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RESUMEN

La pasta de aguacate (Persea americana) cv. 'Hass' es un subproducto derivado de la
extraccion en frio de su aceite, el cual contiene diversos compuestos bioactivos con capacidad de
interactuar con el colesterol, lo cual no ha sido evaluado. En este estudio se realizd una
caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas, analisis proximal, perfil fitoquimico y capacidad
antioxidante de este subproducto, también se realizo una digestion estética in vitro de la pasta y se
estudiaron in silico las interacciones de algunos de sus compuestos fendlicos (CF) con el colesterol.
El andlisis proximal (g/100 g) mostrd un contenido alto de carbohidratos (41.2), seguido de lipidos
(14.2), proteina (13.8) y ceniza (2.8) con un contenido de humedad de 27.8. El contenido de CF
fue de 2.1 mg equivalentes de acido galico (EAG)/g de peso seco (ps) y una capacidad antioxidante
de entre 1.6 (DPPH) a 9.2 (ORAC) mg equivalentes de Trolox (ET)/g ps. Mediante técnicas
cromatograficas se evidencio la presencia de diversos CF (ug/g ps), tales como los acidos fertlico
(40), protocatéico (22.9) y p-cumarico (22.5), ademas de quercetina (4.6), kaempferol (2.4),
quercetina-3-B-D-glucdsido (1.0) y acido galico (0.9). El perfil de carotenoides (ug/100 g ps) se
compuso de B-caroteno (99), zeaxantina (63) y a-caroteno (18), el de tocoferoles (ug/100 g ps) de
a-tocoferol (10,412) y y-tocoferol (3,120) y el de acidos grasos de 4cido oleico (49.8 %), linoleico
(20.5 %) y palmitico (17.8 %). Los compuestos fenolicos totales fueron mayormente liberados en
la fase gastrica, en comparacion con la intestinal; la capacidad antioxidante mostré un
comportamiento similar. El analisis in silico mostr6 que los &cidos protocatéico y fertlico presentan
una mayor energia de interaccion con el colesterol, en comparacion con el acido p-cumarico, lo
cual indica que dichos compuestos interactiian con el colesterol, probablemente a través de puentes
de hidrégeno. Esto sugiere que los principales CF caracterizados podrian interactuar con el
colesterol formando complejos insolubles con éste, impidiendo con ello su absorcion entérica. En
conjunto, los resultados permiten proponer que la pasta de aguacate cuenta con diversos macro- y
micronutrientes cuyas bioactividades han sido poco estudiadas, entre ellos destacan los CF, los
cuales pudieran contribuir a mantener un perfil lipidico adecuado, al impedir su absorcion y

promover su excrecion.

Palabras clave. Lipidos, Persea americana Mill, antioxidantes, ingrediente funcional.
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ABSTRACT

Avocado (Persea americana) paste cv. 'Hass' is a by-product derived from the cold
extraction of its oil, which contains various bioactive compounds with potential
hypocholesterolemic effect that has not been evaluated. In this study, a characterization of the
physicochemical properties, proximate analysis, phytochemical profile, and antioxidant capacity
of this by-product was carried out; a static in vitro digestion of the paste was also performed, and
the interactions of some of its phenolic compounds (PC) with cholesterol were studied in silico.
Proximate analysis (g/100g) showed a high carbohydrate content (41.2), followed by lipids (14.2),
protein (13.8) and ash (2.8), with a moisture content of 27.8. The PC content was 2.1 mg of gallic
acid equivalents (GAE)/g dry weight (dw) and an antioxidant capacity in the range of 1.6 (DPPH)
to 9.2 (ORAC) mg of Trolox equivalents (TE)/g dw. Through chromatographic techniques, the
presence of various PC (ug/g dw) was evidenced, such as ferulic (40), protocatechuic (22.9) and
p-coumaric (22.5) acids, in addition to quercetin (4.6), kaempferol (2.4), quercetin-3-B-D-glucoside
(1.0) and gallic acid (0.9). The carotenoid profile (ng/100 g dw) was composed of B-carotene (99),
zeaxanthin (63) and a-carotene (18), while the profile of tocopherols (nug/100 g dw) showed a-
tocopherol (10,412) and y-tocopherol (3,120); also, oleic (49.8%), linoleic (20.5%) and palmitic
(17.8%) fatty acids were quantified. Total phenolic compounds were mainly released in the gastric
phase, as compared to the intestinal phase, and the antioxidant capacity showed a similar behavior.
The in silico analysis showed that protocatechuic and ferulic acids have a higher interaction energy
with cholesterol, as compared to p-coumaric acid, which indicates that these compounds interact
with cholesterol, probably through hydrogen bonds. This suggests that the main PCs characterized
could form insoluble complexes with cholesterol, thereby preventing its enteric absorption. As a
whole, the results allow to propose that avocado paste has various macro- and micronutrients whose
bioactivities have been minimally studied, among them, its PC could contribute to maintaining an

adequate lipid profile, by preventing cholesterol absorption and promoting its excretion.

Keywords. Lipids, Persea americana Mill, antioxidants, functional ingredient.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas se han presentado a nivel mundial varios problemas de salud
relacionados a la hipercolesterolemia. Este trastorno ha ido en aumento, ocasionando cerca de 2.6
millones de muertes al afio a nivel mundial, ademds de acompafiarse frecuentemente de
hipertrigliceridemia, los cuales son altamente prevalentes en adultos Mexicanos (43.6 y 31.5%), lo
que conlleva a un gasto en salud publica de aproximadamente 85,000 millones de pesos anuales
(Mendoza-Herrera et al.,2019; OMS, 2017a,b). Entre las principales causas de hipercolesterolemia
se encuentran factores genéticos, socioculturales, dietarios y de estilo de vida, destacando
especificamente el alto consumo de grasas y azlcares refinadas en conjunto con inactividad fisica
(Mata etal., 2015). La hipercolesterolemia se asocia al desarrollo de enfermedades

cardiovasculares, aterosclerosis, higado graso e hipertension, entre otras condiciones.

Existen actualmente varios farmacos para disminuir la absorcion intestinal de colesterol, con la
finalidad de normalizar su concentracion sérica, aunque se ha reportado que éstos tienen efectos
adversos a la salud, lo cual ha incitado la busqueda de nuevas alternativas a partir de fuentes
naturales que sean efectivas y seguras. Extractos obtenidos de orquidea (Dendrobium nobile),
espino, bayas de goji, frijol negro, semilla de uva y té verde, han mostrado efectos inhibitorios
sobre la esterasa de colesterol pancredtica, el transporte de colesterol por el receptor Niemann-Pick
Cl-like 1 (NPCI1L1) y la micelizacion del colesterol, efectos que parecen estar relacionados a su
composicion fendlica (Aissata et al., 2019; Ngamukote ef al., 2011). En el aguacate se han
identificado diversos compuestos bioactivos con potencial reductor del colesterol sérico, dentro de
los que destacan diversos compuestos fenolicos, tocoferoles, carotenoides y acidos grasos (Dreher
y Davenport, 2013), cuyos efectos estan mediados por diversos mecanismos a nivel luminal y

sistémico.

Por otro lado, a partir de su procesamiento para la extraccion de aceite de aguacate, se obtiene una
pasta como subproducto, constituida por pulpa desgrasada, semilla y cascara. Esta es generalmente
descartada, siendo una cantidad significativa de residuos solidos, al representar del 21 al 30 % del

peso de la fruta (Lopez-Cobo ef al., 2016); se ha demostrado que la pulpa, semilla y cascara de
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aguacate contienen diversos compuestos fendlicos, tales como la epicatequina, catequina,
procianidina B2, entre otros, los cuales son caracterizados por ser altamente bioactivos (Dreher y

Davenport, 2013; Villa-Rodriguez et al., 2011).

Los compuestos presentes en el extracto de pasta de aguacate tiene accion larvicida, antifiingica,
antibacteriana y antiprotozoaria (Jiménez-Arellanes et al., 2013; Wang et al., 2010), ademas de
efectos hipocolesterolémicos, antihipertensivos, antidiabéticos y antioxidantes. Cabe sefalar que
se han realizado diversos estudios en cascara y semilla aislados obtenidos en condiciones de
laboratorio, mas no se ha estudiado lo generado por la industria de manera real. Asimismo, existe
una tendencia actual hacia el estudio de la bioactividad de subproductos de la industria alimentaria,

con el fin de validar y aprovechar su bioactividad.

Investigaciones recientes han demostrado que los compuestos fendlicos de diversas fuentes
naturales tienen un efecto inhibitorio sobre la micelizacion de colesterol, disminuyendo asi su
absorcion intestinal. Por ejemplo, a partir de un extracto de cacao rico en procianidinas, se observo
una inhibicion del 98 % en la micelizacion del colesterol (Osakabe y Yamagishi, 2009), mientras
que el té oolong (también abundante en catequinas) mostrd un valor similar del 98 % (Ogawa et al.,
2015b). Subproductos de café¢ y salvado de arroz han ejercido también capacidad de inhibicion de
la micelizacion del colesterol (Bhaskaragoud et al., 2016; Ontawong et al., 2019). El aguacate
contiene compuestos similares a los presentes en dichos subproductos, sin embargo, no existen
actualmente estudios acerca del potencial inhibitorio de la pasta de aguacate sobre la micelizacion
del colesterol. El objetivo de este estudio fue realizar una caracterizacion quimica de la pasta de
aguacate cv. 'Hass', y evaluar la bioaccesibilidad e interacciones de sus principales compuestos

fendlicos con el colesterol.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hipercolesterolemia: Problema de Salud Publica

La prevalencia de hipercolesterolemia ha aumentado en los ultimos afios, relacionandose con 2.6
millones de muertes a nivel mundial (OMS, 2017a, 2017b). Esta es uno de los principales factores
involucrados en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, las cuales son de las principales
causas de muerte a nivel mundial y en México (OMS, 2017b). La NOM-037-SSA2-2012 (Solis y
Hernandez, 2013) establece los puntos de corte para dislipidemias en la poblacién mexicana; en el
caso de la hipercolesterolemia, se define por niveles séricos > 200 mg/dL de colesterol total y
colesterol en lipoproteinas de baja densidad (LDL) > 130 mg/dL. Existen ademas otra clase de
dislipidemias en donde pueden presentarse alteraciones en la concentracion de triacilgliceroles
(TAG > 150 mg/dL) o colesterol en lipoproteinas de alta densidad (HDL) < 40 mg/dL. La
hipercolesterolemia favorece el desarrollo de enfermedades cardiovasculares a través de diversos
mecanismos, tales como la ateroesclerosis, la cual es a su vez multifactorial. La hipercolesterolemia
y las enfermedades cardiovasculares se relacionan estrechamente con la edad, factores genéticos,
tabaquismo, vida sedentaria, dieta alta en grasas y azucares refinadas, sobrepeso/obesidad e
hiperglicemia (Mata et al., 2015; Solis y Herndndez, 2013). Por lo anterior, la prevencion, control
y tratamiento de la hipercolesterolemia es de suma importancia para evitar el desarrollo de

ateroesclerosis y enfermedades cardiovasculares.

La Asociacion Americana del Corazon (AHA por sus siglas en inglés) reportdé que, en 2017, 94
millones de personas padecian enfermedades cardiovasculares en Estados Unidos, colocandolo en
primer lugar a nivel mundial, seguido de Japon, Alemania y México. En nuestro pais, se reportd
que el 4 % del gasto total en salud en 2015 fue destinado al tratamiento de estas enfermedades
(Mendoza-Herrera et al., 2019). Esto sugiere que la hipercolesterolemia y las muertes relacionadas
no son problemas Unicos de paises desarrollados. La magnitud de esta epidemia es profunda y
dificil de abordar, ya que no existe una solucién unica, por lo cual se han tratado de proponer

alternativas para su tratamiento, pero sobre todo de tipo preventivas.
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Existen diversos factores que contribuyen al desarrollo de hipercolesterolemia. Uno de ellos es su
relacion directa con el estrés oxidativo sistémico, lo cual conduce a peroxidacion lipidica y
disminucién de la capacidad antioxidante enddégena. También, la elevada de sintesis de VLDL y
alteracion de su catabolismo por defecto del sistema de la lipasa, en conjunto con una reduccion
del colesterol HDL, favorecen su desarrollo, asi como el de otras dislipidemias. La dieta destaca
como un factor de suma importancia que interviene en su desarrollo. Cabe sefialar que el patron
alimentario mexicano ha experimentado multiples transformaciones en las ultimas décadas,
caracterizadas por un aumento en el consumo de alimentos procesados, bebidas azucaradas y una
baja ingesta de frutas, verduras y granos enteros (Mendoza-Herrera ef al., 2019). Una dieta con
estas caracteristicas conlleva a una ingesta excesiva de colesterol y lipidos, sobre todo saturados,
lo cual reduce el numero de receptores periféricos para LDL y eleva sus concentraciones en
individuos susceptibles. Aunado a esto, el alto consumo de azucares simples y/o refinados, provoca
un aumento del colesterol LDL y TAG (Mata et al., 2015). Es por ello que se buscan tratamientos
efectivos para prevenir la hipercolesterolemia, dando prioridad a cambios en el estilo de vida, lo

cual se relaciona también con mantener un peso adecuado y estable.

