metabolitos reactivos pueden reaccionar rapidamente con
moléculas biolégicamente importantes, como lipidos, proteinas y 4acidos

nucleicos, causando un dafio primario. (47)
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De este modo, es importante que la formacion y efecto de los radicales libres en
procesos fisiologicos esté bajo el control de varios sistemas protectores, con el
fin de evitar la actividad de los radicales libres en el lugar equivocado y dafar

las propias moléculas importantes del cuerpo. (47)

Para ejercer este control, los sistemas protectores reducen la toxicidad de los

metabolitos reactivos y radicales libres de la siguiente manera: (47)

= Mecanismos que previenen la formacidn de radicales libres.
= Sistemas que eliminan los radicales libres y metabolitos reactivos ya
formados (antioxidantes).

= Sistemas de reparacién gque eliminan moléculas oxidadas dafiadas.

9.2. Estrés Oxidativo:

El estrés oxidativo se puede definir como una perturbacion del equilibrio entre
prooxidantes y antioxidantes, con un desplazamiento a favor de los primeros, de
modo tal que esta alteracion da lugar a cambios en las biomoléculas y de hecho,
a modificaciones funcionales en los lugares donde éstas se encuentren en un

momento dado. (47)
El estrés oxidativo puede resultar de diversas condiciones: (47)

» Produccién aumentada de radicales libres, como en la hiperoxia; o la
exposicion a metabolitos toxicos reactivos, como la activacion de neutrofilos
durante una inflamacion.

= Niveles disminuidos de antioxidantes, por ejemplo elevada exposicion de
toxinas que llevan a la deplecidn de fuentes de antioxidantes.

Cuando alguno de los sistemas protectores del organismo contra la toxicidad de
los radicales libres falla, la accion de los radicales libres se vuelve
descontrolada, resultando en dafio de moléculas, células y oOrganos, y

potencialmente en la muerte del organismo. (47)

A continuacion se detallan los dafios que pueden sufrir las principales

biomoleculas del organismo: (47)
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A. Dafio a Proteinas: (47)

Las proteinas son modificadas de diferente manera por las ERO. Los radicales
libres de oxigeno, por ejemplo, pueden reaccionar directamente con el ligando
metalico de muchas metaloproteinas. Se ha comprobado que el hierro de la
oxihemoglobina puede reaccionar con el radical superoxido o el perdxido de
hidrégeno para formar metahemoglobina. Debido a la reactividad de los
radicales libres con las moléculas insaturadas o que contienen azufre, las
proteinas con proporciones elevadas de triptéfano, tirosina, fenilalanina,
histidina, metionina y cisteina pueden sufrir modificaciones aminoacidicas
mediadas por radicales libres. En este sentido, se ha observado que enzimas
tales como la papaina, la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa e incluso la
superoxido dismutasa, que dependen todas ellas de estos aminoacidos para
presentar actividad, se inhiben en presencia de radicales libres. Las reacciones
de los radicales libres al reaccionar con aminoécidos dan lugar también a
alteraciones estructurales en las proteinas provocando entrecruzamientos y
fendmenos de agregacion, que se ven favorecidos por la formacién de puentes
disulfuro intra e intermoleculares. Los enlaces peptidicos también son
susceptibles de ser atacados por los radicales libres. Estos enlaces pueden
romperse tras la oxidacion de residuos de prolina por radicales hidroxilo o
superdxido. Finalmente, la reaccion de los radicales libres con las proteinas

también puede generar subproductos que amplificarian el dafio inicial.
B. Dafio a Lipidos: (47)

Las membranas biol6gicas tipicamente consisten de una bicapa de fosfolipidos
con acidos grasos poliinsaturados (PUFAS), y otros componentes lipidicos

como el colesterol.

Las cadenas laterales de los fosfolipidos son susceptibles al ataque de radicales
libres, la peroxidacién lipidica estd caracterizada por un mecanismo de
reaccion en cadena, que tiene los siguientes pasos:

= Paso 1: Iniciacion: Los oxidantes atacan un grupo metileno (-CH2-) y
remueve atomos de hidrégeno de la cadena lateral de PUFA. El carbono, del
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cual el aomo de hidrégeno fue removido, tiene ahora un electron
desapareado, convirtiéndolo en un radical libre. En ausencia de oxigeno, el
radical de carbono sufre un reajuste molecular para formar un dieno
conjugado. Sin embargo, en presencia de oxigeno, se combina con éste y
produce un radical peroxil.

» Paso 2: Propagacion: Los radicales peroxil altamente reactivos pueden
oxidar otros lipidos insaturados o atacar otras moléculas celulares como
proteinas. El radical peroxil es capaz de sustraer hidrdégenos de otra
molécula lipidica y dar una variedad de hidroperdxidos lipidicos y
peroxidos ciclicos. Los hidroperdxidos son relativamente hidrofilicos y
pueden migrar a la superficie de la membrana para interaccionar con el
agua, disrumpiendo asi su estructura y fluidez. Disminuyen la actividad de
enzimas ligadas a la membrana, alteran la actividad de receptores
membranales, y la debilitan. Los hidroperoxidos son luego degradados para
formar diversos productos incluyendo hidrocarbonos, alcoholes, éteres,
epoxidos y una variedad de aldehidos.

» Paso 3: Terminacion: La reaccion en cadena se termina por interacciones
entre los mismos radicales, o entre radicales y antioxidantes, dando lugar a
productos no-radicales o radicales no-reactivos. Generalmente, cualquier
clase de radical alquil (radicales lipidicos libres) pueden reaccionar con un
radical peroxil y originar una especie no-iniciadora y no- propagadora.
También se acepta que la terminacién de la peroxidacion lipidica se logra
por la reaccién de un radical peroxilo con un alfa-tocoferol, el cual es la
principal molécula lipofilica que “rompe cadenas” en las membranas
celulares. Ademas también pueden ocurrir enlaces entre perdxidos lipidicos

y proteinas de membrana.

En la Figura N° 2.20. mostrada a continuacion se esquematiza el mecanismo
de la peroxidacion lipidica:
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FIGURA N° 2.19.: Mecanismo de la Peroxidacion Lipidica.
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C. Dafio a Acidos Nucleicos: (47)

Los &cidos nucleicos también pueden ser atacados por los radicales libres.
Realmente la citotoxicidad de estas especies quimicas, en gran parte, es una
consecuencia de las aberraciones cromosémicas producidas por las
modificaciones quimicas que sufren las bases y los azlcares del DNA al
reaccionar con los radicales libres, especialmente con el HO. Las

modificaciones quimicas de los nucle6tidos provocan, en muchos casos, la
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ruptura de las hebras del DNA. Si el dafio que se origina es tan grande que no

puede ser reparado, se produce una mutacion, o bien, la célula muere.
D. Dafo a Carbohidratos: (47)

Los carbohidratos son dafiados por los radicales libres en menor proporcion
que otras moléculas. Azlcares tales como la glucosa, el manitol o ciertos
desoxiazucares pueden reaccionar con el radical HO para producir sustancias
reactivas. Asi mismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales
libres, en este caso, fragmentandose a unidades méas sencillas. Se ha
demostrado que el &cido hialurénico se despolimeriza en presencia de
concentraciones elevadas de radicales hidroxil, provocando un descenso de la

viscosidad del liquido sinovial de las articulaciones.

Una mayor o menor intensidad del stress oxidativo durante la vida puede
influenciar negativa o positivamente en el envejecimiento del organismo,
dependiendo de la disposicién genética, asi como de los factores dietéticos y del
estilo de vida. (47)

Un fuerte stress oxidativo en el organismo puede participar en el principio o
desarrollo de muchas enfermedades. Por ejemplo: enfermedades
neurodegenerativas, Parkinson, Alzheimer, aterosclerosis, enfermedades
cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus, enfermedad de Crohn, artritis
reumatoide, retinopatia, enfermedades psiquicas, etc. (47)

Se ha postulado que la induccidén o inhibicién de la proliferacién celular depende
del balance entre oxidantes y antioxidantes en la célula. Un ambiente méas
reductor en la célula (balance a favor de los antioxidantes) estimula la
proliferacion, caracteristico de células cancerigenas. Un ambiente oxidante lleva
a apoptosis, y si es mas oxidante ain, a necrosis. (47)

La comprension de los mecanismos por los cuales se mantiene una “capacidad
buffer redox” intracelular, podria contribuir al desarrollo de drogas cancerigenas

preventivas y terapéuticas. (47)
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10. ANTIOXIDANTES

Un antioxidante es una sustancia capaz de neutralizar la accion oxidante de los
radicales libres, mediante la liberacion de electrones en nuestra sangre, los que
son captados por los radicales libres. (48)

Halliwell, define los antioxidantes como un grupo de sustancias las que, en muy
bajas concentraciones, tienen la capacidad de retardar significativamente el
proceso de oxidacion molecular mediante su propia oxidacion. Son sustancias
que captan radicales libres, neutralizandolos, de esta manera, ayudan a reducir la
incidencia de las enfermedades y dafios causados por el estrés oxidativo. Los
vegetales, plantas y especias, constituyen una fuente muy rica en antioxidantes,

que pueden incluirse en la dieta diaria. (48)

10.1. Clasificacion de Antioxidantes
Existen muchos tipos de clasificacion de antioxidantes, pero para simplificar
dicha clasificacion, se definen tres tipos de antioxidantes que engloban las

demas clasificaciones que se mencionaran mas adelante: (48)

= Antioxidantes Preventivos, son los que evitan la iniciacion de la propagacion
de la reaccion del radical en la cadena. Pertenecen a este grupo, los metales
quelantes y descomponedores de perdxido.

= Antioxidantes Rompe-cadenas (chain-breaking), reaccionan con un
compuesto reactivo, ya formado y lo transforman en uno menos reactivo;
poniendo fin a la reaccion en cadena.

= Antioxidantes reparadores, actGan una vez producido el dafio, se encuentran
dentro de este grupo las fosfolipasas, proteasas, enzimas reparadoras de ADN

y transferasas. Reparan el dafio y reconstituyen tejidos.

Existen también otro tipo de clasificaciones mas especificas, como las que se
mencionan a continuacion: (49)
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1. Segun su naturaleza: (49)
a. Antioxidantes Enzimaticos
- Superoxido dismutasa (SOD)
- Catalasa (CAT)
- Glutation peroxidasa (GPx)
- Glutation reductasa (GR)

b. Antioxidantes No Enzimaticos
i) Antioxidantes Metabolicos
- Glutation reducido (GSH)
- Acido Lipoico
- L-arginina.
- Coenzima Q10
- Melatonina
- Acido Urico
- Bilirrubina
- Proteinas quelantes de metales
- Transferrina, etc.

ii) Antioxidantes con funcion nutritiva
- Vitamina E.
- Vitamina C 6 &cido ascorbico
- Carotenoides.
- Trazas de metales (Selenio, Manganeso, Zinc)
- Flavonoides
- Omega-3
- Omega-6
- Acidos grasos, etc.

