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INTRODUCCION
ANTECEDENTES

La capacidad antioxidante es la habilidad que poseen algunas moléculas
para neutralizar radicales libres, algunos ejemplos son, los carotenoides, los
tocoferoles, los tocotrienoles, los ascorbatos y los fenoles (Floegel et al. 2011;
Kumar et al. 2014). Una actividad antioxidante alta se asocia con efectos
benéficos, tales como la proteccion cardiovascular. Se conoce que la
enfermedad cardiovascular es la principal causa de las enfermedades no
comunicables y es responsable del 50 % de las muertes en paises desarrollados
y del 23% en paises en vias de desarrollo, como es el caso de México (WHO
2014; Mawardi et al. 2015; INEGI 2020). Debido a lo anterior, los consumidores,
la industria alimenticia e investigadores han mostrado un gran interés en el valor
antioxidante de los productos alimenticios (Del Pino-Garcia et al. 2015). Existen
varios métodos para determinar la capacidad antioxidante, uno de ellos es el
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6 acido sulfénico) (ABTS). Una version de
este método involucra la generaciéon de un radical catibnico ABTS™ estable, la
reaccion con antioxidantes de una muestra problema (Re et al. 1999) y la lectura
espectrofotométrica del radical cationico residual a las longitudes de onda de
414, 645, 734 y 815 nm (Opitz et al. 2014a). Sin embargo, no existen trabajos
cientificos que describan un procedimiento de validacidn completa de esta
técnica (Re et al. 1999; Janaszewska and Bartosz 2002; Nenadis et al. 2007;
Rivero-Pérez et al. 2007; Wangcharoen and Morasuk 2007; Barton 2010;
Raudonis et al. 2010; Floegel et al. 2011; Raudonis et al. 2012; Prasetyo et al.
2013; Opitz et al. 2014a, 2014b; Del Pino-Garcia et al. 2015; Leo et al. 2016;

Rubio et al. 2016; Lee et al. 2017; Mennah-Govela and Bornhorst 2017; Niero et



al. 2017; Bampali et al. 2018; Camelo-Méndez et al. 2018). La optimizacion y la
validacion completa de cualquier método son necesarias para asegurar la
confiabilidad, idoneidad, exactitud y precisién de los resultados (ICH 2005;
Rivero-Pérez et al. 2007; Raudonis et al.2012; NOM-177-SSA1-2013 2013; Opitz
et al. 2014b; Gomez Ruiz et al. 2016; USDHHS et al. 2018). Existen guias
utilizadas para garantizar la validez de las determinaciones cuantitativas como la
descrita por la administracion de alimentos y medicamentos de los Estados
Unidos, la conferencia internacional de armonizacion y la normatividad mexicana
(ICH 2005; NOM-177-SSA1-2013; USDHHS et al. 2018). Es importante que,
durante la validacion analitica del método, los estandares de calibracion y los
controles de calidad sean preparados en la misma matriz que la muestra
problema, por ejemplo, se debera utilizar el agua para bebidas preparadas en
este diluyente (van de Merbel 2008; Thakare et al. 2016; USDHHS et al. 2018).
También, los estandares de calibracion deben prepararse por adicion del analito
en una matriz artificial (subrogada), cuando las muestras libres de analito de la
matriz auténtica no estan disponibles (van de Merbel 2008; Thakare et al 2016;
USDHHS et al 2018). Es conocido que la presencia de iones en una matriz
subrogada o medio de reaccion puede alterar la reaccion cinética debido al uso
de solucién salina amortiguadora de fosfatos durante las pruebas con

antioxidantes (Gonzalez-Rivera et al. 2018).

El método de ABTS™ es util para evaluar el potencial antioxidante de
productos naturales y alimentos que se encuentran constituidos por los mismos,
por ejemplo, el tejate. Este es una bebida tradicional mexicana oriunda de la
region zapoteca de los valles centrales de Oaxaca, cuyo nombre proviene de las

palabras nahuatl textli (harina) y atl (agua) que significa agua harinosa (Soleri &



Cleveland 2007). Desde épocas ancestrales ha sido consumida en ceremonias
de la siembra y la cosecha de maiz, en jornadas arduas de trabajo y ha sido
asociada con las festividades que rodean a la Semana Santa. Actualmente, el
tejate es una bebida popularmente consumida por Oaxaquefos y migrantes
mexicanos que viven en los Estados Unidos de América (Soleri, Cleveland,

Aragon Cuevas, 2008).