2.2 Prevencion y Tratamiento de la Hipercolesterolemia

2.2.1. Opciones no Farmacologicas

Las estrategias dirigidas a prevenir y tratar la hipercolesterolemia tienen diferentes enfoques. Una
de ellas se basa en hacer cambios en el estilo de vida, lo que representa ademas la principal forma
de perder peso de manera no invasiva y sin efectos secundarios. Se ha demostrado que las dietas
integrales como la dieta mediterranea, que se compone principalmente de frutas, verduras,
legumbres, granos, nueces y aceite de oliva, reducen el LDL en un 10 % después de 5 semanas, sin
embargo, este método es dificil de implementar en ciertos pacientes, por ejemplo, por poca fuerza

de voluntad, falta de tiempo, entre otras razones (Wadhera et al., 2016).
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Se han evaluado otras intervenciones no farmacoldgicas para normalizar la concentracién de
colesterol total y LDL, ademés de otros parametros relacionados. Entre estas se encuentra
modificar el consumo de acidos grasos en la dieta, ya que existe evidencia de estudios prospectivos
que indican que el aumento de consumo de grasas frans (acidos grasos de origen industrial)
aumentan el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares. Asimismo, restringiendo la
ingesta de lipidos al 30-35% de las calorias totales, ya que esto es adecuado para controlar los
niveles de colesterol total y LDL (Nicholls et al., 2006; Poli et al., 2008). Con base en los habitos
nutricionales de la poblacion, es también aconsejable utilizar principalmente aceite de oliva extra
virgen como la grasa dietética de eleccion, a pesar de que sus efectos sobre los niveles de colesterol
total y LDL son modestos. La ingesta de lipidos saturados debe limitarse a 7-10 % de las calorias
totales, mientras que la ingesta de lipidos trans debe limitarse solo a la de productos lacteos. El uso
de aceites de semillas ricos en poliinsaturados n-6 mejora también el colesterol total y LDL

(Nicholls et al., 2006), por lo que su inclusion en la dieta debe también considerarse.

Existen otras pautas que recomiendan limitar la ingesta de colesterol a 300 mg/dia en la poblacion
general y a 200 mg/dia en pacientes hipercolesterolémicos, diabéticos o con enfermedades
cardiovasculares, ademads, se recomienda una ingesta de lipidos saturados < 10 % de las calorias
totales (AHA, 2017; Ye y Kwiterovich Jr, 2000). Se ha reportado que el consumir alimentos de
indice glucémico bajo pueden ayudar a mejorar, aunque de forma limitada, la concentracion de
colesterol HDL y TAG, mientras que una ingesta de fibra de 25-30 g/dia puede contribuir a
normalizar el perfil lipidico de manera significativa. La fibra soluble permite la formacion de geles,
y es mas efectiva que la fibra insoluble en cuanto al perfil lipidico del consumidor, ya que aumentar
su ingesta en 5 g/dia puede reducir los niveles de colesterol total y LDL (Mensink, Temme, y

Hornstra, 1994; Poli et al., 2008).

Se ha observado que el consumo de alimentos que contienen 2 g de fitoesteroles, reduce la
concentracion de colesterol total y LDL en aproximadamente un 10 %, sin efectos significativos
sobre el HDL y TAG (de Jong, Plat, y Mensink, 2003). La inclusion de 25 g de proteina de soya
en la dieta como reemplazo parcial de la proteina animal reduce también la concentracion de
colesterol total y LDL (Descovich et al., 1980), lo cual ha sido corroborado en estudios recientes.

Por ejemplo, Blanco Mejia ef al. (2019) realizaron un metaanalisis, donde observaron que el
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consumo de proteina de soya a una dosis media de 25 g/dia, durante un seguimiento medio de 6
semanas, disminuyo el colesterol total y el LDL, en comparacion con los casos controles (dieta sin
proteina de soya). Los efectos benéficos son proporcionalmente mayores en sujetos con

hipercolesterolemia, sin cambios en los niveles de HDL y TAG.

La obesidad estd involucrada en el desarrollo de una serie de enfermedades cronicas no
transmisibles, ademas de aumentar el riesgo cardiovascular a través de multiples mecanismos. Las
alteraciones en el metabolismo de los acidos grasos y el colesterol son evidentes en la obesidad, y
estan estrechamente vinculadas al desarrollo y/o mantenimiento de la inflamacién metaboélica y la
resistencia a la insulina. Las elevaciones de las lipoproteinas ricas en TAG y las reducciones del
colesterol HDL, a su vez, son dos alteraciones importantes que acompafian a la obesidad (Curley
et al.,2020). En la mayoria de los estudios disponibles, el control del peso corporal puede reducir
significativamente, aunque no drasticamente, los niveles de colesterol total y LDL, especialmente
en sujetos obesos. Ademads, generalmente se observa una disminucién en TAG, mientras que el

HDL tiende a aumentar con la pérdida de peso paulatina (Curley et al., 2020; Poli et al., 2008).

En general, se encuentran correlaciones significativas entre la reduccion de peso y la disminucion
de las concentraciones de colesterol total, LDL, VLDL y TAG. Por ejemplo, por cada kg de
disminucién en el peso corporal, los niveles de colesterol total y LDL se reducen 2 mg/dL y 0.8
mg/dL, respectivamente. Asimismo, se produce una reduccion de 0.3 mg/dL de HDL en quienes
pierden peso activamente, mientras que se produce un aumento de 0.4 mg/dL en quienes mantienen
un peso estable (Schaefer, Gleason, y Dansinger, 2005). A través de un metaandlisis, se ha
demostrado una disminucién en la concentracion de LDL por cada 10 kg de peso perdido
(Nordmann ef al., 2006). Esto sugiere que mantener un peso corporal adecuado impacta

significativamente sobre el perfil lipidico sérico.

La inactividad fisica aumenta la probabilidad de desarrollar enfermedades crénicas no
transmisibles, incluidas las cardiovasculares. Estudios observacionales indican que el impacto de
la actividad fisica en las fracciones lipidicas tiende a aumenta los niveles de HDL y a disminuir
TAG en quienes la realizan de manera activa. El aumento en los niveles de HDL observados en

personas activas con respecto a sujetos sedentarios, varia de 9 a 50 %, mientras que la reduccién
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de TAG varia de 19 a 50 % (Dragan, Serban, y Banach, 2014; Poli et al., 2008). Por el contrario,
los cambios en el colesterol total y LDL son inconsistentes y disminuyen en muchos estudios
después de ajustar otros componentes del estilo de vida (habitos alimenticios, tabaquismo y
consumo de alcohol, entre otros), mediante analisis multivariado. A pesar de ello, la mayoria de
los estudios observacionales muestran una estrecha relacion entre la actividad fisica y cambios en

los perfiles lipidicos (Poli ef al., 2008).

La cirugia bariatrica puede proporcionar una pérdida continua de peso, y por ende disminuir los
niveles de colesterol, pero solo es adecuada en pacientes con un indice de masa corporal (IMC) >
40 (obesidad tipo 3). Ademas, pueden presentarse graves complicaciones post-operatorias como
una malabsorcion intestinal, puede exacerbar anormalidades preexistentes, aunque sutiles, en el
metabolismo de calcio (Chang ef al., 2018). Existe también la aféresis lipidica, la cual es un
procedimiento que separa el colesterol de la sangre, pero es un proceso invasivo que presenta
complicaciones como toxicidad relacionada con el citrato, hipotension o complicaciones
relacionadas al catéter (Gupta et al., 2019). Es por ello que las opciones mas adecuadas para el

manejo del perfil lipidico sérico, son los habitos alimenticios y de estilo de vida adecuados.

2.2.2 Opciones Farmacoldgicas

En conjunto con los cambios en el estilo de vida, el uso de algunos farmacos para tratar la
hipercolesterolemia es comun, debido a su facil acceso y bajo costo. Estos disminuyen la
concentracion de colesterol sérico a través de diversos mecanismos, entre los cuales se encuentra
inhibir la absorcion intestinal de colesterol dietario y endégeno. Sin embargo, en contraste con sus
beneficios, estos ejercen efectos adversos a la salud, por lo cual surge el interés de minimizar su
uso y reemplazarlos por fuentes naturales que ejerzan acciones similares, pero sin efectos

secundarios.

Existen numerosas alternativas farmacoldgicas para la normalizacion y control de la concentracion

de colesterol sérico. En la Figura 1 se esquematiza el mecanismo de acciéon de los farmacos
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mencionados a continuacion sobre el perfil lipidico sérico. Uno de los farmacos mas utilizado es
la ezetimiba, la cual bloquea la absorcion de colesterol dietario y biliar, a través de la inhibicion
del transportador NPC1L1 (Simon et al., 2005), el cual es responsable del transporte de colesterol
de la luz intestinal hacia el interior de los enterocitos. Este es un farmaco hipolipemiante, que no
ejerce efectos sobre la absorcion de nutrientes liposolubles (Phan et al., 2012). Su uso reduce la
cantidad de colesterol que llega al higado, por lo que en respuesta al menor aporte de colesterol,
este organo reacciona aumentando la expresion del gen del receptor de LDL (LDLR), lo que
produce una reduccion de LDL (20 %) y aumento simultaneo del HDL (5 %) (Catapano y Graham,
2016; Shukr et al., 2019). Sin embargo, se han reportado efectos adversos al utilizarse de manera
prolongada; entre el 2004 y 2015 se reportd que en Australia el 42 % de la poblacion tratada con
ezetimiba presentd mialgia, artralgia (10 %) y espasmos musculares (9 %), asi como problemas
gastrointestinales como nauseas (19 %), diarrea (11 %) y dolor abdominal (10 %) (Hollingworth
et al., 2017). Asimismo, Stolk et al. 2006 reportaron que durante el tratamiento con ezetimiba por
tres meses, algunos pacientes fueron diagnosticados con hepatitis colestdsica y hepatitis
autoinmune inducida por el farmaco. Es por esto que se buscan compuestos con efecto

hipocolesterolemiante que no presenten los efectos secundarios anteriormente mencionados.
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Figura 1. Mecanismos de accion generales de farmacos que regulan la concentracion de colesterol
sérico. Transportador apical de acido biliar dependiente de sodio (ASBT), lipoproteinas de alta
(HDL) y baja (LDL) densidad, 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA), 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-coenzima A reductasa (HMGCR), proteina Niemann-Pick C1-like 1 (NPCI1L1).

Las estatinas son otra clase de farmacos administrados como monoterapia o en conjunto con la
ezetimiba. Estas son inhibidores competitivos de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa
(HMGCR), enzima limitante de la ruta de sintesis de colesterol enddgeno a nivel hepatico. Cuando
las estatinas se unen a la HMGCR, bloquean el acceso del sustrato natural (HMG-CoA) al sitio
catalitico, y, por lo tanto, interfieren con la sintesis de colesterol. Como resultado, la concentracion
de colesterol en la membrana del reticulo endoplasmico disminuye, provocando la activacion de la
proteina activadora de SREBP (SCAP, por sus siglas en inglés), que luego transporta la proteina 2
de unidén al elemento de respuesta a esteroles (SREBP2, por sus siglas en inglés) al aparato de
Golgi. En el aparato de Golgi, SREBP2 se activa al sufrir cortes para luego ser translocado al
nucleo. Una vez ahi, SREBP2 activo se puede unir al elemento regulador de esteroles (SRE-1),
para regular la expresion del LDLR, asi como otros genes relacionados al metabolismo de lipidos.

Al haber un mayor niimero de copias de LDLR en la membrana celular, se favorece una
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disminucion en la concentracion de colesterol LDL sérico, contribuyendo asi a una regulacion del

perfil lipidico (Schonewille ef al., 2016).