2. Segun su fuente de origen (49)

a. Antioxidantes de origen enddgeno

- Bilirrubina
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- Glutation

- Acido Lipoico

- N-acetil cisteina
- NADPH y NADH
- Coenzima Q10

- Acido Urico

- Enzimas (SOD, CAT, GPx, GR)

b. Antioxidantes de origen exdgeno
- Vitamina C
- Vitmaina E
- Betacaroteno y otros carotenoides
- N-acetil cisteina

- Flavonoides (polifenoles)

c. Proteinas captadoras de metals
- Albdmina
- Ceruloplasmina
- Ferritina
- Mioglobina

- Transferrina

3. Segun su mecanismo de accion (49)
a. Sistemas cataliticos para neutralizar o desviar los ROS
- SOD
- CAT
- GPx

b. Captacion o Inactivacion de iones metalicos previniendo la produccion de
ROS, mediante la reaccién de Haber-Weiss
- Ferritina

- Ceruloplasmina
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c. Auto-suicida y rompedores de cadena, destruyendo los ROS
- Vitamina C
- Vitamina E
- Acido Urico
- Glutation

- Flavonoides

d. Captacion de los ROS
- Carotenoides

- Antocianinas

A continuacion se mencionan algunos mecanismos de accion de diferentes tipos
de antioxidantes: (48)

a. Superdxido dismutasa (SOD)
Es una enzima que se encuentra en el citosol, mitocondria y a nivel extracelular.
En el hombre esta enzima presenta tres isoformas SOD1, SOD2 y SOD3, tiene

como cofactores al zinc, cobre y manganeso. (48)

Produce la dismutacion del radical superoxido convirtiéndolo en peroxido de
hidrégeno y oxigeno molecular, como se muestra en la ecuacién a continuacion:
(48)

205 +2H* > 0, + H,0,

b. Catalasa (CAT)

Es una enzima que esta presente en los peroxisomas, participa en la dismutacion
del peréxido de hidrégeno, para descomponerlo en oxigeno molecular y agua.
(48). Como se muestra en la siguiente ecuacion: (48)

H,0, - 0, + H,0
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c. Glutation Peroxidasa (GPx)
Es una enzima que se encuentra en el citosol y la mitocondria de las células,
reduce el peroxido de hidrogeno y otros hidroperdxidos, convirtiéndolos en agua

y oxigeno molecular. (48)

El glutation (GSH) es un tripéptido no proteinico, que estd presente en altas
concentraciones en la mayoria de las células, en el citosol. Es esencial para la
vida y se regenera él mismo, mediante la enzima glutation reductasa (GR), que
cataliza la reduccion de glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido.
Destruye las toxinas y/o radicales libres que ingresan a nuestro organismo y las
elimina, a diferencia de otros sistemas antioxidantes, no se convierte en una
radical menos reactivo y es activo frente a muchos tipos de radicales. El GSH es
capaz de eliminar radicales libres directamente o enziméaticamente a través de la

GPx, previene el dafio de tejidos. (48)

2GSH + H,0, - GSSG + 2H,0

d. Acido Urico

Es un producto del metabolismo de las purinas, se encuentra ampliamente
distribuido, es un poderoso antioxidante y un secuestrante del oxigeno singulete
y otros radicales como el superoxido, hidroxilo. (48)

e. Cisteina

Es un aminoéacido y también esta ampliamente distribuido, es un componente
vital para la sintesis del glutation y puede reducir compuestos organicos,
donando electrones de sus grupos tiol —SH. La N-acetil-L-cisteina, es un
derivado de la cisteina y también es un precursor de glutation, capta el perdxido
de hidrogeno y otros perdxidos. (48)

f. Coenzima Q10 (CoQ10)

También es llamada ubiquinona, es sintetizada en las células humanas y también

puede encontrarse en alimentos, como el salvado de trigo y pescado. Inhibe la
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peroxidacion lipidica y reduce el estrés oxidativo mitocondrial, también es capaz
de reciclar o regenerar la vitamina E. (48)

g. Transferrina
Es la mayor proteina transportadora de hierro en el organismo. Se une a las sales
de hierro, que podrian ser generadoras de radicales libres. (48)

h. Lactoferrina
Es una proteina de la leche que se encuentra extracelularmente. Tiene un

mecanismo de accion similar a la transferrina, de union al hierro. (48)

i. Ceruloplasmina

Es una proteina extracelular que se une a metales, como el cobre. Cataliza la
oxidacion del Fe?* a Fe**, ya que el Fe** da lugar a la formacion de radicales
libres. (48)

j. Bilirrubina

Es un producto del catabolismo del grupo “hemo”, a bajas concentraciones in
vitro es eficiente en capar el radical peroxido y protege la unién de la albumina
con el &cido linoleico de la peroxidacion inducida por radicales. Se encuentra en
la sangre, tejidos, plasma y lugares extravasculares. Al igual que la vitamina E o
a-tocoferol, la bilirrubina tiene accion sinérgica con la vitamina C o &cido

ascorbico. (48)

k. Vitamina C

Capta los radicales superdxido, hidroxilo y neutraliza el oxigeno singulete; al
captar los radicales libres, los neutraliza y se transforma en el radical
dehidroascorbato, mucho menos reactivo, que los radicales ya mencionados.
Existen sistemas enzimaticos intracelulares para regenerar este radical
dehidroascorbato a su forma original, usando como poder reductor el NADH
(semidehidroascorbato reductasa o GSH (dehidroascorbato reductasa). La

vitamina C regenera la forma oxidada de la vitamina E. Esta vitamina a su vez
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REPOSITORIO DE

también puede actuar como prooxidante en presencia de metales como el hierro
o el cobre, por tener la habilidad de convertir al Fe** a Fe**, siendo éste Gltimo

un potente generador de radicales libres. (48)

I. Vitamina E

Capta directamente el radical superoxido e hidroxilo, neutraliza el oxigeno
singulete y los perdxidos. Regula las enzimas antioxidantes y rompe las cadenas
de lipidos en la peroxidacion, por tener un caracter altamente lipofilico. La
vitamina E, cede un hidrégeno al radical libre, convirtiéndolo en una molécula
estable, para evitar la continuacién de esta reaccion en cadena, convirtiéndose en
un radical “tocoferil”, pero tiene la ventaja que este radical puede volver a

reducirse con la ayuda de otras sustancias, como la vitamina C. (48)

La vitamina E o alfa-tocoferol, se encuentra en las membranas biologicas,
debido a su hidrofobicidad, en donde desempefia un rol muy importante,
protegiendo a las LDL de procesos oxidativos. Se ha determinado que cada
molécula de vitmaina E es capaz de proteger 500 moléculas de fosfolipidos que
se encuentran dentro de las LDL. Algunas fuentes de vitamina E son los aceites

vegetales, cereales integrales, frutos secos, frutas, huevos, carne, etc. (48)

FIGURA N° 2.20.: Reaccion del a-tocoferol con un radical peroxilo.
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m. Carotenoides

Su actividad antioxidante esta basada en su capacidad de neutrlaizar el oxigeno
singulete. Los carotenoides pueden captar radicales peroxilo, mediante
transferencia de electrones o sustraccion de atomos de hidrégeno, mecanismos
que llevan a la formacion de una gran variedad de carotenoides radicalicos. Los
carotenoides se usan para disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares,

cataratas, VIH y ciertos tipos de cancer. (48)

n. Flavonoides

Se encuentran también en diversas frutas, vegetales y especias; captan los
radicales superéxido, hidroxilo y lipido peréxido. Tienen importantes efectos en
la salud. (48)

10.2. Antioxidantes Sintéticos

Los antioxidantes sintetizados quimicamente, son aquellos que no estan
presentes en la naturaleza y se usan para prevenir la peroxidacion lipidica en
diferentes productos. Los mas empleados en alimentos, son el BHT y BHA que
tienen una buena actividad antioxidante, por separado, pero cuando se usan

ambos potencian la misma. (49)

Estos antioxidantes son ampliamente usados, pero su empleo ha sido
cuestionado desde hace varios afios, por ser productos de origen sintético, a los
que se les atribuye potenciales efectos carcinogénicos. Si bien es cierto, han
demostrado inocuidad para el ser humano, a bajas concentraciones, pero nunca
seran del todo aceptados y tolerados, al no ser compatibles con nuestro
organismo, por ser de origen quimico. Es por ello, que hoy en dia ha aumentado
el interés de parte de industrias y consumidores, por el uso y consumo de

sustancias de origen natural, en este caso, antioxidantes. (49)
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10.2.1. Clasificacién de Antioxidantes Sintéticos (48)

TABLA N° 2.7.: Antioxidantes Sintéticos.

Antioxidantes Sintéticos

- Eliminadores de Radicales libres.
Ej.: BHA, BHT, TBHQ,

propilgalato.
Antioxidantes Sintéticos Primarios - Captadores de Oxigeno.
Previenen la formacion de radicales Ej.: Sulfitos, glucosa oxidasa,
libres. ascorbil palmitato.

- Agentes Quelantes.
Ej.: EDTA, &cido tartérico, acido

citrico.
Antioxidantes Sintéticos Secundarios
Descomponen los hidroperéxidos - Ej.: Acido Tiodipropi6nico,
formados durante la oxidacion de Dilauril tiodipropionato.

lipidos, convirtiéndolos en productos

estables.

FUENTE: Zea Linares, Andrea: “Determinacion de la Capacidad Antioxidante de
las Oleorresinas y Extractos Alcoholicos de Curcuma longa L. (Palillo) y

Rosmarinus officinalis (Romero)”. (48)
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11. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Los diferentes métodos para determinar la capacidad antioxidante, se basan en
comprobar cdmo un agente oxidante, induce dafio oxidativo en un sustrato
oxidable, dafio que serd inhibido o reducido en presencia de una sustancia
antioxidante. Esta inhibicion es proporcional a la capacidad antioxidante del

compuesto a determinar. (48)

Existen diversos métodos para medir o determinar la capacidad antioxidante de
un compuesto; éstos difieren en el agente oxidante o sustrato que utilicen, en la
medida del punto final, en la técnica de instrumentacion utilizada y en las
posibles interacciones de la muestra con el medio de reaccion. Ademas los
objetivos de los métodos son diversos, por ejemplo, se mide la resistencia de un
alimento a la oxidacion, la evaluacion cuantitativa del aporte de sustancias
antioxidantes o la evaluacién de la capacidad antioxidante en plasma una vez

ingerido el alimento. (48)

Los métodos in vitro, comparan la capacidad antioxidante de diferentes muestras
de alimentos, pero muchos de ellos presentan como inconveniente, que no
reflejan la situacion fisioldégica, ya que usan radicales que no estan presentes en
el organismo. Por otra parte, la actividad antioxidante de un alimento in vivo
difiere de su efecto antioxidante in vitro, ya que una vez ingerido el alimento
sufre transformaciones metabdlicas, que muchas veces modifican su capacidad,

pudiendo ser ésta, mucho mayor en algunos casos. (48)

El creciente interés por los posibles efectos beneficiosos de los antioxidantes ha
hecho que se desarrollen una gran capacidad de métodos para determinar la
capacidad antioxidante de extractos de alimentos. Sin embargo, es dificil que
Ilegue a ser posible evaluar la capacidad antioxidante de una muestra por un solo
método, en vez de por la combinacion de varios, como se hace en la actualidad.
Los antioxidantes pueden ejercer su accion mediante mecanismos muy diversos
(pueden suprimir la generacion de los primeros radicales que inician el dafio
oxidativo, capturar radicales libres, quelar metales, formar complejos, reducir
algunos compuestos, inducir la actividad de sistemas biol6gicos antioxidantes...)
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y en un mismo alimento puede haber mezclas de diferentes antioxidantes con
distintos mecanismos de accion y entre los que, ademas, se pueden establecer
reacciones sinérgicas, por lo que serdn necesarios distintos analisis para poder
considerar los posibles mecanismos de accion de todos los antioxidantes

presentes en un alimento. (52, 53, 50)

Por todas estas razones, un gran numero de autores han planteado la necesidad
de combinar méas de un método de medida en la determinacion de la capacidad
antioxidante de un alimento (50, 54, 55, 51).

Aunque, como se ha explicado, existen una gran cantidad de mecanismos por los
que los antioxidantes alimentarios pueden ejercer su accion, entre aquellos
compuestos que reaccionan directamente con los radicales libres, como pueden
ser los polifenoles, deteniendo el proceso en cadena de oxidacion lipidica (chain-
breaking), esta reaccion se puede llevar a cabo por dos posibles vias: (51)

» Reacciones de transferencia de un atomo de H (Hidrogen Atom Transfer,
HAT).

En las reacciones HAT, la reaccion seria de este tipo, siendo Xe el radical

libre y AH el antioxidante: (51)
Xe+AH —» XH + Ao
El nuevo radical formado es mucho mas estable que el inicial. (51)

Las reacciones HAT vienen determinadas por la entalpia de disociacion, de
manera que un compuesto que la tuviera baja facilitaria la abstraccion del
atomo de H. Asi mismo, se ha observado que ciertos aspectos estructurales,
como la presencia de un grupo hidroxilo en posicion orto o la posible
formacion de enlaces intermoleculares entre distintos sustituyentes, pueden
contribuir a reducir la entalpia de disociacion, facilitando la formacion de un
radical estable. Por el contrario, las reacciones SET dependen del potencial de
ionizacion. (56)
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= Reacciones de transferencia de un electron (Single Electron Transfer, SET).