Esta bebida tradicional esta conformada por las semillas de Theobroma
cacao (cacao), Theobroma bicolor y Pouteria sapota (mamey), la flor de
Quararibea funebris (La Llave) Vischer (rosita de cacao), los granos
nixtamalizados del Zea mays (maiz), agua y azUcar (Sotelo et al. 2012). Algunos
de estos componentes han mostrado poseer propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y analgésicas como es el caso del Theobroma cacao y el Zea
mays (Avendafio Arrazate et al. 2021; Bowden et al. 2017; Owoyele et al. 2010;
Pérez-Mora et al. 2018; Selmi et al. 2006). La semilla de Theobroma cacao es
una fuente rica de polifenoles con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias
gue reducen la activacion de monocitos y neutrdfilos y disminuyen el nivel de
mediadores proinflamatorios, tales como citocinas, eicosanoides, plaguetas y
oxido nitrico (Ellinger & Stehle 2016). Un producto derivado de esta semilla
conocido como cocoa, al ser utilizado al 10% (p/p), mostré efectos
antinociceptivos al inhibir la hiperalgesia térmica inducida por la capsaicina a una
temperatura de 44°C en ratas hembra (Bowden et al. 2017). Ademas, en
pacientes con periodontitis, el consumo de cocoa al 78% durante un periodo de
4 semanas, incrementd la capacidad antioxidante y disminuyé la peroxidacion

lipidica (Roodgaryan et al. 2015).



La semilla de Theobroma bicolor, conocida como macambo, bacau y
pataste, posee capacidad antioxidante y contenido de fenoles totales con niveles
inferiores a los del Theobroma cacao (Pérez-Mora et al. 2018; Avedafio Arrazate
et al. 2021). Los granos del Zea mays, tienen propiedades antioxidantes y la
cascara del Zea mays propiedades analgésicas (Bowden et al. 2017; Owoyele
et al. 2010; Selmi et al. 2006; Salinas Moreno et al. 2012). Otro componente del
tejate con propiedades benéficas es la semilla de mamey, la cual al ser extraida
en metanol al 70 % (v/v), mostrd niveles de actividad antioxidante de 22.7 a 41.8

umol Fe (I)/g de la semilla (Aragén-Martinez et al. 2017).

Considerando las propiedades benéficas de los productos naturales que
constituyen a la bebida tradicional, se podria suponer que el tejate las presenta.
Hasta ahora, no existen articulos cientificos que se enfoquen en el estudio de la
capacidad antioxidante y el efecto antinociceptivo del tejate. Por otro lado,
resultaria de gran interés conocer si la bebida tradicional presenta interaccion
con farmacos con actividad antinociceptiva, como los antiinflamatorios no
esteroideos (AINES). Dentro de esta familia de farmacos se encuentran el
ketorolaco y naproxeno (Alonso Castro et al. 2017; Zapata Morales et al. 2016),
los cuales, actian inhibiendo la enzima ciclooxigenasa 2, disminuyendo los
niveles de prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos y produciendo un

efecto antinociceptivo (Cooper et al. 2019).
JUSTIFICACION

Estudios de productos a base de cacao mostraron un aumento sobre la
capacidad antioxidante y una reduccion del estrés oxidativo en condiciones

clinicas y en humanos sanos.



Una bebida tradicional mexicana con gran relevancia tradicional y cultural
gue se encuentra constituida por las semillas de cacao es el tejate. Esta bebida
contiene otros componentes con capacidad antioxidante como las semillas de
mamey y los granos del Zea mays. Ademas, la cédscara del Zea mays y el
producto derivado de la semilla del Theobroma cacao, conocido como cocoa,

poseen propiedades antinociceptivas y antiinflamatorias.

Otros compuestos quimicos que podrian contribuir a la capacidad
antioxidante del tejate, son los fenoles dada su presencia en las semillas de
Theobroma cacao y Theobroma bicolor (Pérez-Mora et al. 2018; Avedafo

Arrazate et al. 2021).