En contraste con sus beneficios, se han reportado diversos efectos secundarios por tratamiento con
estatinas, tales como dolor y dafio muscular en el 30 % de los pacientes, causados por falta de
adherencia o interrupcion del tratamiento. Esto se debe a que las estatinas tienen un impacto
adverso sobre el tejido muscular, al alterar la funcidon mitocondrial y utilizacién de energia celular,
asi como agotar los niveles de coenzima Q10. También se ha reportado un incremento en la
glicemia, debido a los estilos de vida de los pacientes (una dieta alta en calorias, con alimentos
ricos en grasas trans, sobrepeso/obesidad y fumar) (Davies et al., 2016). Se cree que los efectos
anti-diabetogénicos de las estatinas surgen de varios mecanismos que intervienen en la regulacion
del metabolismo de carbohidratos y las células B pancreaticas. Por ejemplo, la inhibicion de la
sintesis de isoprenoides y la posterior inhibicion de la absorcidon de glucosa por las células 8, una
mayor absorcion de LDL que conduce a la inhibicion de la glucoquinasa (inhibiendo asi la
glucolisis) y sobreproduccion de 6xido nitrico inducida por citocinas que conduce a la apoptosis
de las células B. También se ha reportado hepatotoxicidad, ya que el 3 % de los pacientes presentan
un incremento en actividad de transaminasas séricas, lo cual se debe a un aumento de la
permeabilidad de la membrana del hepatocito. Otros efectos secundarios incluyen problemas
digestivos, efectos cognitivos y el desarrollo de erupciones y enrojecimiento (Davies et al., 2016;

Sultan et al., 2019).

Los secuestradores de acidos biliares tales como la colestiramina, colestipol y colesevelam
(Scaldaferri et al., 2013), son otra clase de fArmacos con efecto sobre la absorcion de colesterol.
Estos se unen a los acidos biliares en el intestino, evitando su reabsorcion en el ileon terminal, lo
cual aumenta su excrecion fecal (Meissner et al., 2013). A la disminucion en la reabsorcion de
acidos biliares y colesterol se le conoce como bloqueo de la circulacion enterohepatica. Esto reduce
la cantidad de acidos biliares y colesterol que se recicla por esta via, lo cual estimula la conversion
de colesterol en acidos biliares en el higado para ser excretados nuevamente. Dicho aumento en la
sintesis de acidos biliares disminuye la concentracion de colesterol hepatico, lo que conduce a la
activacion de SREBP para continuar estimulando la expresion de las proteinas requeridas para la

excrecion de colesterol, tales como el LDLR. El aumento en la expresion de LDLR hepatico
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promueve una eliminacion mayor y continua de LDL, disminuyendo asi su concentracion sérica
(Benson et al., 1994; Ticho et al., 2019). Al igual que las estatinas y la ezetimiba, los secuestradores
de 4cidos biliares reducen los niveles de colesterol LDL sérico, pero presentan efectos secundarios

como estrefiimiento (el mas comun), molestias abdominales y agravamiento de las hemorroides.

Existen otros farmacos que tienen un efecto inhibitorio o que modulan el colesterol total y LDL.
Los inhibidores de la pro-proteina convertasa de subtilisina kexina 9 (PCSK9) presentan un
mecanismo de accidén que se relaciona con la reduccion del nivel plasmatico de esta proteina, que
a su vez no estd disponible para unir el LDLR (Mach et al., 2019). Dado que esta interaccion
desencadena la degradacion intracelular de LDLR, los niveles mas bajos de PCSKO circulante
daran como resultado una mayor expresion de LDLR en la superficie celular, y por lo tanto, una
reduccion de los niveles circulantes de LDL (Norata, Tibolla, y Catapano, 2014). Ensayos clinicos
han demostrado que alirocumab y evolocumab, ambos inhibidores de PCSK9, ya sea como
monoterapia 0 en combinacién con estatinas y/u otras terapias hipolipemiantes, reducen
significativamente los niveles de LDL en promedio en un 60%, dependiendo de la dosis. En
combinacion con estatinas de alta intensidad o maximamente toleradas, ambos fairmacos redujeron
el LDL en un 46-73 % mas que el placebo, y en un 30 % mas que la ezetimiba. En pacientes a los
que no se les pueden administrar estatinas, la inhibiciéon de PCSK9 en combinacion con ezetimiba
redujo el LDL de manera significativa (Cho et al., 2016). Se ha demostrado que tanto el alirocumab
como el evolocumab reducen eficazmente los niveles de LDL en pacientes con alto riesgo de ECV,
incluidos pacientes diabéticos (Schmidt et al., 2017). Dado su mecanismo de accion, esta clase de
farmacos son efectivos para reducir el colesterol LDL en todos los pacientes capaces de expresar

LDLR en el higado.

En contraste con sus beneficios, la administracion de inhibidores de PCSK9 presenta efectos
secundarios, siendo picazon en el sitio de inyeccion y sintomas similares a los de la gripe de los
reportados con mayor frecuencia (Cicero, Tartagni, y Ertek, 2014). En algunos estudios se ha
descrito un aumento de los efectos neurocognitivos informados por los pacientes (Lipinski ef al.,
2016). Los estudios de aleatorizacion mendeliana también han sugerido que la inhibicion de
PCSKO9 puede aumentar el riesgo de diabetes mellitus con un efecto relacionado al LDL, como

aparentemente ocurre con las estatinas (Schmidt et al., 2017). Un problema potencial del
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tratamiento con anticuerpos (tales como los inhibidores de PCSK9) a largo plazo, es la aparicion
de autoanticuerpos. Hasta la fecha, se han reportado pocos casos de anticuerpos y no se ha
observado una reduccién de la disminucion de LDL, pero el uso a largo plazo requiere ser
monitoreado. De hecho, el programa de desarrollo para un tercer inhibidor de PCSKOY,
bococizumab, un anticuerpo humanizado, se suspendi6 debido a un aumento de anticuerpos
neutralizantes, que resultd en la atenuacion del efecto reductor de LDL con el tiempo, asi como

una mayor tasa de reacciones en el lugar de inyeccion (Ridker ef al., 2017).

Debido a los efectos secundarios que presentan estos fArmacos, ha surgido un gran interés por el
uso de productos naturales para tratar o mitigar el desarrollo de hipercolesterolemia. La evidencia
de numerosos ensayos controlados aleatorios y metaanalisis también ha confirmado su eficacia
hipolipidémica, asi como la seguridad de ciertos nutracéuticos (Johnston et al., 2017). Se han
desarrollado combinaciones de agentes hipolipemiantes naturales para reducir sus dosis, mejorar
la tolerabilidad y enfocarse en multiples factores de riesgo de lipidos. En este sentido, las
combinaciones nutracéuticas que contienen fibra, esteroles, polisacaridos de lavadura,
betaglucanos y compuestos fenolicos se han probado principalmente en pacientes con
hipercolesterolemia y han demostrado resultados prometedores (Pirro et al., 2013; Pirro et al.,
2016). Todos estos compuestos/terapias hipolipidémicas sintéticas y de origen natural representan
estrategias de tratamiento alternativas para disminuir el colesterol sérico, especialmente el
colesterol LDL, con la finalidad de prevenir enfermedades cardiovasculares en pacientes
resistentes o intolerantes a algunos farmacos (Johnston ef al., 2017). La mayoria de los compuestos
tienen como objetivo interrumpir uno o mas pasos clave involucrados con el metabolismo de los

lipidos.

Estudios recientes han demostrado que muchos compuestos fenolicos de origen vegetal pueden
contribuir al control del perfil lipidico. Un metaanalisis de ensayos clinicos aleatorizados realizados
con suplementos a base de flavonol, establecié una reduccion modesta pero significativa de los
niveles de colesterol LDL (Poli ef al., 2018). Esto también ha sido evidenciado en estudios
realizados en sujetos con alto riesgo de eventos cardiovasculares (Tome-Carneiro y Visioli, 2016),

sin embargo, el mecanismo de accion de los compuestos fendlicos atin no se ha aclarado del todo.
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Los secuestradores de acidos biliares como la colestiramina también podrian secuestrar el
colesterol dietario. Asimismo, se ha informado que el aluminosilicato nanoestructurado (NSAS),
que esta cargado negativamente, en comparacion con los secuestradores de 4cidos biliares cargados
positivamente, pueden adsorber especificamente el colesterol, secuestrandolo de la fase acuosa del
medio intestinal. Este es un mecanismo comparable al de la colestiramina, ya que se une de manera
inespecifica a los acidos biliares, el colesterol y los TAG (Yuwono et al., 2018). La especificidad
de la filtracion del colesterol, la falta de exposicion sistémica y la capacidad de reducir la formacion
de lesiones ateroscleroticas en modelos animales sugieren que el NSAS protonado puede
convertirse en una terapia complementaria viable para reducir los niveles de colesterol (Shetkar y
Singh, 2016). Las fibras dietéticas solubles en agua tienen propiedades de unién al colesterol
intraluminal, y los compuestos han mostrado una reduccion del LDL. Posteriormente, se
desarrollaron muchas fibras sintéticas (surfomer y olestra) con una eficacia mejorada para
secuestrar el colesterol (Shetkar y Singh, 2016). Sin embargo, a pesar de los prometedores
resultados iniciales, el desarrollo adicional de estos agentes se detuvo debido a su falta de eficacia
en ensayos aleatorizados y efectos secundarios gastrointestinales significativos, lo cual sugiere que
aun existen oportunidades de desarrollo para compuestos con mecanismos similares que ejerzan

efectos significativos.

2.2.3 Compuestos Fendlicos con Efectos Inhibitorios sobre la Absorcion del Colesterol

Los compuestos fendlicos estan presentes en alimentos de origen vegetal. Estos ejercen diversos
efectos fisioldgicos, ademdas de su bien conocida accion antioxidante, promoviendo la salud al
prevenir distintas enfermedades. En particular, diversos extractos naturales de plantas estan
ganando atencidn como tratamientos alternativos para la prevencion y control de la
hipercolesterolemia y otros efectos anti-ateroesclerdticos. Uno de los mecanismos reductores del
colesterol que se ha estudiado recientemente es su capacidad para inhibir la micelizacion luminal
del colesterol y con ello evitar su absorcion. Este y otros mecanismos se discuten a continuacion,
mientras que en el Cuadro 1 se presentan algunos de los estudios mas relevantes en donde se

describe el efecto de diversos compuestos fenolicos sobre la micelizacion de colesterol in vitro.
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Ogawa et al. (2015) reportaron que las oolongteaninas presentes en el t€ oolong pueden inhibir el
98 % de la micelizacion del colesterol, mientras que Ontawong et al. (2019) reportan que un
extracto del subproducto de café mostrd una inhibicion del 44 %. Se ha reportado que la curcumina
inhibe la absorcion de colesterol al disminuir los niveles de proteina y mRNA de NPC1L1 en lineas
celulares Caco-2 (Feng et al.,2010). Se han descrito algunos mecanismos a través de los cuales las
catequinas presentes en el té verde (Camellia sinensis) disminuyen la solubilidad micelar del
colesterol. Desde un punto de vista molecular, se ha reportado la existencia de un dominio
hidréfobo en catequinas galoiladas, las cuales tienen una mayor afinidad por las bicapas lipidicas
hidréfobas presentes en las micelas, en comparacion a las catequinas libres (Kajiya, Kumazawa, y
Nakayama, 2001), que a su vez les permite interactuar directamente con el colesterol a través de

interacciones hidrofobicas (Kobayashi y Ikeda, 2013).
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Cuadro 1. Fuentes vegetales con efecto inhibitorio sobre la micelizacion del colesterol in vitro.

Compuestos fendlicos Extracto % de inhibicion Referencia
Procianidinas Cacao 98 Osakabe y Yamagishi, 2009
Manzana 85 Ogino et al. 2007
Flavan-3-oles, acido 4-hidroxibenzoico, acido galico Corteza de canela 98.1 Prabhashini ef al. 2017
T¢ oolong 98 Ogawa et al. 2015a
Spirogyra neglecta 83 Duangjai et al. 2016
) Café 44 Ontawong et al. 2019
Catequinas :
T¢ (Camellia sinensis) 33.5 Sakakibara et al., 2019
Semilla de uva 11.8 Ngamukote et al. 2011
Epicatequina Semilla de uva 19.5 Ngamukote et al. 2011
Acido galico Semilla de uva 22.2 Ngamukote ef al. 2011
Cianidina-3-glucésido (C3G) Moras 30 Thilavech y Adisakwattana, 2019
Acido clorogénico, catequina, epicatequina Manzana ‘Annurca’ 58.3 Carlo et al. 2018
Antocianinas Aréandano 51.5 Wang et al. 2018
Curcumina Curcumina 40 Feng et al. 2010
Catequina, galato de epigalocatequina, kaempferol Té¢ halcon 36.8 Feng et al. 2019
Epigalocatequina y catequina Té blanco 32.4 Carlo et al. 2013

Acido feralico Salvado de arroz 29 Bhaskaragoud et al. 2016




También se han reportado interacciones entre el galato de epigalocatequina con el &cido
taurocolico, lo cual estd mediado por puentes de hidrogeno formados con el grupo carbonilo y los
enlaces hidrofobicos con el anillo aromatico (Sakakibara et al., 2019). Asimismo, se ha reportado
que los compuestos fendlicos de un extracto de manzana ‘Annurca’, disminuyeron la solubilidad
micelar in vitro del colesterol. En este caso, el mecanismo de accion se basa en la interaccion de
los compuestos fendlicos con &cidos biliares y con el grupo trimetilamina de la fosfatidilcolina de

las micelas, lo cual lleva a la precipitacion del colesterol (Carlo ef al., 2018).