En las reacciones SET el antioxidante transfiere un electrén para reducir un
compuesto, incluyendo metales, carbonilos y radicales, y serian reacciones de

este tipo, siendo de nuevo X« el radical libre y AH el antioxidante: (51)

X*+ AH - X~ + AH'*

AH® + H,0 & A* + H;0"

X~ + H;0* - XH + H,0

MUID +AH — AH* + M(D)

En principio, estas reacciones dependen mucho mas del disolvente que las
HAT,; sin embargo, se ha visto que el disolvente puede ejercer una influencia
claraen el ORAC y el ABTS, a pesar de ser métodos HAT. (57, 58)

Estas reacciones son también dependientes del pH. Son métodos muy
sensibles al &cido ascorbico y al acido drico, que juegan un papel importante
en el mantenimiento del status redox del plasma. Algunos elementos traza y
contaminantes (sobre todo metales) pueden interferir con estos métodos,
resultando en una alta variabilidad y una baja reproducibilidad y consistencia
de los resultados. (57, 58)

A continuacion, se describen brevemente algunos de los principales métodos
para la determinacion de la capacidad antioxidante:

11.1. Ensayos que utilizan el mecanismo HAT:

11.1.1. ORAC (Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno)

Este método es aplicado con frecuencia para determinar la capacidad
antioxidante en plasma y muestras biologicas, pero también en alimentos. Se
basa en la inhibicion del radical peroxil inducido por el [2-2"-azobis(2-
amidinopropane)-dihydrochloride] (AAPH), que es un compuesto de tipo
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azo”. Esta inhibicion si mide por la permanencia de la fluoresceina. De tal
modo que el antioxidante actla protegiendo la fluoresceina, mediante la

inhibicidn de los radicales peroxilo. (51)

11.1.2. TRAP (Potencial total de atrapamiento de radicales perdxido)
Al igual que el método ORAC, determina la captacion de radicales peroxilo
son generados a partir del AAPH y se mide el oxigeno consumido, mediante un

electrodo de oxigeno. (59)

Existen otros métodos dentro de este grupo como el de inhibicion de la
absorcion del oxigeno (I0OU), la decoloracién de la crocina (CBA), inhibicién
de la oxidacion de las LDL e inhibicion de la oxidacion del &cido linoleico.
(59)

11.2. Ensayos que utilizan el mecanismo SET:

11.2.1. DPPH (2,2°-difenil-1-picrilhidrazilo)
Es un método colorimétrico basado en la disminucion en la absorbancia que se
mide a 515nm. El radical es captado por el antioxidante y produce un cambio
de color del reactivo (de violeta a amarillo) y por lo tanto, la disminucion de la

absorbancia ya mencionada. (59)

FIGURA N° 2.21.: DPPH (morado) y DPPH (incoloro).

O,N NO, O,N NO,
N—N + A-H=> NH-N + A°
NO, NO,
DPPH (color morado, 517nm) DPPH-H (incoloro)
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11.2.2. ABTS [&cido-2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)]

Se basa en la capacidad del antioxidante para capturar el radical catidnico
ABTS, esta captura se evidencia mediante la decoloracion y la disminucion de

la absorbancia que se mide a 734nm. (60)

FIGURA N° 2.22.: Sal de ABTS (4cido-2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-

sulfénico)

11.2.3. FRAP (Potencial antioxidante para reducir al hierro)

Se basa en la reduccion del complejo tripiridiltriazina férrica a su estado
ferroso por un antioxidante en medio acido. Esta reaccion produce un cambio
de color que es medido espectrofotométricamente mediante la absorbancia a

una longitud de onda de 595nm. (61)

FIGURA N° 2.23:FRAP:[Fe(I1)(TPTZ),]* (Catién Ferroso de Tripiridiltriazina)
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11.2.4. CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity)

Este método, utiliza el Cu* y la neocuproina, para reaccionar con el compuesto
en estudio formando un quelato coloreado de Cu**: [Cu™-Nc], el cual es soluble
en agua y en medios organicos. Esta reaccion se lleva a cabo a pH 7, controlado
por el buffer acetato de amonio. El quelato formado con el cobre reducido es
medido a 450nm. Normalmente, la formacion de este complejo se completa en
30 minutos. Sin embargo, antioxidantes de reaccion lenta necesitan de
incubacion a temperatura elevada para completar su oxidacion (50°C por 20
minutos). (47)

El mecanismo de accion del método CUPRAC se explica a continuacion en la
Figura 3.3.: (47)

FIGURA N° 2.24: Mecanismo de accion del método CUPRAC.

Producto
Antioxidante Oxidado

Cut? + / \ / \ \\\-_ _..--“/ o

HsC CHs

El método CUPRAC presenta ventajas sobre otros métodos para evaluar la

capacidad antioxidante: (47)

i. El reactivo CUPRAC es lo suficientemente rapido para oxidar antioxidantes
que otros métodos no detectan, como lo son los antioxidantes que poseen
grupos tiol.

ii. El reactivo CUPRAC es mas estable y accesible que otros reactivos de
radicales cromogénicos.

iii. El equipo usado para la lectura de los resultados estd disponible en la

mayoria de laboratorios.
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iv. La reaccion redox que da lugar al complejo coloreado de Cu+l es
relativamente insensible a parametros adversos como el aire, luz solar, tipo
de solvente y pH, los cuales afectan a reactivos como el DPPH.

v. Las graficas de concentracion vs. Absorbancia del método CUPRAC son
perfectamente lineales dentro de un amplio rango de concentracion, a
diferencia de otros métodos que generan curvas polinomiales.

vi. Los valores de Actividad Antioxidante Total (TAC) encontrados por
CUPRAC son perfectamente aditivos. Por ejemplo: la TAC de una mezcla
polifendlica es igual a la suma de la TAC de sus constituyentes fendlicos.

vii. Este método involucra una minima preparacion de muestra, por lo que el
procedimiento experimental es flexible para la automatizacion.

viii. La reaccion redox se lleva a cabo a un pH cercano al fisioldgico y los
protones liberados son tamponados por el buffer acetato de amonio.

ix. El método puede medir simultaneamente antioxidantes hidrofilicos y
lipofilicos.

x. Dado que el i6n Cu** producido como producto de la reaccion redox esté en
estado quelado (Cu*™-Nc), no puede actuar como un pro-oxidante, por lo
tanto no se podria producir un error negativo en la determinacion

antioxidante por efectos del Cu™.

11.3. TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances)

La utilizacion de la reaccion con TBA para medir la peroxidacion lipidica se
remonta al afio 1944 cuando Kohn y Liversedge (1944) observaron que tejidos
animales incubados aerdbicamente con TBA producian un color rosado.
Bernheim y colaboradores (1948) descubrieron que el color rosado se debia a un
complejo formado por productos de oxidacion de acidos grasos no saturados y
TBA. Yu y Sinnhuber (1957) reportaron que malondialdehido (MDA) era la
principal sustancia reactiva al TBA aunque mas tarde otros investigadores
informaron que otros productos de oxidacion podian estar involucrados, como
aldehidos no saturados (por ej.: 4-hidroxialquenales) y varios precursores de
estas sustancias no volatiles no identificados. (62)
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La principal sustancia reactiva al TBA, el malondialdehido, es un dialdehido de
tres carbonos altamente reactivo, generado como uno de los principales
bioproductos de la peroxidacién de &cidos grasos polinosaturados y también
durante el metabolismo de acido araquidénico para la sintesis de
prostaglandinas. MDA puede combinarse con diversos grupos funcionales de
proteinas, lipoproteinas, ARN y ADN. La determinacion de los niveles de MDA
en materiales biologicos es un método conveniente, sensible y ampliamente
utilizado para estimar cuantitativamente la extension de la peroxidacion lipidica.
Se han descripto diversas técnicas para determinar MDA, como el ensayo de
TBA espectrofotométrico, HPLC y cromatografia gaseosa. La determinacion de

MDA por este ultimo precisa de su derivatizacion. (62)

El método espectrofotométrico del TBA es el mas cominmente utilizado para la
cuantificacion de MDA. La reaccién ocurre por ataque del MDA sobre el grupo
metileno activo del TBA (Figura N° 2.25.). Un mol de MDA reacciona con dos
moles de TBA en medio &cido y a alta temperatura. La velocidad de esta
reaccion depende de la concentracion de TBA, la temperatura y el pH. El
pigmento generado posee un pico maximo de absorbancia a 532-535nm y otro
secundario a 245-305 nm. El ensayo de TBA puede determinarse también por un
procedimiento espectrofluorométrico dado que el espectro de excitacion del
pigmento TBA-MDA posee un maximo a 532 nm. La especificidad de este
método es similar al del método espectrofotomeétrico, debido a que otros
compuestos originados en la degradacion de perdxidos lipidicos también pueden

generar fluorescencia (62).

FIGURA N° 2.25.: Esquema de la reaccion entre malondialdehido y acido
tiobarbitdrico.

c
\ + CH —> N \ N + 2H,0
\CH

Acido Tiobarbittrico Malondialdehido MDA-TBA
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El principal problema con el ensayo de TBARS es su falta de especificidad.
TBA reacciona con una variedad de aldehidos, no sélo con aquellos formados
como resultado de la peroxidacion lipidica sino también con glucosa,
desoxirribosa, acido ascorbico, homocisteina y algunos aminoacidos tales como,
prolina, arginina y glutamato, por esta razon el analisis en fluidos biol6gicos por
este método resulta complejo. Otra limitacion del ensayo de TBA es que el
MDA vy otros productos de cadena corta no son estables por largos periodos de
tiempo. Esto se debe a que la oxidacion de estos compuestos genera alcoholes y

acidos organicos que no son determinados por el ensayo de TBA. (62)
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

1. CAMPO DE INVESTIGACION
1.1. Ambito Geografico

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo durante los meses de abril a
septiembre del 2013, en el Centro de Investigacion y Desarrollo Cientifico de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa y
en el Laboratorio de Control de Calidad de la Universidad Catolica de Santa

Maria.
1.2. Unidades de Estudio
En el presente trabajo de investigacion se utiliz6 como unidades de estudio:

» Unidad Bioldgica: Para efectuar el presente trabajo, se utilizaron un total de
40 ratas albinas machos, adultas jovenes, de la especie Rattus novergicus,
cuyos pesos oscilan entre 320 y 380 gramos, y de 3 meses de edad,
aparentemente sanas, las cuales fueron obtenidas del Bioterio de la
Universidad Catolica de Santa Maria, y criadas en el Bioterio de la
Universidad Nacional de San Agustin (UNSA).

Los animales se colocaron en jaulas independientes manteniéndose las
condiciones ambientales adecuadas.

Todos los animales fueron sometidos a un proceso de estandarizacion por una
semana, ubicandolas en un lugar en donde todos tuvieran las mismas
condiciones ambientales y alimenticias para luego dividirlos posteriormente
en 8 grupos por sorteo, tal como se sefiala en el siguiente esquema:
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GRUPO GRUPO
TRATAMIENTO
EXPERIMENTAL I EXPERIMENTAL 11
| Extracto Etanolico Extracto Etanolico
05 05
| Extracto Acetato de Etilo | Extracto Acetato de Etilo
05 05
" Extracto Hexano Extracto Hexano
05 05
Control Control
AV
05 05

» Unidad Vegetal: Frutos de Capsicum annuum L. “pimiento rojo”, que fueron

recolectados y lavados al medio ambiente antes del inicio de los

experimentos.

1.3. Estrategia de recoleccion de datos
Las ratas albinas machos se obtuvieron del Bioterio de la Universidad Catélica
de Santa Maria, y el pimiento rojo se obtuvo del mercado San Camilo de la

ciudad de Arequipa, en el mes de abril.
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2. MATERIALES

2.1.

Materiales de Laboratorio
Baguetas.
Balones de vidrio de 100mL.
Buretas de 25 y 50mL.
Capilares sin anticoagulante (Marca TECNON).
Embudos.
Embudo de pesada (Pesafiltro).
Eppendorfs.
Fiolas de 25y 50mL (Marca FORTUNA).
Frascos ambar tapa rosca.
Micropipetas de 10 y 200uL (Marca TRANSFERPETTE).
Papel Aluminio.
Papel filtro (Marca WHATMAN).
Parafilm.
Pipetas de 0.5, 1, 2, 5y 10mL (Marca HIRSCHMANN).
Pipetas volumétricas de 1, 2, 5y 10mL (Marca HIRSCHMANN).
Probetas de 50, 100 y 500mL.
Termémetro.
Tubos de ensayo con tapa.
Vasos de precipitados de 10 y 100mL (Marca PIREX).

Equipos
Balanza analitica (Marca OHAUS Pioner TM).
Bafio termostatico.
Centrifuga (Marca STANTON UNIMATIC CL41).
Equipo de Soxhlet.
Espectrofotometro UV/V (Marca SHIMADZU).
Estufa.
Rotavapor (Marca BUCHI)
Sistema de refrigeracion.

Vortex.
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2.3. Reactivos Quimicos

=  Acetato de Amonio.

= Acetato de Etilo (MERCK).
= Acido Ascorbico (MERCK).
= Acido clorhidrico (MERCK).
= Acido tiobarbitrico.

=  Agua destilada.

= Butilhidroxitolueno.

=  Cloruro de Cobre (1I) (MERCK)
= Etanol (MERCK)

= Hexano.

= n-butanol.

*  Neocuproina (MERCK)

FIGURA N° 3.1.: MATERIALES DE LABORATORIO

3. METODOS:
3.2. Obtencidn de los extractos: Etandlico, Acetato de Etilo y Hexanico
3.2.1. Extraccion de los frutos secos de Capsicum annuum L. “Pimiento
Rojo”
La extraccion es una de las operaciones de mayor importancia, dado que a través
de ella se consigue los principios activos de una manera mas concentrada.