No existen reportes cientificos que se enfoquen en el estudio de la
capacidad antioxidante y el efecto antinociceptivo del tejate. Sin embargo, debido
a la presencia de productos naturales con estas propiedades en el tejate, es
posible que esta bebida tradicional también las posea. Es importante, investigar
los beneficios de bebidas tradicionales como el tejate para contrarrestar el estrés
oxidativo que se encuentra presente en condiciones clinicas en las que coexisten
dolor e inflamacién. Ademas, es imprescindible evaluar las interacciones del
tejate con farmacos debido a que podrian existir alteraciones en los perfiles
farmacodinamicos y farmacocinéticos que podrian impactar en la efectividad de
los tratamientos (Singh,1999). Resultaria de gran utilidad evaluar la interaccion
antinociceptiva del tejate con farmacos empleados en el tratamiento del dolor
como los antiinflamatorios no esteroideos (AINES), por ejemplo, el ketorolaco y

naproxeno.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Tiene el tejate capacidad antioxidante y efectos antinociceptivos que se

potencian con AINES?
HIPOTESIS

El tejate tiene capacidad antioxidante in vitro e in vivo y efectos
antinociceptivos en modelos murinos y una accion sinérgica con el ketorolaco y

naproxeno.
OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad antioxidante del tejate in vitro e in vivo y su efecto
antinociceptivo en modelos murinos y su probable sinergismo antinociceptivo

con el ketorolaco y naproxeno.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la capacidad antioxidante in vitro e in vivo del tejate utilizando
los métodos validados de la decoloracién del radical catiénico ABTS™y el
de FRAP y el contenido de fenoles totales in vitro utilizando el método de
Folin Ciocalteau.

2. Evaluar el efecto antinociceptivo del tejate en el modelo murino de dolor
visceral inducido con el acido acético.

3. Determinar si existe interaccion antinociceptiva del tejate con los AINES
ketorolaco y naproxeno en el modelo murino de dolor visceral inducido

con el acido acético.



METAS

1. Cuantificar la capacidad antioxidante in vitro e in vivo y el contenido de fenoles
totales in vitro del tejate utilizando los métodos validados de ABTS™, FRAP y
Folin Ciocalteau.

2. Cuantificar el consumo de alimento y bebida, consumo de calorias, el peso
corporal, flujo urinario, la creatinina plasmatica, aclaramiento de creatinina, la
concentracion de alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa en
los grupos tejate o control.

3. Evaluar las diferencias en la capacidad antioxidante in vivo del tejate versus
el grupo control utilizando pruebas estadisticas apropiadas.

4. Determinar el efecto antinociceptivo del tejate en el modelo murino de dolor
visceral inducido por el &cido acético mediante la cuantificacién del nimero de
las contorsiones abdominales durante 30 minutos.

5. Establecer las diferencias de los grupos experimentales mediante el analisis
estadistico de ANOVA de 1 via seguido de la prueba de Dunnett.

6. Determinar el efecto antinociceptivo del ketorolaco y naproxeno mediante el
calculo del % del efecto antinociceptivo maximo y la dosis efectiva 50 (DEso).

7. Calcular la DEso del tejate mediante un analisis de regresion lineal.

8. Determinar la interaccién del tejate con los AINES a partir de las DEso tedricas

y experimentales de un analisis isobolografico y el indice de interaccion.
METODOS Y TECNICAS
Evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro e in vivo del tejate.

La capacidad antioxidante in vitro fue evaluada en las soluciones del tejate

de 120, 240, 480 y 650 g/L (n=6) y en concentraciones de sacarosa equivalentes
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al contenido de carbohidratos totales en las soluciones del tejate de 102, 204,
408 y 552 g/L (n=6/concentracion de lote distinto del tejate comercial) utilizando
el agua potable como diluyente. La sacarosa fue utilizada con la finalidad de

evaluar su contribucion a la capacidad antioxidante y fenoles totales del tejate.

La evaluacion in vivo de la capacidad antioxidante del tejate fue realizada
en ratas Wistar tratadas con una concentracion de 102 g/L de la sacarosa
(control) o0 120 g/L de tejate. En el sexto dia, las ratas fueron colocadas en una
jaula metabdlica para determinar el consumo de alimento y bebida y el volumen
de orina. En el octavo dia, a los animales se les realiz6 una puncion intracardiaca
para obtener una muestra sanguinea a partir de la cual se separé el plasma para
posteriormente, determinar los niveles de alanina aminotransferasa, aspartato

aminotransferasa y la capacidad antioxidante.

Los métodos utilizados para evaluar la capacidad antioxidante in vitro e in
vivo fueron la decoloracion del radical catiénico ABTS™ y FRAP.

El método de la decoloracién del radical catiénico ABTS™ fue optimizado
y validado de acuerdo con la guia de la validacién de métodos analiticos de la
administracion de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos en las
matrices de agua y solucioén salina amortiguadora (PBS) pH 7.4 para cuantificar
las muestras problema de tejate en agua o0 las muestras plasmaticas,
respectivamente. El procedimiento estandarizado consistié en la adicion de 3 pyL
de la muestra problema (el acido ascorbico, el agua, el PBS y el sobrenadante
de la bebida de tejate o el plasma) a 300 pL de la solucién de ABTS™ vy la lectura
de la muestra a 730 nm. Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante
fueron reportados en unidades de pumol de equivalentes de acido ascoérbico/L y

como el porcentaje (%) de la inhibicién del radical catiénico ABTS™.
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El método de FRAP utilizado fue el publicado por nuestro equipo de
trabajo en el 2018 (Gonzalez-Rivera et al. 2018).