De acuerdo con el estudio de Aissata et al. (2019), en donde se analiz6 el efecto de varias fuentes
de compuestos fenolicos, la orquidea (Dendrobium catenatum) present6 la actividad inhibitoria
mas alta (42.33 %), seguido de Lycium barbarum (33.08 %), té verde (26.33 %) y espino
(Crataegus monogyna) (19.73 %). De acuerdo con esto, los extractos de dichas plantas son capaces
de retrasar la digestion y absorcidon de colesterol, a través de mecanismos ejercidos a nivel
gastrointestinal. Diferencias en los efectos inhibitorios entre ellas sugieren que variaciones en el
perfil y concentracion de sus compuestos bioactivos afecta significativamente su bioactividad. Otro
estudio in vitro demostrd que un extracto de meldn amargo inhibid en un 82 % la micelizacion del
colesterol, lo cual se atribuy6 a que los compuestos ahi presentes favorecieron su precipitacion (Su
et al.,2015). Se sabe que la cianidina-3-glucésido (C3Q), catequina y acido clorogénico presentes
en un extracto de Lonicera caerulea, inhiben la micelizacion del colesterol, ademdas de ejercer
efectos complementarios como inhibir la expresion de los genes NPC1L1 y ACAT2 (acetil-CoA
acetil transferasa 2), ambos relacionados a la absorcion de colesterol en células Caco-2 tratadas

con solucion micelar de colesterol (Liu ef al., 2018).

Un estudio reciente revel6 que la C3G presente en moras y zarzamoras, precipito el colesterol de
una solucion micelar y formé un complejo insoluble, lo cual secuestra el colesterol antes de ser
absorbido. Asimismo, exhibid capacidad de unioén a acidos biliares (4cido taurocolico, acido
taurodesoxicolico y acido glicodesoxicdlico), formando un complejo insoluble que es dirigido a
excrecion por via fecal. Estos resultados sugieren que la C3G puede actuar como secuestrante de
acidos biliares, lo que resulta en un aumento del metabolismo del colesterol y una disminucion de
la absorcion de colesterol intestinal (Thilavech y Adisakwattana, 2019)(Thilavech y

Adisakwattana, 2019). Duangjai et al. (2016) reportaron los efectos de los extractos de cinco



plantas utilizadas en la medicina tradicional, sobre la inhibicioén de la micelizacion del colesterol.
El extracto de Polygonum odoratum present6 la mayor actividad inhibitoria (86 %), seguido de
Citrus hystrix (82 %), Bombax ceiba (80 %), Azadirachta indica. var. Siamensis (78 %) y Solanum
torvum (76 %) (Duangjai, Limpeanchob, Trisat, y Ounaroon, 2016). Los autores sugieren que la
uniodn de los compuestos bioactivos de estas plantas y los &cidos biliares es un posible mecanismo
para reducir la solubilidad del colesterol micelar, y por lo tanto disminuir los niveles de colesterol

Sérico.

Feng et al. (2019) evaluaron el efecto de epigalocatequina y catequina de té¢ blanco sobre la
micelizacion de colesterol en un modelo in vitro. Se demostrd que los ésteres de galato de catequina
muestran una mayor afinidad por la bicapa lipidica, y, por lo tanto, por el colesterol, lo cual es mas
efectivo para reducir su solubilidad micelar. Se sugiere también que los ésteres de galato de
catequina podrian actuar como las B-ciclodextrinas, al promover la formacién de complejos
similares a micelas en los que el colesterol se incorpora de forma selectiva, evitando asi su
absorcion y dando una falsa impresion de transporte (Carlo ef al., 2013). Otros han evaluado el
efecto de catequina, galato de epigalocatequina, kaempferol y quercetina presentes en té€ halcon,
sobre la absorcion de colesterol. Los autores proponen que los compuestos bioactivos inhiben la
absorcion de colesterol libre mediada por NPCILI, lo que conduce a una disminucioén en los
niveles de colesterol intracelular, seguido de la activacion de la via SREBP2 y la regulacion por
aumento de la expresion de LDLR. En conjunto, esto promueve la eliminacion del LDL en un

modelo in vitro utilizando células Caco-2 (Feng et al., 2019).

Se ha propuesto que las antocianinas presentes en arandanos pueden unirse a los acidos biliares,
disminuyendo asi su reabsorcion e incrementando su excrecion fecal, de manera similar a los
secuestradores de 4cidos biliares (Lijun et al., 2018). Otros demuestran que los taninos
condensados presentes en manzana verde son capaces de precipitar colesterol (43.9 %), a través de
interacciones idnicas, interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno (Zeng et al., 2020).
Asimismo, estos pueden interactuar con los acidos biliares de las micelas a través del grupo
trimetilamonio de la fosfatidilcolina, conduciendo asi a la precipitacion del colesterol in vitro,
sugiriendo que la interaccion directa de los taninos con colesterol, asi como con acidos biliares

podria contribuir a los efectos hipocolesterolemiantes de estos compuestos.
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Se ha reportado el efecto inhibitorio de la micelizacion del colesterol por los compuestos fenolicos
presentes en canela, asi como inhibicion de la enzima colesterol esterasa y su union con acidos
biliares in vitro (Prabhashini et al., 2017). Se ha demostrado también que los principales
compuestos fendlicos de semilla de uva (acido galico, catequina y epicatequina), disminuyen la
concentracion de colesterol, al unirse a los 4cidos biliares y disminuir la solubilidad del colesterol
en las micelas, asi como inhibir la actividad de la enzima colesterol esterasa pancreatica

(Ngamukote et al., 2011).

Sin embargo, en comparaciéon con un gran numero de estudios in vitro e in vivo, existen pocos
estudios in silico donde han explorado los patrones de interaccion entre el colesterol y los
compuestos fenolicos. Zheng et al. (2020) realizaron simulaciones de la teoria funcional de la
densidad (DFT) para estudiar la interaccion de las catequinas y el colesterol, asi como también
analizaron los sitios de union entre ellos. La interaccion entre las catequinas y el colesterol esta
mediada principalmente por enlaces de hidrégeno que se forman entre ambos, sin embargo, las
transferencias de carga intermolecular e intramolecular (entre el anillo aromatico y el grupo
hidroxilo) promovidas por las catequinas mejoran en gran medida estos enlaces. Por lo cual, se
sugiere hasta cierto punto que las catequinas pueden influir en la micelizacién del colesterol
formando sustancias insolubles con él, de modo que se reduce su absorcion intestinal. Giangreco
et al. (2018) realizaron simulaciones de dindmica molecular para comprender mejor el proceso de
formacion de micelas mixtas, y, en consecuencia, como el galato de epigalocatequina podria
posiblemente interferir en este proceso. Los autores observaron que este compuesto se incorpora a
la superficie micelar, por lo que est4 posicionado para interferir con el reconocimiento de otras
particulas o la recombinaciéon micelar, conduciendo asi a una reduccion significativa del
movimiento de difusion de los lipidos micelares, y modulando la absorcion del colesterol en

micelas fisiologicas.

2.3. Proceso de Absorcion Intestinal del Colesterol

Los fendmenos fisioldgicos y bioquimicos que intervienen en el metabolismo pre-sistémico
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(intestinal) del colesterol (Figura 2), son importantes en el disefio de fArmacos para su control
sistémico. En el tramo duodeno-yeyuno proximal es donde la absorcion de colesterol dietario y
endogeno es mas eficaz. Este proceso inicia a nivel intra-luminal por accién de enzimas
pancreaticas que hidrolizan TAG (lipasa) y colesterol esterificado (colesterol esterasa), ambas
contribuyendo con los sustratos que habran de contenerse dentro de las micelas (Lima y Fonollosa
2005; Trisat et al., 2017). A medida que avanza la lipolisis, los 4cidos grasos, monoacilgliceroles
y colesterol libre tienden a acumularse en la interfaz de la emulsion, desplazando por su naturaleza
anfipatica a estas enzimas y otros componentes de la interface aceite-agua y formando gotas

pequenas.

Dado que el colesterol libre (y otros lipidos simples) es insoluble, su incorporacion en micelas es
necesaria. Este proceso requiere la formacion de agregados de sales biliares y fosfolipidos,
distribuyéndose el colesterol y los acidos grasos al niicleo de la micela (Lima y Fonollosa, 2005),
orientando las especies anfipaticas (fosfolipidos) al exterior de ella y conformando complejos
esféricos denominados micelas mixtas. La particion de cada producto de lipolisis en micelas mixtas
completa la etapa intra-luminal de la digestion y en la capa de agua sin agitar (“unstirred water
layer”; USWL, Figura 2), el colesterol se libera y absorbe en el enterocito (Sakakibara et al., 2019),

por absorcion activa principalmente (por ejemplo, mediante CD36 y NPCI1L1).

31



(]
~~e~Aon _
. Acido graso LT,_/—‘
& oo o | —
oot 5 -LIJI;
IO o =]
o 0 R .
S E (]
Fosfolipidos = CES
<— @
[+]
%
..c_o)o\/\/\,
J,-%K/\/& Dieta
e e '@
@ TG
(1 J
e ABCGS ®.9°
_ Ly:‘r[-'%” ABCGS \\,
Colesterol
Q 0.0 L,
o~ Ay~ D36
S auli NCP1L1 J{
"r\li‘qﬂ'* - oae?a,
WO M'!‘Z/ oH x c : ‘-r?3
Sal biliar - 2.2
: " | - A0y
o Ester de colesterol OSTC{E l/
— USWL  Lumen

Figura 2. Proceso de micelizacion y absorcion intestinal del colesterol. (1) Los TAG y colesterol
esterificado provenientes de la dieta son degradados hasta sus componentes monoméricos por
enzimas pancreaticas [lipasa (LIP) y colesterol esterasa (CES)], y se juntan con los provenientes
del metabolismo end6geno en el lumen intestinal. (2) La acumulacion secuencial de estos sustratos
junto con las sales biliares y fosfolipidos (dietarios y endogenos) conduce a una reorganizacion de
cada molécula de acuerdo con su polaridad, lo que conduce al ensamblaje de las micelas (3). Las
micelas recién formadas migran hacia la capa de agua no agitada (USWL), para encontrarse con
los dos sistemas de transporte de colesterol mas conocidos (CD36 y NPCILI1), los cuales
internalizaran al colesterol libre hacia el interior del enterocito (4). Con esto se inicia el
metabolismo enteral y sistémico del colesterol y sales biliares que habréa de ser controlado, entre
muchos otros factores, por diversos transportadores intestinales apicales (ABCGS5, ABCGS,
ASBT) y basolaterales (OSTa, B, ABCAL1).

Este proceso de ensamblaje de micelas y entrega de contenidos al epitelio intestinal aparenta ser
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sencillo, pero en realidad, la compleja biofisica que lo rige se ve afectada por varios factores como
los cambios locales en la fuerza ionica, el pH y la concentracion luminal y tasa de recambio de las
diferentes sales biliares (Lentle y Janssen 2011). Cabe sefalar que mientras que las micelas mixtas
difunden mas lentamente que sus mondémeros constituyentes, el aumento local en la concentracion
de acidos grasos dentro de la propia micela acelera su difusion al menos cien veces (Trisat ef al.,
2017). Los procesos en el intestino antes y después de la formacion de micelas, se han identificado
como posibles objetivos potenciales para inhibir la absorcidon de lipidos y colesterol. Por ejemplo,
se han estudiado diversos farmacos y productos naturales como inhibidores de la lipasa y esterasa
de colesterol pancredatico, inhibidores de transporte (anti-CD36 y anti-NPC1L1) y secuestradores
del colesterol y sales biliares, todo esto impidiendo el ensamblaje final y absorcion micelar (Figura
3). La ventaja que ofrecen las fuentes naturales es que en una misma se pueden encontrar
fitoquimicos con efectos que actiien sobre todos y cada uno de estos puntos, teniendo un efecto
sinérgico, y muy comunmente, sin efectos colaterales como los observados con farmacos.(Zeng
etal., 2020) Por ultimo, los nutracéuticos con efectos hipolipemiantes pueden presentar
mecanismos de accién como inhibidores de la sintesis de colesterol hepatico y potenciadores de la
excrecion de LDL (Figura 3). Sin embargo, hay muchos alimentos funcionales/suplementos
nutricionales con mecanismos de accién multiples o poco esclarecidos (Cicero et al., 2017). Los
nutracéuticos descritos en la literatura son numerosos y muestran diferentes niveles de efectividad

y evidencia de su efecto hipolipemiante.
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Figura 3. Los fitoquimicos actian como inhibidores de la absorcion intestinal de colesterol y
potenciadores de la excrecion de colesterol. ABCAIL: transportador de casete de unidén a
ATP; NPCI1L1: Niemann-Pick C1-like 1.