Mediante la extraccion de los componentes solubles contenidos en el material
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vegetal se disuelven en un solvente adecuado, llamado “solvente extractor” y

forman un extracto el cual se purifica por filtracion.

El proceso de extraccion que se utilizé en el presente trabajo de investigacion es
el de extraccion por disolvente, que se realizd en el equipo Soxhlet. En las
extracciones se seleccionaron solventes con polaridades variables, para

determinar el porcentaje de rendimiento y el mejor solvente.

3.2.2. Obtencion de los extractos:

a) Método: Extraccion continua- sistema SOXHLET.

b) Fundamento:

Este método se fundamenta en la extraccién por agotamiento de sustancias

activas de la planta usando sustancias volatiles.

Este sistema de extraccion solido — liquido se realiza en un aparato que consta de
una matraz de fondo plano, un cuerpo extractor y un refrigerante. En el cuerpo
extractor se coloca la materia prima, generalmente envuelta en un material
poroso que permita el contacto con el disolvente. En el matraz se coloca el
solvente, se lleva a ebullicion y los vapores del solvente ascienden por el tubo
lateral y llegan al refrigerante donde condensan y caen sobre la materia prima
situada en el cuerpo extractor del Soxhlet. Cuando el cuerpo extractor se llena de
liquido extractivo, éste se vacia por el sifon lateral interno y desemboca en el
matraz inferior. El solvente se va reciclando durante el proceso mientras que los

principios activos se van concentrando en el matraz inferior.

c¢) Procedimiento:

Se pes6é 10 gramos de frutos de Capsicum annuum L. “Pimiento Rojo”
previamente estabilizadas y pulverizadas y se envolvié con papel filtro formando
pequefios paquetes que luego fueron colocados al Soxhlet, en el balon se
colocaron 150mL del solvente, se llevd a Bafio Maria controlando que la
temperatura no excediera el punto de ebullicion del solvente.

El disolvente llega hasta su punto de ebullicion, ascendiendo por el tubo lateral
al estado gaseoso para luego llegar hasta el refrigerante, donde se condensa y cae
hasta ponerse en contacto con la muestra (paquete de papel filtro con 10 gramos
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de Capsicum annuum L.), cubriendo el disolvente toda la muestra, una vez que
el disolvente alcance el nivel del tubo lateral interno desciende por el mismo en
este momento las sustancias activas extraidas por el disolvente caen al balén que
inicialmente contenian el solvente puro, este procedimiento se repite cuantas
veces fueran necesarias, con el fin de extraer la mayor cantidad de sustancias

activas que contiene la planta.
El extracto es de color rojo anaranjado intenso.

= Extraccion con etanol: Se realiz6 por 4 horas a temperatura de 78°C siendo el
punto de ebullicién del solvente.

= Extraccion con acetato de etilo: Se realizé por un tiempo aproximado de 4
horas a 77°C que es el punto de ebullicion del solvente.

= Extraccion con hexano: Se realizé por 5 horas a temperatura de ebullicion del
solvente (69°C).

FIGURA N° 3.2.: Obtencion los extractos etanélico, de acetato de etilo y de

hexano usando el equipo de Soxhlet.

Después de transcurrido el tiempo establecido para cada una de las extracciones,
se obtienen los extractos, recuperando un volumen de extracto igual al volumen
de solvente, que se afiadi6 a la muestra en un principio. El extracto se recolecta

en frascos ambar y se almacenaran bajo refrigeracion, en frascos bien cerrados.

Para eliminar el solvente presente en los extractos, se someten los extractos al

rotavapor, y luego a Bafio Maria hasta la eliminacion completa.
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FIGURA N° 3.3.: Eliminacion del solvente por Rotavapor.

Una vez obtenidos los extractos libres de solvente, se conservan bajo

refrigeracion, en frascos ambar bien cerrados; para ser procesadas después.

FIGURA N° 3.4.: Extractos etandlico, de acetato de etilo y de hexano, de

pimiento rojo.

3.2.3. Determinacion del rendimiento de la extraccion
a) Método: Método Gravimétrico.

b) Fundamento:

La determinacion del porcentaje de solidos solubles conocido como %RE (de

porcentaje de rendimiento de extraccion) se basa en el método gravimétrico. El
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cudl consiste en la determinacion de la diferencia de peso al evaporar todo el
solvente del extracto obtenido.

¢) Procedimiento:

El extracto obtenido contenido en un beaker, previamente pesado, se llevd a
bafio maria hasta su sequedad total a peso constante. Luego se vuelve a pesar el
extracto y asi determinar mediante la siguiente formula, el rendimiento por
diferencia de peso.

Peso del vaso lleno — Peso del vaso vacio

%Rendimiento = x 100
Peso de la muestra

3.3. Produccién de Diabetes Experimental

3.3.1. Preparacion de la solucion de estreptozotocina.

La estreptozotocina fue obtenida de Sigma, la cual esta disponible como polvo
esterilizado, conocido el peso de cada animal, se administro 60mg/kg de peso
disuelto en suero fisiologico (NaCl 0.9%). Esta dosificacion se determind

mediante los ensayos piloto realizados previamente.
3.3.2. Administracion de la solucién de estreptozotocina.

Para la administracion de la solucién de estreptozotocina primero se anestesio a
los animales con Pentobarbital sédico (6mg/100g de peso) en dosis Unica via
intraperitoneal, luego se administrd la dosis anteriormente sefialada de
estreptozotocina segun el peso de cada animal via intravenosa (vena safena). Se
dejo a los animales tranquilos en sus jaulas durante 7 dias, finalizado el tiempo,
se determind glucosa a los tres grupos de animales en estudio.

3.3.3. Produccidn de hiperglicemia

Conocidos los pesos de los animales se procedid a determinar en todos ellos, la

glucosa basal. A continuacion se administrd la estreptozotocina para inducir
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diabetes experimental. Después de 7 dias de administrada la estreptozotocina, se
realizaron dosajes de glucosa a los tres grupos de animales en estudio para

comprobar la hiperglicemia.
3.3.4. Determinacion de la glicemia

Para la determinacion de glicemia se extrajo sangre del &ngulo interno del ojo
mediante el empleo de un capilar, el método usado fue el método enzimatico por

ser el mas adecuado en este tipo de mediciones.
a. Fundamento del método

La glucosa reacciona con el reactivo enzimatico que contiene una mezcla de las
enzimas Glucosa Oxidasa (GOD) y Peroxidasa (POD). En la primera etapa la
Glucosa es oxidada a Acido Glucénico por la acciéon de la enzima GOD,
liberandose como producto H,O,, el cual en una reaccién mediada por la enzima
POD, reacciona con el Acido p-hidroxibenzoico y 4-aminoantipirina
produciéndose un compuesto coloreado con un maximo de absorcion a 505nm,

en cantidad proporcional a la cantidad de glucosa presente en la muestra.
El esquema de reaccion es como sigue:

Glucosa —— Acido D — Glucénico + H,0,
H,0, +p—HBA+4—-AAP —— H,0 + Complejo Coloreado

Las condiciones de la reaccion son:
- Longitud de onda: 505nm

- Temperatura de reaccion: 37°C
- Tiempo de reaccion: 10 minutos
- Volumen de muestra: 10uL

- Volumen de reactivo: 1mL
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b. Procedimiento:
» En tres tubos de fotocolorimetro marcados B (Blanco), S (Estandar) y M

(Muestra) colocar:

TABLA N° 3.1.: PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION
DE GLICEMIA

Blanco  Estandar Muestra

Muestra (mL) - - 0.010
Estandar (mL) - 0.010 -
Reactivo (mL) 1.00 1.00 1.00

FUENTE: Elaboracion propia.

= Mezclar e incubar por 10 minutos a 37°C.
= Luego leer en el espectrofotdmetro a 505nm.

= Calculos.

3.4. Determinacién de los Niveles de Peroxidacion Lipidica en Ratas con

Diabetes Experimental

Para evaluar los niveles de peroxidacion lipidica en ratas con diabetes
experimental se ha elegido el método de TBARS (Tiobarbituric Acid Reactive
Substances). Mediante este método se determind los niveles de malondialdehido
en el suero de ratas. Las muestras de sangre se extrajeron del angulo interno del

0jo mediante el empleo de un capilar.

Los diferentes extractos fueron administrados antes de la produccion de diabetes
experimental en el Grupo Experimental 1, y fueron administrados después de la

produccion de diabetes experimental en el Grupo Experimental 2.
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3.4.1. Preparacion de los extractos secos para su administracion via
orogéstrica

La solucion a administrarse se preparé empleando 1g de cada extracto seco
diluido en 10mL de dimetilsulfoxido (DMSO) al 40% éste ultimo, empleado

como vehiculo. La concentracion final de cada extracto fue de 100mg/mL.

Para el tratamiento se administr6 cada extracto de Capsicum annuum L. via

orogastrica a una dosis de 40mg/100g de peso.

Se utilizo el dimetilsulfoxido como solvente de los extractos secos debido a que
éstos no eran completamente solubles en agua pero si se disolvieron en DMSO,

el cual es un solvente organico, no téxico utilizado en medicina veterinaria.

3.4.2. Determinacion de los Niveles de Peroxidacion Lipidica

a. Fundamento:

Los écidos grasos, altamente insaturados, son muy susceptibles a la oxidacion
siendo los productos primarios de esta oxidacion, los lipidos hidroperdxidos que
pueden ser detectados por métodos quimicos, segin Yagi y Ohkawa. Durante los
estados posteriores de la oxidacion generalmente estan presentes los productos
secundarios de la oxidacion y, por lo tanto, indican una historia de oxidacion.

Estos productos comprenden aldehidos, cetonas, acidos grasos de cadena corta y
otros; muchos de los cuales tienen olores y sabores desagradables. Algunos de
los productos secundarios de la oxidacion aldehidica reaccionan con el &cido
tiobarbitarico, formando un producto de coloracién rojiza que puede ser
determinado mediante espectrofotometria.

Usando este principio, pueden medirse las sustancias que reaccionan con el
acido tiobarbitdrico (TBA-RS) tales como los compuestos carbonilicos como el
malondialdehido (MDA). La determinacion de estas sustancias reactivas al TBA
(TBA-RS) como el malondialdehido, basado en que el &cido Tiobarbiturico
(TBA) reacciona con el grupo aldehido del malondialdehido, forma un aducto
(TBA- MDA) cromoforo rosado que presenta un maximo de absorcién a 532nm.

Este es el método méas usado para la estimacion de la degradacion de lipidos en

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

alimentos y sistemas bioldgicos y constituye el patrén de oro, cuando se trata de
probar el papel de los oxidantes en algun tipo de dafio celular.

El malondialdehido es un dialdehido volétil generado por descomposicion de los

hidroperdxidos, aldehidos y otros derivados carbonilicos.
b. Procedimiento

La medicion del nivel de los lipohidroperoxidos en plasma, nos determinarén el
estado antioxidante total que refleja el equilibrio dinamico entre el sistema

antioxidante y la produccién de especies reactivas de oxigeno.

Asi, 500uL de suero extraido mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 10
minutos, sera incubado con una mezcla de 45uL de Butilhidroxitolueno (2%),
500 pL de &cido tiobarbitdrico (1%), y 500 pL de &cido clorhidrico (25%). A la
solucion calentada durante 20 minutos en bafio Maria a 100°C, se llevard a un
bafio de hielo, posteriormente se le adicionara 1.5 mL de n-butanol
procediéndose a su centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos. La

absorbancia del sobrenadante sera leida a 532 nm contra un blanco de n-butanol.

3.5. Determinacién de la Capacidad Antioxidante del Pimiento Rojo

“Capsicum annuum L.”

Existen diversos métodos que permiten evaluar la capacidad antioxidante de
muestras naturales o sintéticas. Se ha elegido el método de CUPRAC (Cupric

lon Reducing Antioxidant Capacity).

3.5.1. Reactivos

= Cloruro de Cobre Dihidratado: solucién 1 x 102 M en etanol.

= Neocuprofna: solucién 7.5 x 10 M en etanol.

= Acetato de Amonio: solucién buffer 1 M a pH 7.

= Extracto Etanolico de pimiento rojo: solucion al 0.4% P/V en etanol.

= Extracto Acetato de Etilo de pimiento rojo: solucion al 0.4% P/V en etanol.
= Extracto Hexanico de pimiento rojo: solucion al 0.4% P/V en etanol.