El método de Folin Ciocalteau fue empleado para determinar el contenido
de fenoles totales. La metodologia fue la de Abramovic y cols. con algunas
modificaciones (Abramovi€ et al. 2017). El procedimiento consistié en la mezcla
de 20 pL de la muestra problema (4cido salicilico, agua o sobrenadante de la
bebida de tejate), 280 uL de agua y 50 pL del reactivo de Folin Ciocalteau al 50%
(v/v), seguido de la adicién de 50 pL de carbonato de sodio al 20% (p/v). La

lectura de las muestras se realizé a 760 nm.

Evaluacion del efecto antinociceptivo del tejate solo y en combinacion con
AINES.

El efecto antinociceptivo del tejate (25, 50, 200 y 400 mg/kg) y de los
controles positivos, el ketorolaco (1.25, 2.5, 5y 10 mg/kg) y el naproxeno (10,
25, 50 y 250 mg/kg) fueron evaluados en ratones Balb/C con el modelo de dolor
visceral inducido por el acido acético. Por otro lado, se estimé la dosis a la cual
se obtiene el 50 % del efecto antinociceptivo (DEso) y ésta se calculé de los datos
transformados de la curva dosis-respuesta a log de la dosis-respuesta de cada
componente evaluado. La DEso del tejate, ketorolaco y naproxeno fue usada para
realizar la combinacion 1:1 del tejate- ketorolaco y tejate-naproxeno y a partir de

ésta se realizaron las diluciones de 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16.

La interaccion farmacodindmica del ketorolaco y naproxeno con el tejate
fue realizada empleando isobologramas. Los anteriores, fueron obtenidos de la

union de los valores de la DEso del tejate y de la DEso del ketorolaco o naproxeno,
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los cuales fueron graficados en los ejes de las abscisas (eje X) y ordenadas (eje

Y), respectivamente.

El valor de la DEso de la combinacion del tejate y AINES fue determinado a partir
del analisis de la regresion lineal del log de la curva dosis-respuesta (seis
animales /dosis y al menos 4 dosis) y comparado con una t de Student al valor
de la DEso aditiva tedrica (Miranda, Pinardi 2009; Tallarida 2002). Los valores de
la DEsotedrica y experimental de la combinacion del tejate - ketorolaco o tejate -
naproxeno fueron utilizados para estimar el indice de interaccién (y) de acuerdo

con la siguiente formula:

En esta expresion, las letras mayusculas A y B corresponden a la DEso tedrica
individual del tejate o del AINE, respectivamente. Las letras minasculas a y b
representan la dosis del tejate o del AINE en la combinacion que produce el nivel
del efecto deseado. Un valor proximo a 1 indica un efecto aditivo, un valor mayor

a 1 indica antagonismo y un valor menor a 1 indica sinergismo (Tallarida 2002).

RESULTADOS OBTENIDOS

La validaciéon analitica del ensayo del ABTS™ presentd una relacion
inversa, rango aceptable, selectividad, precision, exactitud, precision a corto y

largo plazo, selectividad, identidad y corto tiempo de analisis.

La evaluacién in vitro del tejate mostré que tiene capacidad antioxidante y

fenoles totales dependientes de la concentracién del tejate e in vivo aumentd la
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capacidad antioxidante después de 7 dias de consumo respecto al grupo tratado
con sacarosa (102 g/L) unicamente en el método del ABTS™. Por otro lado, no
existieron diferencias en los parametros restantes evaluados en los grupos de

las ratas tratadas con tejate o sacarosa.

El tejate presentd efectos antinociceptivos e interaccion sinérgica con

AINES.
CONCLUSION

En el presente estudio se demostré por primera vez que la bebida
tradicional tejate tiene actividad antioxidante in vitro e in vivo y efectos
antinociceptivos e interaccion sinérgica con AINES (ketorolaco y el naproxeno)
en un modelo agudo de dolor visceral. Cabe destacar que estas propiedades
podrian variar dependiendo de los componentes que se utilicen, la estacion del
afio en el que se recolecten los ingredientes del tejate y la preparacion de la

bebida tradicional.
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