2.4. El Aguacate (Persea americana) y sus Subproductos: Valor Funcional y Nutracéutico

El aguacate es un fruto perteneciente a la familia de las Lauraceas y a las especies Persea gratissima
y Persea americana Mill, y es cultivado en las partes altas del Centro y Este-Central de México.
Michoacéan es el principal estado productor de aguacate, ya que en 2018 aporto el 76.7 % de la
produccion nacional, seguido de Jalisco y el Estado de México, con 9.2 y 4.5 % de la produccion
total, respectivamente. La superficie cosechada fue de 206,000 hectéreas, de las cuales, 73.8 % se
encuentran en Michoacan, seguido de Jalisco y el Estado de México, con 9 y 4.3 %,
respectivamente (Hernandez, 2015). El aguacate es considerado un producto perenne, debido a que
se cultiva durante todo el ano. Existen aproximadamente 400 variedades que presentan diferentes
formas, y cuyo peso ronda de 150 a 350 g. Una de las variedades mdas populares a nivel
internacional es la variedad 'Hass', llamada asi en honor a su desarrollador Rudolph Hass. Esta

variedad proviene de injerto y es una mezcla de diferentes variedades de aguacate. Puede llegar a
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producir entre 1,000 a 1,500 frutos al afio, aproximadamente, los cuales se recolectan unos dias
antes de que maduren. Cuando ha madurado (después de su recoleccion), su cascara adquiere un
tono oscuro, casi negro, asi como un gran sabor a nuez y avellana, con textura suave-cremosa y

una semilla de pequefia a mediana (SAGARPA, 2017).

El aguacate se califica para su comercializacién nacional (la cual se satisface completamente por
produccion interna) y exportacion, aplicando los criterios de calidad y tamafno. En 2013, el valor
de la produccion total de aguacate fue de 18,175.74 millones de pesos, siendo la del aguacate 'Hass'
de 17,915.42 millones de pesos (98.57 % del valor total de la produccion). El precio al mayoreo
del aguacate 'Hass' en las centrales de abasto del pais fue de 38,689 pesos por tonelada, mientras
que las importaciones mundiales han aumentado un 171.97 % en la ultima década, principalmente
por Estados Unidos (76.5 %), Canada (7.5 %) y Japon (5.6 %). En 2018 se exportaron 1.2 millones
de toneladas, lo que represent6 un incremento de 21.1 % con respecto al afo anterior. De acuerdo
a esto, el aguacate contdé con un valor de exportacion de 2,625 millones de dolares en 2018
(Hernéndez, 2015; SAGARPA, 2017), lo que lo convierte en un producto de importancia

econdmica para el pais.

El aguacate tienen una alta calidad nutricional debido a su alto contenido de vitaminas, minerales,
proteina y fibra, asi como altas concentraciones de acidos grasos insaturados que ejercen diversos
beneficios a la salud (Yahia, 2010). La cascara y semilla de aguacate tienen también un alto
contenido de fitoquimicos bioactivos como acidos fendlicos, taninos condensados y flavonoides,
incluidas las procianidinas, flavonoles, hidroxibenzoicos y acidos hidroxicindmicos (Figueroa et
al.,2018; Hurtado-Fernandez et al., 2011). Estos compuestos han demostrado diversas actividades
biologicas, como las propiedades antioxidantes e hipocolesterolémicas, las cuales se discuten a

continuacion.

2.4.1 Aguacate cv. 'Hass' y sus Efectos sobre el Perfil Lipidico Sérico

El aguacate contiene una gran variedad de compuestos bioactivos con beneficios a la salud, gracias
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principalmente al mantenimiento de un perfil lipidico estable y efectos cardioprotectores
relacionados. Su composicion nutricional y fitoquimica se caracteriza por acidos grasos
monoinsaturados (AGMIs), fibra, vitaminas, minerales, fitoesteroles y compuestos fenolicos, todos
con accion directa o indirecta sobre la salud cardiovascular (Figura 4). Furlan et al. (2017)
evidenciaron los efectos cardioprotectores del consumo de aguacate, los cuales se atribuyeron a la
presencia de fitoesteroles en la fraccion lipidica. Los fitoesteroles son mas hidrofobos que el
colesterol, por lo que se retienen en las estructuras micelares y compiten con éste por ser
micelizados, y, en consecuencia, disminuyen la absorcidn intestinal de colesterol. Los fitoesteroles
son algunos de los compuestos mas estudiados en el aguacate, sin embargo, el fruto contiene otros

fitoquimicos capaces de ejercer bioactividades similares.

Se ha demostrado que el aguacate tiene efectos positivos sobre el peso corporal, debido a su
contenido de fibra y su perfil de acidos grasos. Al entrar en contacto con el agua, las fibras solubles
forman un reticulo donde ésta queda atrapada, originando soluciones de alta viscosidad que
retardan el vaciamiento géstrico, lo cual prolonga la sensacion de saciedad. Mas del 70 % de la
fibra del aguacate es insoluble, la cual tienen un efecto laxante, ademas de incrementar la motilidad
y reducir el tiempo de transito intestinal (Salgado y Mansi 2008), disminuyendo asi la absorcion

de los nutrientes energéticos y por tanto el peso corporal.
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Figura 4. Posibles mecanismos involucrados en el efecto benéfico del aguacate en la prevencion y
control de enfermedades cardiovasculares. ApoA, apolipoproteina A; ApoB, apolipoproteina B;
PCR, proteina C reactiva; HDL, lipoproteina de alta densidad; IxB: proteina inhibidora kappa B;
IL-6, interleucina 6; LDL, lipoproteina de baja densidad; AGMIs: acidos grasos monoinsaturados;
NF«B: factor nuclear kappa B; PPAR a: receptor alfa activado por proliferador de peroxisomas;
CT, colesterol total; TAG, triacilgliceroles; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa.

Diversos beneficios se han atribuido al consumo de acidos grasos del aguacate. El 4cido oleico
(C18:1) es el méas abundante, el cual se ha reportado que puede reducir la concentracion sérica de
LDL, sin causar su oxidacion. Este es el sustrato principal de la ACAT, enzima hepatica que
cataliza la formacion de ésteres de colesterol, por lo tanto, la presencia en exceso de colesterol libre
se esterifica rapidamente, no conduce a la supresion de los receptores de LDL y favorece su
catabolismo, disminuyendo asi su concentracion sérica. El &cido oleico puede también inducir una
sintesis de colesterol enddégeno mas baja, en comparacion con los acidos grasos poliinsaturados
(AGPIs), de forma que los acidos grasos del aguacate también interfieren en los mecanismos clave
que promueven la reduccion de colesterol endégeno y LDL (Silva-Caldas et al., 2017). Por otra
parte, se ha sugerido que el acido oleico puede reducir la concentracion de marcadores
inflamatorios como la interleucina-6 (IL-6), proteina C reactiva y el factor de necrosis tumoral o
(TNF-a), ejerciendo propiedades antiinflamatorias y protectoras vasculares. Este y otros 4cidos
grasos presentes en el aguacate, pueden interferir en la via de NFxB, evitando la aparicion de una

cascada inflamatoria de una manera dependiente de AMPK (Salvad¢ et al., 2013; Villa-Rodriguez
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etal.,2011). Ademas, la capacidad antiinflamatoria de otros AGMIs también puede contribuir a la

prevencion de enfermedades cardiovasculares.

Se sabe claramente que el tipo de &cidos grasos consumidos en la dieta puede afectar
significativamente el peso corporal, al presentar diferentes comportamientos metabolicos. El 64 %
de los lipidos de aguacate son AGMIs, los cuales aumentan la termogénesis y se oxidan facilmente,
promoviendo un mayor gasto de energia y menor almacenamiento de la misma. El aumento en la
termogénesis puede ocurrir por estimulo al sistema nervioso simpatico, ejercido por los AGMIs, el
cual es capaz de estimular a la lipasa sensible a hormonas, incrementando la B-oxidacion a partir
de lipidos presentes en los adipocitos, lo cual promueve la reduccion del peso corporal (Silva
Figueiredo et al., 2017). Ademas, la fibra insoluble y AGMIs presentes en el aguacate pueden
aumentar la saciedad, lo que contribuye a una menor ingesta caldrica y almacenamiento en forma

de tejido adiposo.

El aguacate contiene también compuestos fendlicos con potencial cardioprotector, entre los que
destacan las proantocianidinas (PACs) y acidos fenolicos. Las PACs son polimeros de catequina y
epicatequina encontrados principalmente en la pulpa. Tanto las PACs como los mondmeros que
las constituyen, son conocidas por sus potentes capacidades antioxidantes. Los acidos fenolicos
mas representativos presentes en el aguacate son el dcido p-cumarico y acido quinico, entre otros,
los cuales ejercen también altas capacidades antioxidantes (Lopez-Cobo et al., 2016; Villa-
Rodriguez et al., 2011). Los compuestos fenolicos pueden tener efectos benéficos como reducir el
estrés oxidativo, control glicémico, reduccion de la oxidacion del colesterol LDL y asi mantener la
salud cardiovascular. Sin embargo, sus efectos sobre la absorcion y micelizacion del colesterol no

han sido analizados.

2.4.2 Subproductos del Aguacate como Fuente Potencial de Compuestos Bioactivos

La produccion industrial de aceite de aguacate y otros productos (por ejemplo, guacamole), genera

subproductos como pulpa desgrasada, semilla y céscara, lo que resulta en una gran cantidad de
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residuos sélidos, ya que estos representan del 21 al 30 % del peso de la fruta (Lopez-Cobo et al.,
2016). Normalmente, los residuos de aguacate no se utilizan y se descartan directamente, lo que
representa un problema ambiental grave (Salazar-Lopez et al. 2020). Es por ello que resulta
importante aprovechar estos subproductos, tanto para reducir su impacto negativo en el medio
ambiente, como para agregarles valor, ya que pueden ser fuentes importante de compuestos

fitoquimicos bioactivos (Siqueira et al., 2015; Tremocoldi et al., 2018).

Estos compuestos pueden ser aislados mediante extraccion verde para reducir el impacto ambiental
de la cadena de produccion. Este es un procedimiento que considera un menor consumo de energia,
uso de disolventes alternativos y productos naturales renovables, ademds de asegurar la obtencion
de extractos seguros y de alta calidad. El etanol es el bio-solvente mas comun y juega un papel
importante en el reemplazo de solventes petroquimicos. Debido a su polaridad y muy alto poder
disolvente, el etanol puede usarse para la extraccion de compuestos fendlicos de subproductos
agroindustriales (Tremocoldi et al., 2018). Los subproductos de aguacate representan una fuente
potencial de compuestos bioactivos, tales como compuestos fendlicos, los cuales ejercen una alta
capacidad antioxidante, pudiendo incluso ser superior a lo encontrado en la pulpa (Ayala-Zavala
et al., 2011; Kosinska et al., 2012; Lopez-Cobo et al., 2016), tales como catequina, PACs y
polimeros de catequina (Soong y Barlow, 2004), los cuales pueden ser extraidos mediante quimica

verde.

Se ha reportado que el extracto de subproductos de aguacate cuenta con aplicaciones potenciales
como larvicidas, antifingicas y antibacteriales, asimismo, pueden ser consumidas por el ser
humano para ejercer efectos antioxidantes, antiprotozoarias, antidiabéticas, antihipertensivas e
hipocolesterolémicas (Jiménez-Arellanes et al., 2013; Wang et al., 2010). Estas actividades
sugieren que los subproductos de aguacate contienen compuestos bioactivos importantes que
pueden recuperarse y aprovecharse para diferentes aplicaciones, sin embargo, estos siguen siendo
subutilizados. Se han realizado diversos estudios en cascara y semilla obtenidos en condiciones de
laboratorio bajo condiciones controladas, mas no se ha estudiado lo generado por la industria de
manera real. Cabe mencionar también que existen pocos estudios que utilicen subproductos

obtenidos de la industria para analizar su bioactividad.
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2.4.3. Posible Mecanismo de Accion de los Compuestos Fendlicos del Aguacate cv. 'Hass'

sobre la Micelizacion de Colesterol

La interrupcion (directa o indirecta) de la formacion y destino de las micelas mixtas ricas en
colesterol y otros compuestos lipofilicos, es un mecanismo que se ha utilizado para disminuir la
hipercolesterolemia con farmacos y ciertos compuestos fenolicos que podrian encontrarse en el
aguacate y sus subproductos (Figura 5). Para ello, los compuestos fendlicos se unen al colesterol,
formando un complejo de un tamafio mayor que no permite su incorporacion a la micela. La micela
puede ser transportada hacia el enterocito sin colesterol, mientras que el complejo colesterol-
compuesto fenolico es excretado por via fecal. En este sentido, los compuestos fendlicos presentes
en la pasta de aguacate pudieran inhibir la micelizacidon del colesterol a través de la formacion de
complejos con ¢él, sin embargo, se necesitan estudios mas detallados para aclarar como estos

compuestos inhiben la absorcion de colesterol en la luz intestinal y en los enterocitos.
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Figura 5. Posibles mecanismos de inhibicion de la absorcion del colesterol por los compuestos
bioactivos presentes en el aguacate 'Hass' (pulpa y subproductos). Catequina (Cat), colesterol
esterasa (CES), epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina (EPI), Lipasa (LIP), procianidina
B2 (PB2).