= Acido ascérbico: solucién 2 x 10 M en etanol.
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3.5.2. Preparacion de la Curva de Calibracion de Acido Ascorbico

a. Procedimiento:

= Se dispuso de una bateria de 6 tubos y se colocd en cada uno de ellos las
siguientes soluciones en el orden mencionado: 2 mL de la solucion de
cloruro de cobre, 2 mL del buffer acetato de amonio, 2 mL de la solucion de
neocuproina.

= Se afiadié 0.5 mL, 1 mL, 2 mL, 3 mL y 4 mL de la solucién de acido
ascorbico a los tubos 1, 2, 3, 4 y 5, respectivamente.

= Se afiadio 4 mL, 3.5 mL, 3 mL, 2 mL y 1 mL de agua a los tubos Blanco, 1,
2, 3y 4, respectivamente.

= E| tubo blanco no contiene acido ascorbico.

La Tabla 3.2. presentada a continuacion esquematiza este procedimiento:

TABLA N° 3.2: PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE
ACIDO ASCORBICO

Tubos de Ensayo

Reactivos
Blanco 1 2 3 4 5
Buffer CH;COONH, 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL
CuCl, 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL 2mL
Neocuproina 2mL 2 mL 2mL 2 mL 2mL 2mL

Acido Ascorbico
0.0002M
Agua 4 mL 3.5 mL 3mL 2 mL 1mL

FUENTE: Elaboracion propia.

- 0.5mL 1mL 2 mL 3mL 4 mL

= Se dejo reposar la bateria de tubos a temperatura ambiente y en la oscuridad,
por 30 minutos.
= Se leyeron las absorbancias a 450 nm en el espectrofotometro.
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3.5.3. Preparacion de las muestras

Se prepararon soluciones a partir de los diferentes extractos de pimiento rojo
(etandlico, acetato de etilo y hexanico). Asi, se prepararon soluciones de los
diferentes extractos de pimiento rojo de concentracion 4000 ppm (mg/L); cada
una de ellas con los cuidados adecuados, protegidas de la luz, en frascos ambar y

almacenadas bajo refrigeracion.

3.5.4. Determinacion de la Capacidad Antioxidante de las Muestras
(Extractos Etandlico, Acetato de Etilo y Hexanico de pimiento rojo)

= Se dispuso de una bateria de 4 tubos y se colocd en cada uno de ellos las
siguientes soluciones en el orden mencionado: 2 mL de la solucion de cloruro
de cobre, 2 mL del buffer acetato de amonio, 2 mL de la solucion de
neocuproina.

= Se afiadio 0.1 mL de cada extracto en los tubos correspondientes.

= Se afiadié 3.9 mL de agua a los tubos Etanol, Acetato de Etilo y Hexano; y
finalmente se afiadio 4mL de agua al tubo Blanco.

= El tubo blanco no contiene ningun tipo de extracto.

TABLA N° 3.3. Preparacion de las muestras

Tubos
Reactivos Acetato de
Blanco Etanol i Hexano
Etilo
Buffer CH;COONHj, 2mL 2 mL 2mL 2mL
CuCl, 2mL 2mL 2mL 2mL
Neocuproina 2mL 2mL 2mL 2mL
Extracto de pimiento
- 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
0.04% P/V
Agua 4 mL 3.9mL 3.9mL 3.9mL

FUENTE: Elaboracion propia.
= Se utiliz6 un método espectrofotométrico, en el que se realizardn mediciones

a una longitud de onda de 450nm, las que se haran después de 30 minutos de

reposo de los tubos en la oscuridad.
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FIGURA N° 3.5.: Determinacion de la Capacidad Antioxidante de Pimiento
Rojo a una longitud de onda de 450nm.

3.5.5. Expresion de resultados:

Los resultados seran expresados como la Capacidad Antioxidante Equivalente de
Acido Ascorbico (AAEAC), que se reporta como pmol de 4cido ascorbico por

gramo de sustancia (extracto de pimiento rojo).

En primer lugar, se construye una gréafica de calibracion de acido ascérbico, con
las respuestas ploteadas en el eje Y, y las concentraciones de acido ascorbico en
el eje X. Se calcula la ecuacion de regresion lineal para la grafica de calibracion
obtenida: Y = a + bx. Donde:

a = intercepto de la curva de calibracion.

b > pendiente de la curva de calibracion.

3.6. Analisis Estadistico de los Resultados

Los resultados obtenidos se procesaran mediante un programa estadistico, IBM
SPSS Statistics 21, para determinar si existe diferencia significativa entre los
niveles de peroxidacion lipidica en ratas, y también para determinar si existe
diferencia significativa entre los valores resultantes de capacidad antioxidante
para cada uno de los extractos de pimiento rojo.
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Calculéndose los siguientes estadigrafos:

» Medidas de tendencia central: media y desviacién estandar.

» T de Student para muestras emparejadas, para hallar la diferencia entre dos
medias independientes.

» El Andlisis de Varianza (ANOVA) permitird determinar si existe diferencia
significativa entre los niveles de peroxidacion lipidica en ratas, y entre los
valores de capacidad antioxidante de los extractos de pimiento rojo.

» La Prueba de Tukey permitird determinar el tratamiento de mayor efectividad,

y el extracto de mayor capacidad antioxidante.
Las diferencias se consideraron como:

» No significativas p>0.05
» Significativas p<0.05

» Altamente significativas p< 0.01
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se determiné el efecto de los tres tipos de
extractos obtenidos de Capsicum annuum L. “pimiento rojo” sobre la capacidad
antioxidante del suero de ratas con diabetes experimental, mediante la determinacion
de los niveles de peroxidacion lipidica utilizando el método TBARS (Sustancias

Reactivas al Acido Tiobarbitdrico).

Posteriormente, se determind la capacidad antioxidante de dichos de extractos de
pimiento rojo mediante el método de CUPRAC (Capacidad Antioxidante de
Reduccion del 16n Caprico).

1. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RENDIMIENTO (%R) DE
LOS DIFERENTES EXTRACTOS OBTENIDOS DE Capsicum annum L.
“PIMIENTO ROJO”.

Se obtuvieron los extractos etandlico, acetato de etilo, y hexano de pimiento rojo,
mediante el método de Soxhlet, y se calcularon los porcentajes de rendimiento

para cada uno de ellos.

& Peso del vaso lleno — Peso del vaso vacio
%Rendimiento = SRR x 100

Después de haber obtenido los diferentes extractos, se obtuvieron los porcentajes
de rendimiento para dichos extractos, mediante el modelo matematico por
gravimetria; en la Tabla N° 4.1 y en la Figura N° 4.1 puede observarse que el
extracto etandlico presenté un mayor rendimiento (19.04%) y el extracto hexano
es el que presento el menor rendimiento (9.6%). En el caso del mayor rendimiento
los componentes del pimiento tuvieron mayor afinidad por el etanol, por este

motivo el rendimiento fue mayor, este rendimiento mas alto podria deberse a la
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extraccion de principios activos con capacidad antioxidante del pimiento, como
los flavonoides, compuestos polifendlicos y é&cido ascorbico, dando como
resultado un mayor porcentaje de rendimiento. ElI menor porcentaje de
rendimiento se obtuvo con el uso de un solvente de tipo apolar, como el hexano,
de tal modo que los componentes del pimiento tuvieron menor afinidad por este

tipo de solvente, por ello dicha extraccidn presentd un menor rendimiento.

TABLA N° 4.1.: Porcentaje de Rendimiento de los extractos obtenidos de

Capsicum annuum L. “pimiento rojo”.

% Rendimiento de los Extractos de Pimiento Rojo

Extracto Etanolico 19.04% + 0.03
Extracto Acetato de Etilo 15.5% + 0.05
Extracto Hexano 9.6% + 0.02

FUENTE: Elaboracion propia.

FIGURA N° 4.1: Porcentaje de Rendimiento de los extractos obtenidos de

Capsicum annuum L. “pimiento rojo”
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2. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA
EN RATAS CON DIABETES EXPERIMENTAL
2.1. GRUPO EXPERIMENTAL 1
2.1.1. GLICEMIA

Los niveles de glicemia fueron expresados en mg Glucosa/dL.

En la Tabla N° 4.2 y en la Figura N° 4.1 se presentan los resultados obtenidos
para glicemia, correspondientes a los niveles encontrados antes y después de la

intoxicacién con estreptozotocina.

Las muestras sanguineas antes de la intoxicacion con estreptozotocina indican un
promedio global de 69.75 mg/dL, presentando el mayor nivel el tratamiento
“Extracto Hexano” con 71.40 mg/dL y el menor nivel el tratamiento “Extracto
Etandlico” con 68.20 mg/dL.

A los siete dias después de producida la intoxicacion con estreptozotocina, se
aprecia un promedio global de 292.09 mg/dL, habiéndose registrado el mayor
nivel con el tratamiento “Control” con 318.96 mg/dL y el menor nivel con el
tratamiento “Extracto Acetato de Etilo” con 276.60 mg/dL.

En todos los tratamientos podemos apreciar que, existe diferencia significativa
entre los niveles de glicemia antes y después de la intoxicacion con
estreptozotocina, lo que indica que el modelo de hiperglicemia experimental ha
sido el adecuado. Refiriéndonos a los tratamientos con los extractos, también
observamos que, después de la intoxicacidn, se registro el mayor nivel de glicemia
con el tratamiento “Extracto Hexano”, y el menor nivel de glicemia con el
tratamiento “Extracto Acetato de Etilo”, por lo tanto podemos deducir que el
Extracto Acetato de Etilo ha sido el mas eficiente previniendo el aumento de

dichos niveles séricos.
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TABLA N° 4.2.: Niveles de glicemia (mg/dL) antes y después de la intoxicacion
con estreptozotocina.

Ext.
i Extracto Ext.
CONDICION Acetato de Control
Etanol ) Hexano
Etilo
X 68.20 70.20 71.40 69.20
Antes
S +5.02 + 7.66 +6.73 +5.12
X 283.60 276.60 289.20 318.96
Después
S + 20.08 705 + 25.86 +24.30
p - value p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
n 5 5 5 5

FUENTE: Elaboracion propia.

FIGURA N° 4.2.: Niveles de glicemia (mg/dL) antes y después de la intoxicacion
con estreptozotocina.
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FUENTE: Elaboracion propia.
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2.1.2. PEROXIDACION LIPIDICA

Los niveles de peroxidacion lipidica fueron expresados en nmol
Malondialdehido/mL

Podemos observar en la Tabla N° 4.3 y en la Figura N° 4.3 los resultados
obtenidos para peroxidacion lipidica, correspondientes a los niveles encontrados

antes y después de la intoxicacién con estreptozotocina.

Las muestras sanguineas antes de la intoxicacion con estreptozotocina indican un
promedio global de 1.09 nmol/mL, presentando el mayor nivel el tratamiento
“Extracto Etandlico” con 1.11 nmol/mL y el menor nivel el tratamiento “Extracto

Hexano” con 1.07 nmol/mL.

A los siete dias después de producida la intoxicacion con estreptozotocina, se
aprecia un promedio global de 3.04 nmol/mL, habiéndose registrado el mayor
nivel con el tratamiento “Control” con 4.24 nmol/mL y el menor nivel con el

tratamiento “Extracto Acetato de Etilo” con 1.91 nmol/mL.

En todos los tratamientos podemos apreciar que, existe diferencia significativa
entre los niveles de peroxidacion lipidica antes y después de la intoxicacion con

estreptozotocina, a excepcion del tratamiento con el extracto de Acetato de Etilo.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

TABLA N° 4.3.: Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) antes y despueés

de la intoxicacion con estreptozotocina.

Ext.
i Extracto Ext.
CONDICION Acetato de Control
Etanol ) Hexano
Etilo
X 1.11 1.09 1.07 1.10
Antes
S +0.81 +0.90 +0.74 +0.76
X 3.76 191 2.26 4.24
Después
S +0.50 +0.60 +0.77 +0.87
P - value p<0.01 p>0.05 p<0.01 p<0.01
n 5 5 5 5

FUENTE: Elaboracion propia.

FIGURA N° 4.3.: Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) antes y después

de la intoxicacion con estreptozotocina.
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FUENTE: Elaboracion propia.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

"B
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

Para evaluar estos resultados, se realizd un anélisis de varianza (ANOVA) para
determinar si existe diferencia significativa entre los promedios de los diferentes

tratamientos antes de la intoxicacion, como lo muestra la Tabla y Figura N° 4.4.

TABLA N° 4.4: Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) en los diferentes

tratamientos antes de la intoxicacién — Grupo Experimental 1

TRATAMIENTO | 2 en i [RaTA2 | RATAS | RATA 4| RATAS| *
Control 0.50 0.20 2.00 1.70 1.10 1.10
Extracto Etandlico 0.44 0.20 111 2.10 1.70 111
Extracto Acetato de Etilo| 1.98 2.00 0.20 0.20 1.09 1.09
Extracto Hexano 1.07 0.30 0.40 2.00 1.60 1.07

FUENTE: Elaboracion propia.

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Media .
Variabilidad cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 0,003 3 0,001 0,002 1,000
Intra-grupos 10,337 16 0,646
Total 10,340 19 N.S.

FIGURA N° 4.4: Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) en los diferentes

tratamientos antes de la intoxicacion — Grupo Experimental 1
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FUENTE: Elaboracion propia.
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Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si
existe diferencia significativa entre los promedios de los diferentes tratamientos

después de la intoxicacion, como lo muestra la Tabla y Figura N° 4.5.

TABLA N° 4.5.: Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) en los diferentes

tratamientos después de la intoxicacion — Grupo Experimental 1

TRATAMIENTO | ¢ 1 [ RaTA 2 | RATAS | RATA 4| RATAS| X
Control 3.63 3.40 3.83 5.30 5.03 4.24
Extracto Etandlico 3.31 3.20 3.76 421 4.30 3.76
Extracto Acetato de Etilo| 1.24 1.40 191 2.42 2.58 191
Extracto Hexano 1.58 1.40 2.25 3.10 2.96 2.26

FUENTE: Elaboracion propia.

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Media .
Variabilidad cuadrados gl cuadratica F S10.
Inter-grupos 19,181 3 6,394 13,083 0,000
Intra-grupos 7,819 16 0,489
Total 27,001 19 S.

FIGURA N° 4.5.: Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) en los

diferentes tratamientos después de la intoxicacion — Grupo Experimental 1
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FUENTE: Elaboracion propia.
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Después de haber aplicado la prueba estadistica ANOVA, y haber determinado
que si existe diferencia significativa entre los diferentes tratamientos después de
producida la intoxicacion, se realiza el Test de Tukey, para agrupar los

tratamientos, segun su diferencia, como se muestra en la Tabla N° 4.6:

TABLA N° 4.6: Test de Tukey® de los niveles de peroxidacion lipidica
(nmol/mL) con los diferentes tratamientos de Pimiento Rojo después de

producida la intoxicacion con estreptozotocina

TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
Extracto Acetato de Etilo 5 1,9100
Extracto Hexanico 5 2,2580
Extracto Etandlico 5 3,7560
Control 5 4,2380

FUENTE: Elaboracion propia.

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 5.000.

Los resultados pueden observarse en la Tabla N° 4.7, las letras al lado de los valores

promedio de malondialdehido sérico, representan grupos distintos.

Se observa la existencia de dos subgrupos, el primer subgrupo constituido por los
tratamientos control y extracto etandlico; y el segundo subgrupo constituido por los
tratamientos con extracto de acetato de etilo y extracto hexanico; los tratamientos
que pertenecen al mismo subgrupo no presentan diferencia significativa en cuanto a

los niveles de peroxidacion lipidica.

Los tratamientos que pertenecen a subgrupos distintos si presentan diferencia
significativa en cuanto a los niveles de peroxidacion lipidica, y por lo tanto podemos
decir que, el Extracto Acetato de Etilo y el Extracto Hexanico han sido los méas
eficientes previniendo el aumento de dichos niveles, ya que presentaron los niveles

mas bajos de peroxidacion lipidica.
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TABLA N° 4.7: Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) con los diferentes
tratamientos de Pimiento Rojo después de producida la intoxicacion con

estreptozotocina

Niveles de Peroxidacion Lipidica (nmol Malondialdehido/mL)

Promedio
Control 4948
Extracto Etandlico 3768
Extracto Acetato de Etilo 191A
Extracto Hexano 2.26 A

FUENTE: Elaboracion propia.

* Las letras al lado de los valores presentados en la tabla indican la division de
grupos, segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Los resultados obtenidos de los niveles de peroxidacion lipidica para cada uno de los
tratamientos después de la intoxicacion con estreptozotocina, fueron representados
graficamente en la Figura N° 4.6, mediante un diagrama de caja-bigote (Box and
Whisker 6 Box Plot), que muestra la diferencia entre los niveles de peroxidacion
lipidica para cada una de los tratamientos y la diferencia que existe entre las cinco
determinaciones realizadas para cada tratamiento, como se muestra en la Figura N°
4.6, en este caso se observa dispersion de los datos en todos los tratamientos, ya que
los valores se alejan un poco del promedio.

Se observa que el Extracto Acetato de Etilo y el Extracto Hexanico han sido los mas
eficientes previniendo el aumento de los niveles de peroxidacion lipidica, ya que
presentaron los menores valores en comparacién con los otros tratamientos, como se

evidencio con el Test de Tukey.
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FIGURA N° 4.6: Diagrama de caja-bigote de los niveles de peroxidacion lipidica

(nmol/mL) después de la intoxicacion.
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2.2. GRUPO EXPERIMENTAL 2
2.2.1. GLICEMIA

Los niveles de glicemia fueron expresados en mg Glucosa/dL.

Los resultados obtenidos para glicemia, correspondientes a los niveles
encontrados antes y después de la administracion los diferentes tratamientos se

presentan en la Tabla N° 4.8 y en la Figura N° 4.7.

Antes de la administracion de los tratamientos con los extractos, las muestras
sanguineas indican un promedio global de 292.02 nmol/mL, presentando el mayor
nivel el tratamiento “Control” con 318.83 nmol/mL y el menor nivel el

tratamiento “Extracto Acetato de Etilo” con 276.50 mg/dL.

Después de los veinte dias de tratamiento con los diferentes extractos, se aprecia
un promedio global de 249.03 nmol/mL, habiéndose registrado el mayor nivel con
el tratamiento “Control” con 299.60 nmol/mL y el menor nivel con el tratamiento

“Extracto Etandlico” con 208.70 nmol/mL.

Podemos apreciar que, existe diferencia significativa entre los niveles de glicemia
antes y después de los 20 de administracion de los tratamientos “Extracto
Etandlico” y “Extracto Hexano”. Ademas podemos ver que, no existe diferencia
significativa entre los niveles de glicemia antes y después de los 20 de
administracion de los tratamientos “Control” y “Extracto Acetato de Etilo”.
Refiriéndonos a los tratamientos con los extractos, también observamos que,
después de los 20 dias de tratamiento, se registré el mayor nivel de glicemia con
el tratamiento “Extracto Acetato de Etilo”, y el menor nivel de glicemia con el
tratamiento “Extracto Etanolico”, por lo tanto podemos deducir que el Extracto
Etanolico ha sido el mas eficiente tratamiento para disminuir dichos niveles

Séricos.
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TABLA N° 4.8.: Niveles de glicemia (mg/dL) antes y después de los 20 dias de
administracion de los diferentes tratamientos.

Ext.
3 Extracto Ext.
CONDICION Acetato de Control
Etanol ) Hexano
Etilo
X 283.68 276.50 289.08 318.83
Antes
S +19.60 +18.98 +23.59 +25.30
X 208.70 259.60 228.20 299.60
Después
S +20.20 +30.22 +24.79 +24.15
p - value p<0.01 p>0.05 p<0,01 p>0.05
n 5 5 5 5

FUENTE: Elaboracion propia.

FIGURA N° 4.7: Niveles de glicemia (mg/dL) antes y después de los 20 dias de

administracion de los diferentes tratamientos.
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FUENTE: Elaboracion propia.
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2.2.2. PEROXIDACION LIPIDICA

Los niveles de peroxidacion lipidica fueron expresados en nmol
Malondialdehido/mL

En las Tablas N° 4.9, 4.10, 4.11, 4.12 y en las Figuras N° 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
podemos observar los resultados obtenidos para peroxidacion lipidica,
correspondientes a los niveles encontrados el dia 5, el dia 10, el dia 15 y el dia 20

de administrados los diferentes tratamientos, respectivamente.

A los 5 dias de tratamiento con los extractos, se aprecia un promedio global de
3.60 nmol/mL, presentando el mayor nivel el “Control” con 3.84 nmol/mL y el

menor nivel el tratamiento “Extracto Etandlico” con 3.37 nmol/mL.

A los 10 dias de tratamiento con los extractos, se aprecia un promedio global de
3.25 nmol/mL, presentando el mayor nivel el “Control” con 3.84 nmol/mL y el

menor nivel el tratamiento “Extracto Etandlico” con 2.95 nmol/mL.

A los 15 dias de tratamiento con los extractos, se aprecia un promedio global de
2.55 nmol/mL, presentando el mayor nivel el “Control” con 3.84 nmol/mL vy el

menor nivel el tratamiento “Extracto Etandlico” con 1.84 nmol/mL.

A los 20 dias de tratamiento con los diferentes extractos, se aprecia un promedio
global de 2.06 nmol/mL, habiéndose registrado el mayor nivel con el “Control”
con 3.75 nmol/mL y el menor nivel con el tratamiento “Extracto Acetato de Etilo”
con 1.33 nmol/mL. Se aprecia una clara diferenciacion del “Control” sobre todos
los extractos, siendo mayor esta diferencia entre el “Control” y el tratamiento

“Extracto Acetato de Etilo”.
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Podemos observar, en la Tabla N° 4.9 y en la Figura N° 4.8, que a los 5 dias de
administracion de los diferentes tratamientos no se encontraron diferencias

significativas entre dichos tratamientos.

En la Tabla N° 4.10 y en la Figura N° 4.9 vemos que, a los 10 dias de
administracion de los diferentes tratamientos, tampoco se encontraron diferencias

significativas entre dichos tratamientos.

En la Tabla N° 4.11 y en la Figura N° 4.10 apreciamos que, a los 15 dias de
administracion de los diferentes tratamientos, igualmente no se encontraron

diferencias significativas entre dichos tratamientos.

Por su parte, en la Tabla N° 4.12 y en la Figura N° 4.11 podemos apreciar que, a
los 20 dias de administracion de los diferentes tratamientos, si se encontraron
diferencias significativas entre dichos tratamientos en cuanto a los niveles de

peroxidacion lipidica.
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TABLA N° 4.9: Evaluacién de los niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL) en

los diferentes tratamientos al Dia 5 — Grupo Experimental 2

Presentacion de resultados

UNIDAD EXPERIMENTAL
TRATAMIENTO RATA1 | RATA2 | RATA3 | RATA4 | RATAS X
Control 1.8 1.76 3.84 5.86 5.94 3.84
Extracto Etandlico 2.68 2.6 3.32 4.2 4.06 3.37
Extracto Acetato de 2.91 31 355 4 419 | 355
Etilo
Extracto Hexano 2.8 3.2 3.64 4.2 4.4 3.65

FUENTE: Elaboracion propia.

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Media .
Variabilidad cuadrados gl cuadratica F S1g.
Inter-grupos 0,572 3 0,191 0,137 0,936
Intra-grupos 22,229 16 1,389
Total 22,801 19 N.S.

FIGURA N° 4.8: Evaluacion de los niveles de peroxidacion lipidica

(nmol/mL) en los diferentes tratamientos al Dia 5 — Grupo Experimental 2
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FUENTE: Elaboracion propia.
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TABLA N° 4.10: Evaluacion de los niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL)
en los diferentes tratamientos al Dia 10 — Grupo Experimental 2

Presentacion de Resultados

UNIDAD EXPERIMENTAL
TRATAMIENTO e AT [RATAZ | RATA3 | RATA4 | RATAS | X
Control 18 1.9 3.84 5.7 504 | 384
Extracto Etandlico 2.7 2.4 33 3.1 324 | 295
E;‘itlgacm Acetato de 2.35 28 3.55 35 32 | 308
Extracto Hexano 2.9 3.2 3.4 3.1 3.1 3.14

FUENTE: Elaboracion propia.

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Media .
Variabilidad cuadrados gl cuadratica F S10.
Inter-grupos 2,378 3 0,793 0,723 0,553
Intra-grupos 17,544 16 1,096
Total 19,922 19 N.S.

FIGURA N° 4.9: Evaluacion de los niveles de peroxidacion lipidica
(nmol/mL) en los diferentes tratamientos al Dia 10 — Grupo Experimental 2
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FUENTE: Elaboracion propia.
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TABLA N° 4.11: Evaluacion de los niveles de peroxidacion lipidica
(nmol/mL) en los diferentes tratamientos al Dia 15 — Grupo Experimental 2

Presentacion de resultados

UNIDAD EXPERIMENTAL
TRATAMIENTO RATA1 | RATA2 | RATA3 | RATA4 | RATAS X
Control 1.74 2.3 3.84 54 5.94 3.84
Extracto Etanélico 0.23 0.1 1.84 3.6 3.45 1.84
Extracto Acetato de 1.15 1.4 2.18 3.26 2.9 2.18
Etilo
Extracto Hexano 2.29 0.75 1.3 3.4 3.85 2.32

FUENTE: Elaboracion propia.