2.5. Bioaccesibilidad y Biodisponibilidad Enteral de Compuestos Fenolicos

Las multiples bioactividades de los fitoquimicos del aguacate mencionadas anteriormente
dependen de que estos sean liberados de la matriz alimentaria, se mantengan estables a nivel
luminal, sean absorbidos y posteriormente distribuidos. Para determinar sus posibles efectos, es
importante determinar como el proceso de digestion afecta su estabilidad y regula su absorcion

(Bermudez-Soto et al., 2007; Dominguez-Avila et al., 2017; Velderrain-Rodriguez et al., 2018).
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Los modelos de digestion in vitro se han aplicado ampliamente con esta finalidad y ofrecen una
herramienta alternativa a los estudios en animales, permitiendo asi predecir la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de compuestos bioactivos debido a su simplicidad y velocidad (Carbonell-
Capella et al., 2014). A pesar de que los modelos in vivo proporcionan resultados mas precisos, su

uso puede ser limitado debido a restricciones éticas y practicas.

La bioaccesibilidad de un compuesto se refiere a la fraccion del mismo que se libera de la matriz
alimentaria en el tracto gastrointestinal y esta disponible para su absorcion, mientras que la
biodisponibilidad se define como la proporcidon que es efectivamente absorbida por el organismo
(Carbonell-Capella et al., 2014). Los compuestos bioactivos, asi como otros nutrientes, se hacen
biodisponibles mediante transformaciones digestivas que los hidrolizan en compuestos mas
simples, quedando listos para ser absorbidos por las células del epitelio intestinal y sufrir un
metabolismo pre-sistémico intestinal y hepatico. Los efectos a la salud de los bioactivos dependen
en gran medida de su biodisponibilidad, la cual estd determinada por su liberacion luminal y
posterior absorcion intestinal. El contenido y tipo de fibra dietéticas es uno de los factores mas
importantes que regula el proceso digestivo de los bioactivos, a través de interactuar y crear
asociaciones con ellos a lo largo del tracto digestivo (Jakobek y Mati, 2019). Las fibras dietéticas
son polimeros de carbohidratos resistentes a la digestion y absorcion en el intestino delgado
humano, y pueden fermentarse parcial o completamente en el intestino grueso (Goiii et al., 2009).
Segun su solubilidad, se pueden clasificar como solubles e insolubles. Las fibras solubles incluyen
pectinas, B-glucanos, gomas, oligosacaridos, inulina y otros, mientras que las insolubles se

encuentran celulosa, hemicelulosa, quitina y almidon resistente (Quirds-Sauceda et al., 2014).

Los compuestos fenodlicos son un gran grupo de compuestos vegetales que se pueden dividir en
varias categorias, tales como acidos fenolicos, flavonoides, lignanos y estilbenos (Quiros-Sauceda
et al., 2014). Estos compuestos han mostrado muchas bioactividades potenciales; algunas estan
conectadas a sus interacciones con otros componentes alimenticios, como las fibras dietéticas.
Estos compuestos pueden entrar en contacto con fibras dietéticas y unirse a su superficie, lo cual
altera su bioaccesibilidad y biodisponibilidad. La fraccion no absorbida puede ser transportada por
las fibras y llegar al colon, donde pueden ser liberados por la accion de las bacterias. Aqui, pueden

ejercer directamente diversos efectos benéficos (Macdonald y Wagner, 2012), o bien, ellos o sus
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catabolitos podrian ser absorbidos. Debido a sus acciones en el colon, se ha propuesto que
transportar compuestos fenolicos hacia este tejido puede ser una de las funciones esenciales de las

fibras dietéticas (Saura-Calixto, 2011).

Tanto los compuestos fendlicos como las fibras poseen numerosos grupos hidroxilo, lo que brinda
la posibilidad de formar multiples enlaces de hidrogeno entre si (Quirds-Sauceda et al., 2014), y
dado que ambos cuentan ademads con otros grupos funcionales, también son posibles las fuerzas de
Van der Waals. Si primero se crean enlaces de hidrogeno, la distancia entre el compuesto fendlico
y la fibra dietética puede acortarse, lo que permite las interacciones de Van der Waals (Wu et al.,
2011). Existe también la posibilidad de formar interacciones hidrofébicas entre estos compuestos,
disminuyendo asi la energia superficial creada cuando las moléculas no solubles se agregan juntas
en un entorno acuoso. Algunas fibras y compuestos fenolicos no son solubles en agua, lo que
facilita la formacion de agregados mediante interacciones hidrofobicas. Los anillos aromaticos
hidrofébicos son los principales grupos funcionales presentes en los compuestos fendlicos que

respaldan las interacciones hidrofobicas (Saura-Calixto, 2011).

Se ha demostrado que varias fibras dietéticas unen compuestos fenolicos; las condiciones del tracto
digestivo (pH, fuerza i6nica y temperatura) tienen papeles importantes en ese proceso, controlando
el mecanismo y la intensidad de la union. Los compuestos fenolicos pueden liberarse de la matriz
alimenticia en las partes superiores del tracto digestivo (bioaccesibles), sin embargo, su
bioaccesibilidad es altamente variable, desde un porcentaje minimo hasta mas del 80 %, lo cual
depende en gran medida de las fibras dietéticas que disminuyen o retrasan su bioaccesibilidad. Esto
sugiere que la porcion de compuestos fenolicos que llega al intestino grueso es mayor si el alimento
es rico en fibra (Jakobek y Mati, 2019). Por lo cual, es importante determinar el comportamiento

de la pasta de aguacate bajo condiciones del tracto digestivo.

Para el caso que nos ocupa, se ha evidenciado que el aguacate mejora la absorcion de nutrientes
cuando se usa en combinacién con otros alimentos y suplementos (Unlu ez al., 2005). Los alimentos
de origen vegetal suelen presentar una matriz desafiante para la utilizacion de la vitamina A, lo que
dificulta la absorcién y conversion de la provitamina A en vitamina A (Tang et al., 2005). La

absorcion de provitamina A de fuentes vegetales es tipicamente pobre; se ha demostrado que el
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consumo de alimentos ricos en lipidos mejora la absorcion de vitaminas liposolubles, incluida la
vitamina A. La presencia de grasas solubles durante la digestion facilita la formacion de micelas
mixtas que facilitan su absorcion (Reboul, 2013). Las absorciones de provitamina A, incluidos [-
caroteno, o-caroteno, B-criptoxantina, luteina y zeaxantina, mejoraron cuando se consumieron
juntamente con aguacate, lo cual puede atribuirse al alto contenido de AGMI del aguacate. Se ha
demostrado que el aguacate mejor6 la utilizacion de provitamina A al aumentar su tasa de
conversion a vitamina A en participantes con baja eficacia de conversion (Kopec ef al., 2014). La
mayor absorcion de provitamina A se ha atribuido a la formacion mejorada de micelas mixtas en
el lumen, aumentando la solubilidad y facilitando la absorcion por los enterocitos. Debido a su
matriz alimentaria rica en esteroles vegetales y AGMI, los aguacates pueden proporcionar una
absorcion mejorada de compuestos lipofilicos en comparacion con otras frutas y verduras. Como
se establecid para la vitamina A y el B-caroteno, es probable que la absorcion de otros compuestos
lipofilicos se mejore de manera similar con el consumo con aguacate. La literatura actual
proporciona poca informacion sobre el efecto de la matriz de aguacate en la absorcion de vitaminas

y fitoquimicos solubles en agua (Bhuyan et al., 2019).
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3. HIPOTESIS

Los compuestos bioactivos de la pasta de aguacate cv. 'Hass' son bioaccesibles en la fase

gastrica, y sus principales compuestos fendlicos podrian interactuar con el colesterol
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar una caracterizacion quimica de la pasta de aguacate cv. 'Hass', y evaluar la

bioaccesibilidad e interacciones de sus principales compuestos fenolicos con el colesterol.

4.2 Objetivos Especificos

1. Realizar una caracterizacion fisicoquimica, proximal, perfil de los principales compuestos

bioactivos y de la capacidad antioxidante de la pasta de aguacate cv. 'Hass'.

2. Evaluar el efecto de las diferentes etapas de una digestion in vitro, sobre la liberacion de

compuestos fenolicos y capacidad antioxidante en la pasta de aguacate cv. 'Hass".

3. Caracterizar in silico las interacciones de los principales compuestos fenolicos identificados en

la pasta de aguacate cv. 'Hass' con el colesterol.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material Vegetal

La pasta de aguacate cv. 'Hass' utilizada en el presente estudio fue amablemente donada por el
Centro de Innovacién y Desarrollo Agroalimentario (CIDAM) de Michoacan, la cual proviene del
procesamiento industrial de aguacate para la extraccion de su aceite y se compone de pulpa
desgrasada, cascara y semilla. La pasta fue transportada al Laboratorio de Antioxidantes y
Alimentos Funcionales del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD),

donde se almaceno a -25°C y se liofiliz6 durante 72 h, para su uso posterior.

5.2 Reactivos

Se utilizé etanol 99.5% (459836-1L), hexano 95% (296090-1L), butanol 99.5% (537993-1L),
acetona 99.5% (179124-1L), acetato de sodio (S8625), 2, 4, 6-Tris-(2-piridil)-S-triazina (TPTZ,
T1253), 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH, 257621-100MG), acido 2,2’-azinobis-3-etil-
benzotiazolina-6-sulfénico (ABTS, A1888), diclorhidrato de 2,2'-azobis 2-metilpropionamidina
(AAPH, 440914-25@G), acido clorhidrico (320331-6X2.5L), cloruro de sodio (S7653), a-amilasa
(A3176), sales biliares (1071304), reactivo de Folin-Ciocalteu (F9252), carbonato de sodio
(S7795-500G) y cloruro férrico (157740-5G), adquiridos de Sigma-Aldrich (EUA). El papel filtro
Whatman No.1 (10292221) se adquirié de Thermo Fisher Scientific (EUA).
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5.3 Caracteristicas Fisicoquimicas y Analisis Proximal de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

5.3.1 Color

Las variables de color CIE L*, a* y b* se midieron en tres puntos de la pasta liofilizada, utilizando
un colorimetro CR-400HS (Konica Minolta Sensing Inc., EUA) (Odriozola-Serrano, Soliva-
Fortuny, y Martin-Belloso, 2008). Las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados se

reportaron como °Hue.

5.3.2 Solidos Solubles Totales, Acidez Titulable y pH

Se cuantificaron los sélidos solubles totales (SST, °Brix) en una muestra de 10 g de pasta de
aguacate y 50 mL de agua destilada (Quirds-Sauceda et al., 2019). La mezcla se filtr6 y los SST se
midieron directamente a partir del residuo filtrado, usando un refractometro digital Abbe (E-Inginst
Electron Corp., EUA). También se determind la acidez en una mezcla que contenia 5 mL de pasta
de aguacate, 50 mL de H20 y 0.1 % de fenolftaleina., la cual se titul6 con NaOH 0.1 M a un pH de
8.1. La acidez titulable se expresé como porcentaje de acido citrico (Bartolomé, Rupérez, y Fuster,
1995). Asimismo, el pH se determind utilizando un medidor de pH electrénico (Fisher Scientific,

EUA.).

5.3.3 Humedad

El porcentaje de humedad se determiné por el método de Ozdemir y Topuz (2004), con algunas
modificaciones. Se pesaron 5 g de pasta liofilizada de aguacate en una charola de aluminio

previamente seca y pesada. Esta se coloco en una estufa al vacio a una temperatura de 70 °C durante
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un periodo de 24 h. Posteriormente, la muestra se colocd durante 30 min en un desecador y se
registro el peso. El porcentaje de humedad se obtuvo por diferencia del peso de la muestra antes y

después del secado. Las mediciones se realizaron por triplicado.

5.3.4 Proteina

El contenido de proteina se determino por la técnica de micro Kjeldahl, de acuerdo a la metodologia
reportada por la AOAC (1990). Para ello, se pesaron 0.2 g de pasta de aguacate y se colocaron
dentro de un matraz micro Kjeldahl de 100 mL. Se afiadieron también 1.5 g de unamezclade 5 g
de CuSOs4.5 H>O y 93 g de KxSO4, ademas de 5 mL de HoSO4 concentrado, y se colocaron en el
digestor a temperatura media, hasta que la muestra fue digerida durante aproximadamente 5 min.
Luego se agregaron 10 mL de agua destilada para disolver la muestra y se vacid el contenido del

matraz en el equipo de destilacion.

Se coloco un vaso de recuperacion con 25 mL de HsBOs al 4 % (p/v) en la salida del equipo, se
agregaron dos gotas de rojo de metilo (0.125 g rojo de metilo y 0.08 g de azul de metileno en 100
mL de alcohol). Posteriormente, se agregd una solucion de NaOH al 40 % (p/v) en el receptor del
destilador, hasta que se formd una mezcla color café, a partir del cambio de coloracion de la
solucion de HsBO:s. El destilado que se recuper6 fue titulado con HC1 0.1 N. Se registr6 el volumen

de HCI que se anadid. Se calcul6 el porcentaje de nitrogeno como se muestra en la Ecuacion 1.

(1) % Nitrogeno = ——23%7 _ o 100

Peso de la muestra

Donde N es la normalidad del acido de valoracion, V es el volumen en mL del acido gastado y

14.007 es el peso atomico del nitrégeno.
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Una vez obtenido el porcentaje de nitrogeno, se calculd el porcentaje de proteina como se muestran
en la Ecuacion 2. Los resultados se expresaron como porcentaje de proteina, realizando las

determinaciones por triplicado.

(2) % Proteina = %N X F

Donde N es el porcentaje de nitrégeno y F es el factor de conversion a proteina (6.25).

5.3.5 Lipidos Totales

El contenido de lipidos totales se determind por el método de la IUPAC (1979), utilizando un
equipo Soxhlet. Se pesaron 2 g de pasta liofilizada de aguacate, la cual se colocd dentro de un dedal
de extraccion, y se registro el peso del vaso para extraccion de lipidos totales. El dedal de extraccion
se coloco en el aparato, afiadiendo después suficiente éter de petréleo para la extraccion de lipidos
de la muestra. El proceso se llevd a cabo por un periodo de 4 h, posteriormente, el vaso con los
lipidos extraidos se coloco en una estufa a 100 °C durante 15 min, luego en un desecador durante
15 min y finalmente se registré su peso. El contenido de lipidos totales se obtuvo por diferencia de

peso entre el vaso con lipidos extraidos, con respecto al vaso vacio.

5.3.6 Ceniza

El contenido de ceniza se cuantific6 mediante la metodologia reportada por la AOAC (1990), en
una mufla (Termolyne, EUA). Se calentaron tres crisoles de porcelana a 550 °C por 1 h para
eliminar la humedad, se enfriaron a 25 °C en un desecador por 30 min y se registrd su peso.

Posteriormente, se colocaron 1.5 g de pasta de aguacate en cada uno de ellos. Las muestras se pre-
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incineraron en una placa de calentamiento a temperatura media, luego, se calcinaron en la mufla a
550 °C durante 12 h hasta obtener cenizas blancas. El porcentaje de ceniza se calcul6 por diferencia

de peso de los crisoles antes y después de la incineracion.

5.4 Obtencion de Extractos de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

Se prepar6 un extracto de pasta de aguacate de acuerdo a la metodologia descrita por Palafox-
Carlos et al. (2012). Para ello, se utiliz6 1 g de muestra y se homogeneizé con 20 mL de etanol:
agua (80:20, v/v). Se colocod durante 30 min en un sonicador (Bransonic, EUA) y se centrifugd
(Beckman Coulter, EUA) a 9,400 g durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y los
residuos de la extraccion se lavaron dos veces mas con 10 mL de etanol al 80%. Los sobrenadantes
obtenidos se combinaron y filtraron a través de papel Whatman No. 1. El extracto obtenido fue
alicuotado y almacenado a -20 °C en contenedores d&mbar en una atmdsfera de nitrogeno. Las
alicuotas se utilizaron para la determinacion de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante

descritos a continuacion.

5.5 Cuantificacion de Compuestos Bioactivos de la Pasta de Aguacate cv.'Hass'

5.5.1 Compuestos Fendlicos Totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se cuantificdé mediante el método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu, basado en el procedimiento reportado por Singleton y Rossi, (1965), utilizando
acido galico como estandar. Brevemente, se mezclaron 30 puL de extracto etandlico de pasta de
aguacate, 150 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu (previamente diluido 1:10 en agua destilada) y
120 pL de carbonato de sodio al 7.5%. La absorbancia de la solucion resultante se midi6 a 765 nm

en un espectrofotometro FLUOstar Omega (BMG Labtech, EUA) después de un periodo de
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incubacion en oscuridad de 30 min. Las absorbancias obtenidas se utilizaron para cuantificar el
contenido de compuestos fenolicos totales, el cual se expres6 como mg equivalentes de acido galico

(EAG)/g de peso seco (ps). Los andlisis fueron realizados por triplicado.

5.5.2 Flavonoides Totales

El contenido de flavonoides totales se determiné utilizando el método espectrofotométrico descrito
por Floegel et al. (2011). Brevemente, se mezclaron 250 uL. de muestra o estandar (catequina) con
1 mL de agua destilada y 75 pL de solucion de nitrito de sodio al 5 % (p/v). Después de 5 min de
incubacion, se afiadieron 75 pL de cloruro de aluminio, tras 1 min se afiadieron 500 pL de hidréxido
de sodio 1 M y 500 puL de agua destilada, se agitaron vigorosamente y se pipetearon 300 pL a un
pocillo de microplaca. La absorbancia se midié inmediatamente a 496 nm en un espectrofotdmetro
FLUOstar Omega. El contenido de flavonoides se expres6 como mg equivalentes de catequina

(EC)/g ps. Los analisis se realizaron por triplicado.

5.5.3 Taninos Hidrolizables y Condensados

El contenido de taninos hidrolizables y condensados se determiné a partir de los residuos de la
extraccion etanolica antes mencionada, utilizando la metodologia de Hartzfeld e al. (2002). Para
determinar taninos hidrolizables, se recuperaron tres pellets de la pasta de aguacate de la extraccion
etanodlica, los cuales se sometieron a una hidrolisis con 20 mL de metanol y 2 mL de H>SO4
concentrado por 20 h a 85 °C bajo condiciones de agitacion constante en un bafio de agua (Thermo
Scientific, EUA). Posteriormente, los taninos hidrolizados se incubaron a temperatura ambiente y
se centrifugaron a 15,000 rpm durante 15 min a 4 °C. Después, el sobrenadante fue filtrado a través
de papel Whatman No. 1 y se afor6 a 50 mL con agua destilada. Se realizaron dos lavados
adicionales con 10 mL de agua destilada; en cada lavado, la muestra se centrifugé y filtrd. El

volumen que se recuperd se aforé a 50 mL utilizando agua destilada. La absorbancia del
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sobrenadante obtenido se midido a 530 nm en un espectrofotdémetro FLUOstar Omega. Los

resultados se expresaron como mg EAG/g ps.

Para la determinacion de antocianinas presentes en los taninos condensados, se utilizaron tres
pellets de pasta de aguacate recuperados de la extraccion. Se afiadieron 10 mL de una solucidén que
contenia 975 mL de butanol y 25 mL de HCIl (37 %) a cada pellet de pasta de aguacate,
posteriormente, se colocaron en un bafio de agua a 100 °C durante 3 h. La solucion se centrifugd a
15,000 rpm, durante 15 min a 4 °C, posteriormente, se realizaron 2 lavados mas con 10 mL de
butanol y HCI. Los sobrenadantes se aforaron a 50 mL y su absorbancia se midi6é a 555 nm en un
espectrofotometro FLUOstar Omega Los resultados se reportaron como mg equivalentes de

cianidina (ECid)/g ps.

5.5.4 Carotenoides Totales

La extraccion de carotenoides se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por Davis et al.
(2007) con algunas modificaciones. Se pesaron 0.6 g de la pasta de aguacate, los cuales se
mezclaron con 5 mL de BHT (hidroxitolueno butilado) al 0.05 % en acetona mas 5 mL de etanol
al 95 % y 10 mL de hexano. Las mezclas se colocaron en una placa agitadora a 180 rpm por 15
min. Se agregaron 3 mL de agua destilada, posteriormente, se separo la parte superior (hexano) y
se midio su absorbancia a 450 nm en una celda de espectrofotometro de 1 cm de longitud (Varian,
EUA). La concentracion de carotenoides se calculo en base al peso de la muestra, absorbancia y

coeficiente de extincion molar, como se muestra en la Ecuacion 3.

3) c=2YxFD
EXg

Donde: A = absorbancia; V = volumen recuperado de la fraccion hexanica; E = coeficiente de

extincion molar de B-caroteno (2500 M! cm™); g = masa de la muestra (g).
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Los resultados se expresaron como pg de carotenoides/g ps, realizando las determinaciones por

triplicado.

5.5.5 Clorofilas Totales

La cuantificacion de clorofila a y B se llevo a cabo utilizando la metodologia descrita por Ledn-
Chan et al. (2017) con algunas modificaciones. Se pesaron 0.3 g de muestra, se mezclaron con 30
mL de acetona y se homogeneizaron por 1 min en un equipo Ultra Turrax (IKA Works, EUA).
Posteriormente, la mezcla se incub6 en la oscuridad por 30 min en hielo, se filtré6 con papel
Whatman No. 1 y se afor6 con acetona a 25 mL. La absorbancia de las muestras se midié en un
espectrofotometro en una celda de 1 cm de longitud, leyendo la clorofila aa 661.6 nm y la clorofila
B a 644.8 nm. Las concentraciones de clorofila a y clorofila f se determinaron utilizando la
Ecuacién 4. Las muestras se analizaron por triplicado y los resultados se expresaron como pg de

clorofila/g de peso seco.

4) Ca% =11.24 A ¢61.6- 2.04 A 6448 csﬁ =20.13 A 6445-4.19 A 6616

Donde Ca y CPB son las concentraciones de clorofila a y B, respectivamente, A ¢61.6, A 644.8 Y SON

las absorbancias méximas de la muestra a 661.6 y 644.8 nm, respectivamente.
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5.6 Determinacion de la Capacidad Antioxidante de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

5.6.1 FRAP

La capacidad antioxidante se determino por el método de FRAP, de acuerdo a la metodologia de
Benzie y Strain (1996). El reactivo FRAP se prepar6é mezclando 0.5 mL de TPTZ 10 mM en acido
clorhidrico 40 mM con 5 mL de tampoén de acetato de sodio 0.3 M (pH 3.6) y 0.5 mL de solucion
de cloruro férrico 20 mM. Se mezclaron 20 pL del extracto etanolico de la pasta de aguacate y 280
uL del reactivo FRAP. La mezcla se incub6 durante 30 min, se midi6 la absorbancia a 595 nm en
un espectrofotometro FLUOstar Omega. Se prepar6 una curva de calibracién usando Trolox como

estandar. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de Trolox (ET)/g ps.

5.6.2 DPPH

Se determiné la capacidad antioxidante por medio del radical DPPH, utilizando la metodologia
descrita por Brand-Williams et al. (1995), con algunas modificaciones. Se prepard una solucion
mezclando 2.5 mg de radical DPPH con 100 mL de etanol. Para la reaccion, se mezclaron 20 pL
de extracto de la pasta de aguacate con 280 pL de radical DPPH en una microplaca y se incubo
durante 30 min. La absorbancia se midié a 515 nm en un espectrofotdémetro FLUOstar Omega. Los

resultados se expresaron como mg ET/g ps.

5.6.3 TEAC

El ensayo para determinar capacidad antioxidante por TEAC se llevé a cabo siguiendo el método

de Re et al. (1999). La soluciéon madre del cation radical ABTS se generd mezclando 7 mM de
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ABTS con 2.55 mM de persulfato de potasio en 10 mL de agua desionizada y se incub6 en la
oscuridad durante 16 h. La solucién de trabajo se prepard diluyendo la solucion madre ABTS con
etanol absoluto a una absorbancia de 0.70 = 0.05 a 754 nm. Se mezclaron 5 pL del extracto
etanodlico de la pasta de aguacate con 245 pL de solucion ABTS diluida. Después de incubar en
oscuridad durante 5 min a 25 °C, se midi6 la absorbancia de la mezcla frente a un blanco (etanol)
a 734 nm en un espectrofotometro FLUOstar Omega. Se prepar6 una curva de calibracion usando

Trolox como estandar. Los resultados se expresaron como mg ET/g ps.