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Media .
Variabilidad cuadrados gl cuadratica F S10.
Inter-grupos 11,825 3 3,942 1,787 0,190
Intra-grupos 35,302 16 2,206
Total 47,127 19 N.S.

FIGURA N° 4.10: Evaluacion de los niveles de peroxidacion lipidica

(nmol/mL) en los diferentes tratamientos al Dia 15 — Grupo Experimental 2
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FUENTE: Elaboracion propia.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

TABLA N° 4.12: Evaluacion de los niveles de peroxidacion lipidica
(nmol/mL) en los diferentes tratamientos al Dia 20 — Grupo Experimental 2

Presentacion de resultados

UNIDAD EXPERIMENTAL
TRATAMIENTO RATA1 | RATA2 | RATA3 | RATA4 | RATAS X
Control 3.03 2.60 4.45 4.68 3.98 3.75
Extracto Etandlico 2.39 2.16 0.88 1.21 1.73 1.67
Extracto Acetato de 13 1.1 1 1.6 167 | 1.33
Etilo
Extracto Hexano 1.8 1.32 1.2 1.7 1.39 1.48

FUENTE: Elaboracion propia.

ANALISIS DE VARIANZA

Fuente de Suma de Media .
Variabilidad cuadrados gl cuadratica F S10.
Inter-grupos 19,297 3 6,432 18,848 0,000
Intra-grupos 5,460 16 0,341
Total 24,758 19 S.

FIGURA N° 4.11: Evaluacion de los niveles de peroxidacion lipidica

(nmol/mL) en los diferentes tratamientos al Dia 20 — Grupo Experimental 2
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FUENTE: Elaboracion propia.
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Despueés de haber aplicado la prueba estadistica ANOVA, y haber determinar que
si existe diferencia significativa entre los diferentes tratamientos al vigésimo dia
de experimentacion, se realiza el Test de Tukey, para agrupar los tratamientos,

segun su diferencia, como se muestra en la Tabla N° 4.13:

TABLA N° 4.13. Test de Tukey? de los niveles de peroxidacion lipidica
(nmol/mL) con los diferentes tratamientos de Pimiento Rojo a los 20 dias de

experimentacion

Subconjunto para alfa =

TRATAMIENTO N 0.05
1 2
3. Extracto Acetato de Etilo 5 1,3340
4. Extracto Hexanico 5 1,4820
2. Extracto Etandlico 5 1,6740
1. Control 5 3,7480

FUENTE: Elaboracion propia.

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 5,000.

Los resultados pueden observarse en la Tabla N° 4.14, las letras al lado de los valores

promedio de peroxidacion lipidica, representan grupos distintos.

Se observa la existencia de dos subgrupos, el primer subgrupo constituido por los
tratamientos extracto etanolico, extracto Acetato de Etilo y extracto Hexanico; y el
segundo subgrupo constituido por el tratamiento Control; los tratamientos que
pertenecen al mismo subgrupo no presentan diferencia significativa en cuanto a los

niveles de peroxidacion lipidica.

Los tratamientos que pertenecen a subgrupos distintos si presentan diferencia
significativa en cuanto a los niveles de peroxidacion lipidica, y por lo tanto podemos
decir que, el Extracto etandlico, el extracto Acetato de Etilo y el Extracto Hexanico
han sido eficientes tratamientos para disminuir dichos niveles, ya que presentaron los
niveles més bajos de peroxidacion lipidica con respecto al tratamiento Control.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

T :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

TABLA N° 4.14. Niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL.) con los diferentes

tratamientos de Pimiento Rojo a los 20 dias de experimentacion

Niveles de Peroxidacion Lipidica (hmol Malondialdehido/mL)

Promedio
Control 3758
Extracto Etandlico 167 A
Extracto Acetato de Etilo 133A
Extracto Hexano 1.48 A

FUENTE: Elaboracion propia.

* Las letras al lado de los valores presentados en la tabla indican la division de
grupos, segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Los resultados obtenidos de los niveles de peroxidacidn lipidica para cada uno de los
tratamientos a los 20 dias de experimentacion, fueron representados graficamente en
la figura N° 4.12, mediante un diagrama de caja-bigote (Box and Whisker ¢ Box
Plot), que muestra la diferencia entre los niveles de peroxidacion lipidica para cada
una de los tratamientos y la diferencia que existe entre las cinco determinaciones
realizadas para cada tratamiento, como se muestra en la Figura N° 4.12, en este caso
se observa dispersion entre los valores del tratamiento “Control”, pero no se observa
mucha dispersion de los datos en los tratamientos con los extractos, ya que los

valores no se alejan mucho del promedio.

Se observa que los diferentes extractos son eficientes tratamientos para disminuir los
niveles de peroxidacion lipidica, ya que presentaron los menores valores con
respecto al tratamiento Control, como se evidencio6 con el Test de Tukey.
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FIGURA N° 4.12: Diagrama de caja-bigote de los niveles de peroxidacion lipidica
(nmol/mL) a los 20 dias de tratamiento.
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La Tabla N° 4.15 y la Figura N° 4.13, nos permite hacer una comparacion de la
evolucidn de los niveles de peroxidacion lipidica durante los 20 dias de
administracion de los diferentes tratamientos.
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TABLA N° 4.15: Evolucidn de los niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL)

durante los 20 dias de tratamiento.

p Extracto EXt. Ext
CONDICION Acetato de ' Control
Etanol . Hexano
Etilo

Dia 5 de X 3.37 3.55 3.65 3.84
tratamiento | s +0.75 +0.55 +0.67 +2.06

Dia 10 de X 2.95 3.08 3.14 3.84
tratamiento | s +0.39 +0.51 +0.18 +1.99

Dia 15 de X 1.84 2.18 2.32 3.84
tratamiento | s +1.68 +0.92 +1.32 +1.85

Dia 20 de X 1.67 1.33 1.48 3.75
tratamiento | s +0.63 +0.30 +0.26 +0.90

FUENTE: Elaboracion propia.

FIGURA N° 4.13: Evolucion de los niveles de peroxidacion lipidica (nmol/mL)
durante los 20 dias de tratamiento.
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FUENTE: Elaboracion propia.
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3. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS
EXTRACTOS DE PIMIENTO ROJO

a.  Preparacion de la Gréfica Estandar de Acido Ascorbico

Se prepararon soluciones de trabajo a diferentes concentraciones, a partir de una
solucion madre de Acido Ascorbico (200uM), para dar distintos valores de

absorbancia, los que pueden observarse en la Tabla N° 4.16.

En la Figura N° 4.14 se observa el gréafico resultante de los datos mencionados en
la Tabla 4.16.

Se obtuvo una valor de R?=0.9994, valor muy cercano a la unidad, por lo tanto la
ecuacion obtenida es adecuada para servir de referencia al realizar los calculos
respectivos para determinar la capacidad antioxidante de las diferentes muestras.

TABLA N° 4.16: Preparacion de la curva de calibracion, utilizando como

estandar soluciones de Acido Ascorbico a diferentes concentraciones

Concentracion Solucion i
1 — Absorbancia
Acido Ascorbico

10uM 0.260
20pM 0.409
40uM 0.773
60pM 1.109
80pM 1.483

FUENTE: Elaboracion propia
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FIGURA N° 4.14: Gréfico de Calibracién usando como estandar Acido
Ascorbico.
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FUENTE: Elaboracion propia.

= Ecuacién
y=0.0175x+ 0.0712

R? = 0.9994
Donde:
y = Absorbancia.
X = Concentracion.

a = Intercepto
b = Pendiente.

b.  Determinacion de la Capacidad Antioxidante de los Extractos de

Capsicum annuum L. “Pimiento rojo”
y = 0.0175x + 0.0712

R? = 0.9994

CXFdxV

Capacidad Antioxidante = B
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Donde:

C = Concentracioén de la muestra obtenida con la ecuacion anterior.
Fd = Factor de dilucién.
P = Peso de la muestra.

V = Volumen.

C. Andlisis Estadistico de los Resultados

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el uso del
programa IBM SPSS Statistics 21. Primero se realizé una prueba ANOVA, para
determinar si existe diferencia significativa entre los resultados obtenidos para
cada muestra. Al determinar que el valor de p<0.05, se determina que si existe
diferencia significativa entre las muestras; se realiza un test de Tukey para agrupar

a las muestras, segun sus diferencias.

Despues de utilizar la metodologia mencionada en 3.a, para medir la actividad
antioxidante de los extractos de pimiento, se realizan los célculos pertinentes con
la ecuacion obtenida del gréfico de calibracion de Acido Ascorbico para expresar
la capacidad antioxidante equivalente a Acido Ascorbico (umol Acido Ascorbico/
g muestra). Se calcularon los promedios de capacidad antioxidante y la desviacion
estandar para cada una de las muestras como puede observarse en la Tabla 4.17 y
en la Figura 4.15.

Se observa que con el solvente lipofilico (hexano), se obtiene un extracto con
capacidad antioxidante equivalente a Acido Ascorbico de 302,65 pumol/g muestra;
con el solvente Acetato de Etilo, se obtiene un extracto con capacidad
antioxidante equivalente a Acido Ascorbico de 926,14 pmol/g muestra; y con el
solvente hidrofilico (etanol) se obtiene un extracto con capacidad antioxidante
equivalente a Acido Ascérbico de 684,44 umol/g muestra.

Quiere decir que, con el solvente lipofilico (hexano) se obtiene el extracto de
menor capacidad antioxidante, con el solvente hidrofilico (etanol) se obtiene el
extracto de capacidad antioxidante intermedia, y con el solvente acetato de etilo se
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obtiene el extracto de mayor capacidad antioxidante; esto se debe a que, la
presencia de un medio de naturaleza semipolar como el solvente acetato de etilo,
favorece la extraccion tanto de componentes polares (&cido ascorbico,
flavonoides, polifenoles) como de componentes no polares (carotenoides)
presentes en el pimiento rojo, y que favorecen a que la capacidad antioxidante de
la muestra sea mayor, debido a la presencia de los grupos —OH en los flavonoides
y compuestos polifendlicos, como a la presencia de dobles enlaces conjugados en

los carotenoides, y que los hacen altamente reactivos con los radicales libres.

Tabla N° 4.17: Capacidad Antioxidante de las diferentes muestras obtenidas
de Pimiento Rojo + la desviacion estdndar de cada una de ellas (n=3)

Capacidad Antioxidante de las Muestras de Pimiento Rojo (umol Acido

Ascorbico/g muestra)

Promedio Desviacion Estandar
Extracto Etanolico 684.44 +13.46
Extracto Acetato de Etilo 926.14 +14.85
Extracto Hexano 302.65 +13.88

FUENTE: Elaboracion propia.

FIGURA N° 4.15: Capacidad Antioxidante (umol Acido Ascorbico/g
muestra) de las muestras de Pimiento Rojo
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Después de haber obtenido los resultados por triplicado para cada una de las
muestras se aplica la prueba estadistica ANOVA, para determinar si existe
diferencia significativa entre los datos obtenidos de capacidad antioxidante del
pimiento. Como se observa en la Tabla N° 4.18, el valor de significancia es
p<0.05, por lo tanto se determina que si existe diferencia significativa entre los
datos obtenidos.

Tabla N° 4.18: ANOVA de la Capacidad Antioxidante de Muestras de Pimiento

Rojo
Fuente de Suma de Media .
Variabilidad cuadrados gl cuadratica F S10.
Inter-grupos 592923,208 2 296461,604 1496,219 0,000
Intra-grupos 1188,843 6 198,141
Total 594112,052 8

FUENTE: Elaboracion propia.

Al determinar que si existe diferencia significativa, se realiza el Test de Tukey,
para agrupar las muestras, segin su diferencia, como se muestra en la Tabla N°
4.19:

Tabla N° 4.19: Test de Tukey?® de la Capacidad Antioxidante (umol Acido
Ascérbico/g muestra) de las muestras de Pimiento Rojo

Subconjunto para alfa = 0.05
Extractos N
1 2 3
3. Hexanico 3 302,6500
1. Etandlico 3 684,4400
2. Acetato de 3 926,1400
Etilo

FUENTE: Elaboracion propia.
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
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Los resultados pueden observarse en la Tabla N° 4.20, las letras al lado de los valores

promedio de la capacidad antioxidante, representan grupos distintos.

Se observa que los tres extractos de pimiento rojo, pertenecen a grupos diferentes;

por lo tanto, se determina que existe diferencia significativa entre dichas muestras.

Tabla N° 4.20. Capacidad Antioxidante (umol Acido Ascorbico/g muestra) de
las muestras de Pimiento Rojo

Capacidad Antioxidante (umol/g muestra) de las Muestras de Pimiento Rojo

Promedio

Extracto Etandlico 684.44 °
Extracto Acetato de Etilo 926.14 ©
Extracto Hexano 302.65 "

FUENTE: Elaboracion propia.

* Las letras al lado de los valores presentados en la tabla indican la division de

grupos, segun la prueba de Tukey (p<0.05).

Los resultados obtenidos de capacidad antioxidante para cada una de las muestras
obtenidas de pimiento rojo, fueron representados graficamente en la Figura N° 4.16,
mediante un diagrama de caja-bigote (Box and Whisker 6 Box Plot), que muestra la
diferencia entre la capacidad antioxidante para cada una de las muestras obtenidas de
pimiento rojo y la diferencia que existe entre las tres repeticiones realizadas para
cada muestra, como se muestra en la Figura N° 4.16, en este caso se observa que no
existe mucha dispersion de los datos en las repeticiones, ya que los valores no se

alejan mucho del promedio.

Se observa que el extracto acetato de etilo es el que presenta mayor capacidad
antioxidante, con respecto a las otras dos muestras, como se evidencioé con el Test de

Tukey.
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FIGURA N° 4.16: Diagrama de caja-bigote de la Capacidad Antioxidante (umol
Acido Ascorbico/g muestra) de las muestras de pimiento rojo.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. Los rendimientos de los extractos etanolico, extracto acetato de etilo, y
extracto hexanico de Capsicum annuum L. “pimiento rojo” fueron de
19.04% = 0.03, 15.5% + 0.05 y 9.6% = 0.02, respectivamente. EI mayor
rendimiento de los extractos se obtuvo con el solvente etanol, y el menor

rendimiento se obtuvo con el solvente hexano.

2. La administracion via intraperitoneal de estreptozotocina a la dosis de
60mg/Kg de peso, eleva significativamente los niveles basales de glucosa

sérica en ratas normales provocando hiperglicemia experimental.

3. El extracto Acetato de Etilo y el extracto Hexanico fueron los maés
eficientes previniendo el aumento de los niveles de peroxidacion lipidica
en el Grupo Experimental 1 (grupo preventivo). Los tres diferentes
extractos de pimiento rojo fueron eficientes tratamientos para disminuir
significativamente los niveles de peroxidacion lipidica después de 20 dias
de administracion de dichos extractos en el Grupo Experimental 2 (grupo

curativo).

4. Los valores de capacidad antioxidante expresada en pmol de Acido
Ascoérbico/ g de muestra, para los extractos etanélico, extracto acetato de
etilo, y extracto hexano de Capsicum annuum L. “Pimiento Rojo” fueron
de 684.44, 926.14 y 302.65, respectivamente. El mayor valor de
capacidad antioxidante lo presentd el extracto de acetato de etilo.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios para determinar la actividad antioxidante de extractos de
pimiento rojo, empleando otras técnicas, que usen radicales libres de
relevancia bioldgica, es decir, que se produzcan en nuestro organismo, como
por ejemplo la técnica ORAC 06 el método TRAP; para que de este modo se
tenga una mayor aproximacion a los procesos fisioldgicos con los resultados

obtenidos.

2. Incluir a especias como el pimiento rojo, en la dieta diaria, ya que la
incidencia de enfermedades de tipo degenerativo (enfermedades
cardiovasculares, diabetes, cancer, entre otras) ha aumentado
considerablemente, por el incremento del estrés oxidativo, y es importante el
consumo de alimentos funcionales que posean capacidad antioxidante para

prevenir el desarrollo de las mismas.

3. Realizar paralelamente un estudio histopatolégico del tejido pancreatico para

corroborar el grado de destruccién de este tejido por la estreptozotocina.
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ANEXO 4

NIVELES DE GLICEMIA (mg/dL) EN EL GRUPO EXPERIMENTAL I
(GRUPO PREVENTIVO)

ANTES
Ratal | Rata?2 | Rata3 | Rata4 | Ratab X S
Control 65.00 63.00 70.00 73.00 75.00 | 69.20 | 5.12
Extracto
) 64.00 62.00 70.00 71.00 74.00 | 68.20 | 5.02
Etandlico
Extracto
Acetatode | 65.00 60.00 72.00 75.00 79.00 | 70.20 | 7.66
Etilo
Extracto
66.00 63.00 73.00 76.00 79.00 | 71.40 | 6.73
Hexano
DESPUES
320.00 | 340.00 | 345.70 | 318.96 | 24.30

Control | 29210 | 297.00
Extracto
Etandlico
Extracto
Acetato de | 289 00
Etilo
Extracto

265.00 | 260.00 | 291.00 | 296.00 | 306.00 | 283.60 | 20.08

255.00 | 281.00 | 295.00 | 263.00 | 276.60 | 17.05

294.00 | 312.00 | 315.00 | 289.20 | 25.86

267.00 | 258.00

Hexano
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ANEXO 5

NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA (nmol Malondialdehido/mL) EN
EL GRUPO EXPERIMENTAL | (GRUPO PREVENTIVO)

ANTES

Ratal | Rata?2 | Rata3 | Rata4 | Rata5s X S

Control 0.50 0.20 2.00 1.70 1.10 1.10 0.76
Extracto

ey 0.44 0.20 1.11 2.10 1.70 1.11 0.81
Etandlico
Extracto

Acetatode | 198 2.00 0.20 0.20 1.09 1.09 | 0.90
Etilo
Extracto

1.07 0.30 0.40 2.00 1.60 1.07 0.74
Hexano

DESPUES

2.3 5.03 424 | 0.87

Control 3.63 3.40 3.83
Extracto
. 3.31 3.20 3.76 4.21 4.30 3.76 | 0.50
Etandlico
Extracto
Acetatode | 124 1.40 1.91 2.42 2.58 1.91 | 0.60
Etilo
Extracto

1.58 1.40 2.25 3.10 2.96 226 | 0.77
Hexano
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ANEXO 6

NIVELES DE GLICEMIA (mg/dL) EN EL GRUPO EXPERIMENTAL I
(GRUPO CURATIVO)

ANTES
Ratal | Rata? | Rata 3

Rata4 | Ratab X

315.00 | 280.00 | 318.83 | 25.30

Control 350.00 | 325.00 | 324.14
Extracto
Y 303.00 | 298.00 | 292.00 | 260.70 | 264.70 | 283.68 | 19.60
Etandlico
Extracto
Acetatode | 29750 | 29050 | 281.00 | 258.00 | 255.50 | 276.50 | 18.98
Etilo
Extracto
312.40 | 252.00 | 304.00 | 295.00 | 282.00 | 289.08 | 23.59
Hexano
DESPUES

315.00 | 322.00 [ 299.60 | 24.15

Control 277.00 | 270.00 | 314.00
Extracto
o 195.00 | 181.00 | 215.00 | 223.00 | 229.50 | 208.70 | 20.20
Etanolico
Extracto
Acetatode | 234.00 | 224.00 | 265.00 | 279.00 | 296.00 | 259.60 | 30.22
Etilo
Extracto
209.00 | 198.00 | 231.00 | 245.00 | 258.00 | 228.20 | 24.79
Hexano
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ANEXO 7

NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA (nmol Malondialdehido/mL) EN
EL GRUPO EXPERIMENTAL Il (GRUPO CURATIVO)

DIAS

Ratal | Rata? | Rata3 | Rata4 | Rata5 X S
Control 1.80 1.76 3.84 5.86 5.94 3.84 2.06
Extracto | 5 ea | 960 | 332 | 420 | 406 | 337 | 075
Etandlico
Extracto
Acetato de 2.91 3.10 3.55 4.00 4.19 3.55 0.55
Etilo
Extracto | ,a0 | 320 | 364 | 420 | 440 | 365 | 067
Hexano

DIA 10

Control 180 | 190 | 384 | 570 | 594 | 384 | 1.99
Extracto | 524 | 240 | 330 | 310 | 324 | 295 | 039
Etandlico
Extracto
Acetatode | 235 | 280 | 355 | 350 | 320 | 308 | 051
Etilo
Extracto
Hexano

2.90 3.20 3.40 3.10 3.10 3.14 | 0.18

DIA 15
Control 1.74 2.30 3.84 5.40 5.94 384 | 1.85

Extracto | no9 | 010 | 184 | 360 | 345 | 1.84 | 168
Etanolico
Extracto
Acetatode | 145 | 140 | 218 | 326 | 290 | 218 | 092
Etilo
Extracto | 5,9 | 075 | 130 | 340 | 38 | 232 | 1.32
Hexano
DIA 20
Control 303 | 260 | 445 | 468 | 398 | 3.75 | 0.90
Extracto | 549 | 5496 | 088 | 121 | 173 | 167 | 063
Etanélico
Extracto
Acetatode | 1.30 | 110 | 100 | 160 | 1.67 | 1.33 | 030
Etilo
Extracto | 145 | 9135 | 120 | 170 | 139 | 148 | 026
Hexano
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ANEXO 8

TABLA DE DISTRIBUCION T PARA TEST DE UNA COLA

Intervalo de Confianza 90% 95% 98% 99%
Valores de p 0.10 0.05 0.02 0.01
Numero de Grados de Libertad

1 3.08 6.31 12.71 31.82
2 1.89 2.92 4.30 6.96
3 1.64 2.35 3.18 4.54
4 1.53 2.13 2.78 3.75
5 1.48 2.02 2.57 3.36
6 1.44 1.94 2.45 3.14
7 141 1.89 2.36 3.00
8 1.40 1.86 2.31 2.90
9 1.38 1.83 2.26 2.82
10 1.37 1.81 2.23 2.76
12 1.36 1.78 2.18 2.68
14 1.35 1.76 2.14 2.62
16 1.34 1.75 2.12 2.58
18 1.33 1.73 2.10 2.55
20 1.32 1.72 2.09 2.53
30 1.31 1.70 2.04 2.46
50 1.30 1.68 2.01 2.40
o 1.28 1.64 1.96 2.33

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 9

VALORES CRITICOS DE F PARA TEST DE UNA COLA (p=0.05)

Va ¥y

! 2 J 4 5 6 7 g g 0 2 15 20

161.4 199.5 2157 224.6 230.2 234.0 236.8 238.9 2405 241.9 2439 2459 248.0
18.51 19.00 19.16 19.25 19.30 19.33 19.35 19.37 19.38 19.40 19.41 19.43 1945
10.13 9.552 9.277 9.117 9.013 8.941 8.887 8.845 8.812 8.786 8.745 8.703 8.660
7.709 6.944 6.591 6.388 6.256 6.163 6.094 6.041 5999 5964 5912 5858 5.803
6.608 5786 5409 5192 5.050 4.950 4.876 4.818 4.772 4.735 4.678 4.619 4.558

5987 5143 4757 4.534 4.387 4.284 4.207 4.147 4,099 4060 4.000 3.938 3.874
5.591 4.737 4.347 4.120 3.972 3.866 3.787 3.726 3.677 3.637 3.575 3.511 3.445
5318 4.459 4,066 3.838 3.687 3.581 3.500 3.438 3.388 3.347 3.284 3.218 3.150
5.117 4.256 3.863 3.633 3.482 3.374 3.293 3.230 3.179 3.137 3.073 3.006 2.936
4965 4.103 3.708 3.478 3.326 3.217 3.135 3.072 3.020 2.978 2.913 2.845 2.774

4,844 3982 3.587 3.357 3.204 3.095 3.012 2,948 2.896 2.854 2.788 2.719 2.646
4747 3885 3490 3.259 3.106 2.996 2.913 2,849 2.796 2.753 2.687 2617 2.544
4667 3.806 3.411 3.179 3.025 2.915 2.832 2.767 2.714 2.671 2.604 2533 2.459
4600 3739 3.344 3.112 2,958 2.848 2.764 2.699 2.646 2.602 2.534 2.463 2.388
4543 3682 3.287 3.056 2901 2.790 2.707 2.641 2.588 2.544 2475 2403 2.328

4494 3634 3.239 3.007 2.852 2.741 2.657 2.591 2.538 2.494 2425 2352 2.276
4451 3592 3.197 2.965 2810 2.699 2.614 2.548 2.494 2450 2.381 2308 2.230
4414 3555 3160 2.928 2.773 2.661 2577 2510 2456 2.412 2.342 2.269 2.191
4.381 3522 3.127 2.895 2.740 2.628 2.544 2477 2.423 2378 2308 2234 2.155
4351 3493 3.098 2.866 2.711 2599 2.514 2.447 2393 2.348 2278 2.203 2.124

O W~ U kWi =

P T T S
oo W =

eI

Fuente: Miller James, Miller Jane, Statistics and Chemometrics for Analytical
Chemistry, Fifth Edition.

Leyenda:

= V1 = Grados de Libertad del Numerador.
= \/2 = Grados de Libertad del Denominador.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