5.6.4 ORAC

Se determin6 la capacidad antioxidante por el método de ORAC (capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno), de acuerdo a la metodologia reportada por Robles-Sanchez et al. (2011). Se
mezclaron 100 pL del extracto etanolico de pasta de aguacate, 1.65 mL de tampon de fosfato 75
mM apH 7, 150 pL del reactivo AAPH (0.8 M) como generador de radicales peroxilo y 100 puL de
35 fluoresceina (0.106 uM). Posteriormente, las muestras fueron pre-incubadas a 37 °C durante 15
min y se adiciono el reactivo AAPH para iniciar la reaccion. Las longitudes de onda de excitacion

y emision fueron 484 nm y 515 nm, respectivamente. Los resultados se expresaron como mg ET/g

ps.

5.7 Perfil de Compuestos Fenolicos de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

El perfil de compuestos fendlicos fue caracterizado mediante cromatografia liquida. Para ello, se
obtuvieron extractos segun lo descrito por Shivashankara et al. (2004) con algunas modificaciones.
La pasta de aguacate liofilizada (0.5 g) se homogeneiz6 en 20 mL de etanol al 80 %, usando un
homogeneizador basico Ultra Turrax a 25 °C. La mezcla se sonico durante 30 min y se centrifugo
a 9400 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante fue recuperado y se realiz6 una extraccion

adicional sobre el residuo, como se describid previamente. Luego, los sobrenadantes se combinaron
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y filtraron a través de papel filtro Whatman No. 1. A partir de ahi, se tomo una alicuota de 10 mL,
la cual se someti6 a hidrolisis alcalina mediante la adicion de 10 mL de NaOH 4 M, seguido de
incubacion durante 4 h a temperatura ambiente bajo luz tenue. Después de la incubacion, los
extractos se acidificaron a pH 2.0 con HCI 4 N. La solucién acidificada se extrajo dos veces con
20 mL de acetato de etilo. Las fases organicas se combinaron y se evaporaron a sequedad a 35 °C

en un evaporador rotativo. La extraccion se realizo por triplicado.

Las muestras obtenidas se inyectaron en un equipo UPLC (Acquity, Waters, EUA.) equipado con
un detector de diodos (DAD) siguiendo el método descrito por Velderrain-Rodriguez et al. (2018)
con ligeras modificaciones. La separacion se realizé en una columna Acquity UPLC ™ BEH C18
(1.7 um, 3.0 x 100 mm) a 60 °C. Se us6 un sistema de fase binaria, siendo el solvente A agua con
0.5 % de acido formico y B 100 % metanol. El gradiente aplicado fue: 0-0.25 min 20 % de B (flujo
0.4 mL/min); 5 min 20 % de A (0.2 mL/min); 12 min 45 % de B (0.180 mL/min); 25 min 100 %
de B (0.1 mL/min); 16 min (40 % de B, 0.2 mL/min); 30 min 20 % de B (0.4 mL/min). La deteccion
de acido galico, quercetina y rutina se realizo a 240 nm, 280 nm y 360 nm, respectivamente. La
deteccion de 4acido p-cumarico y acido fertlico se realizé a 320 nm La cuantificacion de
compuestos fenolicos se realizd con curvas establecidas utilizando estdndares externos. Los

resultados se expresaron como pug/g ps.

5.8 Perfil de Carotenoides y Tocoferoles de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

La extraccion de carotenoides y tocoferoles se llevd a cabo utilizando los métodos de Hess et al.
(1991) con algunas modificaciones. La pasta de aguacate liofilizada (0.2 g) se mezcl6 con 1 mL de
etanol con BHT y 1 mL de hidréxido de potasio al 50 %; la mezcla se agitd en vortex durante 15 s
y se incubd en un bafio de agua a 70 °C (previamente calentado). Después de 10 min de
saponificacion, las mezclas se agitaron en vortex durante 5 s y se devolvieron inmediatamente al
bafo de agua para continuar el proceso durante otros 20 min. Al final de esta etapa, los tubos se
enfriaron en agua helada, se afadieron 5 mL de hexano se agitaron por vortex durante 15 s y se

centrifugaron a 1,500 rpm a 10 °C durante 7 min. Se transfirieron 600 pL de la capa superior de
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hexano a un tubo Eppendorf, en donde el hexano se evapor6 hasta sequedad y el extracto se
reconstituyd en 200 pL del etanol. Estas muestras se colocaron en viales con insertos para inyectar

al equipo de HPLC.

El andlisis de carotenoides se realizé en un HPLC-DAD serie HP1100, leyendo las absorbancias a
430, 450 y 471 nm, después de una separacion a través de una columna de fase reversa C30 de 150
x 4,6 mmy 3 um (YMC Inc., EUA). La fase mévil consistid6 en metanol/agua (96:4, v/v) que
contenia acetato de amonio 0.05 M y una fraccion en volumen de 0.05 % de trietilamina (solvente
A) y metil ter-butil éter (MTBE) (solvente B). El gradiente de elucion fue (1) 10 min de solvente
A de 100 a 90 %, (2) de 9 min a 69 % de solvente A y 31 % de solvente B, (3) de 16 min a 35 %
de solvente A y 65 % de solvente B, y (4) una retencion de 0.1 min a 65 % de solvente A y 35 %
de solvente B. El contenido de carotenoides individuales (zeaxantina, a-caroteno y -caroteno) se

obtuvo usando curvas de calibracion de estandares puros.

Se analiz6 el contenido de tocoferoles en un equipo HPLC serie HP1100 equipado con un detector
de fluorescencia (FLD), utilizando longitudes de onda de excitacion y emision de 294 y 326 nm,
respectivamente. El sistema de HPLC estaba equipado con una columna Prodigy C 18 de 250 X
4.6 mm ID, 3 um (YMC Inc.) mantenida a 30 °C. La fase modvil fue metanol/agua (95:5 v/v), a
flujo de 0.75 mL. La identificacion de los tocoferoles se realizéo comparando su tiempo de retencion
con el de los estandares. El contenido de tocoferoles individuales (o~ y y-tocoferol) se obtuvo

usando curvas de calibracion de estdndares puros.

5.9 Perfil de Acidos Grasos de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

La extraccion de aceite para caracterizar el perfil de acidos grasos se realiz6 segin la metodologia
de Metcalfe et al. (1961) con ligeras modificaciones. Brevemente, se homogeneizaron 2 g de pasta
liofilizada durante 1 min con 10 mL de metanol usando un Ultra Turrax. Se afiadieron 20 mL de
cloroformo, se homogeneizé durante 2 min y se filtr6 usando papel filtro Whatman No. 1. El

sedimento se extrajo tres veces. El sobrenadante recuperado se transfiri6 a un embudo de
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separacion y se le afiadieron 25 mL de cloruro de potasio al 0.88 % hasta que se observo la
separacion de fases. Se recogié una muestra de la fase inferior y se evapord a sequedad usando un

evaporador rotativo (Biichi, Suiza).

La muestra concentrada se coloc6 en un matraz de destilacion y se unid a un condensador, después
de agregar 10 mL de hidroxido de sodio (0.5 N) en metanol. Luego, las muestras se calentaron
hasta ebullicion y se colocaron en reflujo durante 10 min. Después, se afiadieron 12 mL de
trifluoruro de boro y se calentd a reflujo durante 3 min. Finalmente, se afiadieron 4 mL de heptano
y se calent6 a reflujo durante 2 min. La muestra se transfirié a un tubo de ensayo y se afiadid cloruro
de sodio hasta que se observo un color blanco. Se afadi6 1 g de sulfato de sodio y se agitd hasta

que se separaron las fases.

La fase superior se separ6 con una pipeta Pasteur y se recuperd en un vial de 2 mL. La muestra se
seco con nitrégeno y se almacend congelado hasta el andlisis. Los dcidos grasos se identificaron
tras inyectar 1 pL del extracto final en un sistema de cromatografia de gases (Agilent, EUA),
equipado con un detector de ionizacion de llama y una columna capilar de 30 m x 0.32 mm x 0.25
pm (Supelco, EUA). La cuantificacion de los acidos grasos se realizo utilizando el area bajo la

curva de los picos identificados.

5.10. Liberacion de Compuestos Fenolicos y Capacidad Antioxidante en la Pasta de Aguacate cv.

'Hass' en un Modelo de Digestion in vitro.

El modelo de digestion in vitro se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Minekus et al.

(2014), e ilustrada de manera general en la Figura 6.
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Figura 6. Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos de la pasta de aguacate en un modelo in vitro.
Fase oral: a-amilasa; Fase gastrica: pepsina; fase intestinal: pancreatina y sales biliares; dialisis 30,
60,90 y 120 min; CF-DFI: liberacion de compuestos fendlicos por difusion pasiva de la fase
intestinal; determinacién de CFTs: compuestos fendlicos totales; CAOX: capacidad antioxidante
por los métodos de FRAP, DPPH y ABTS.

La digestion consistio en tres fases para simular secuencialmente la fase oral, géstrica e intestinal.
Para la fase oral, se mezclo 1 g de pasta de aguacate liofilizada con 3.5 mL de solucion oral (Cuadro
2), 0.5 mL de solucion de a-amilasa, 25 mL de CaCl, 0.3 M y 0.975 mL de agua destilada para
alcanzar un volumen final de 5 mL. La mezcla fue incubada a 37 °C en un bafio de agua con

agitacion durante 2 min. Después de la fase oral, se recogieron alicuotas de 2 mL de la muestra.

60



Cuadro 2. Preparacion de soluciones madre de fluidos de digestion simulada
Fase oral (pH 7) Fase gastrica (pH 3)  Fase intestinal (pH 7)

Sales ]
Concentracion mM
KClI 15.1 6.9 6.8
KH>POq4 3.7 0.9 0.8
NaHCO3 13.6 25 85
NaCl - 47.2 38.4
MgCl2(H20)6 0.15 0.1 0.33
(NH4)2COs3 0.06 0.5 -

Para la fase gastrica, se agregaron 6 mL de solucion géstrica (Cuadro 2), 1.28 mL de solucion de
pepsina, 4 mL de CaCl» 0.3 M y el pH se ajusté a 3.0 usando HCI 1 M. Posteriormente, el volumen
total de la mezcla se aforé a 8 mL con la adicion de agua destilada y la mezcla se incub6 en un
bafio de agua con agitacién a 37 °C durante 2 h. Después de la digestion gastrica simulada, se

recogieron alicuotas de 2 mL de la muestra.

Para simular la digestion intestinal, el digesto de la fase gastrica se mezclé con 7.7 mL de fase
intestinal (Cuadro 2), 3.5 mL de pancreatina, 1.75 mL de sales biliares y 28 mL de CaCl> 0.3 M.
El pH de la mezcla se ajusto a 7.0 usando NaOH 1 M. Luego, el volumen total se afor6 a 14 mL
con agua destilada y la mezcla se incub6 en un bafio de agua con agitacion a 37 °C durante otras 2
h. Se realiz6 una cinética de esta fase tomando una alicuota de 2 mL a los 30, 60, 90 y 120 min.

Después de la fase intestinal, se tom6 nuevamente una alicuota de 2 mL de la muestra.

El blanco (digestion sin muestra) también se incubo en las mismas condiciones descritas
anteriormente y se uso para la correccion de interferencias enzimaticas. Las alicuotas de cada una
de las fases se centrifugaron a 3,000 g, a 4 °C durante 10 min y los sobrenadantes se recuperaron
y mantuvieron en congelacion a -20 °C hasta su posterior analisis. El contenido de compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante en cada una de las fases fueron analizados de acuerdo a

las metodologias mencionadas anteriormente.
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5.11 Analisis in silico

Se evaluaron tres compuestos fenolicos previamente identificados por UHPLC-DAD en la pasta
de aguacate cv. 'Hass": &cido fertlico, 4cido p-cumarico y acido protocatéquico utilizando la
metodologia descrita por Zheng ef al. (2020). Se realizaron simulaciones basadas en la teoria
funcional de la densidad (DFT) para estudiar la interaccion entre los compuestos fenolicos y el
colesterol, con el fin de encontrar los complejos més estables de estas moléculas. Primero se realizo
un analisis conformacional, del cual se obtuvieron las diez conformaciones mas estables para cada
una de las moléculas (Schmidt ez al., 1993) utilizando el programa Gamess (V 2.0, Lynux, EUA),
empleando el funcional Becke-Lee-Yang-Parr (BLYP) (Becke, 1988; Lee ef al., 1988) y un
conjunto de bases con valencia doble zeta polarizada (6-31G*) (Becke, 1988; Miehlich et al.,
1989; Pople et al., 1993). Posteriormente, se seleccion6 el conférmero mas estable para tomar sus
coordenadas atdmicas y generar el archivo de entrada para la optimizacion de geometria en fase
gaseosa (enfoque estandar que proporciona una exitosa descripcion de las longitudes y angulos de
enlace para moléculas biologicas tipicas), con la intencidén de evaluar la reactividad que presenta

dichas moléculas.

Por otro lado, los calculos en solvente para obtener la energia (o energia libre), tienen una
convergencia erronea y a menudo terminan la optimizacion de la geometria en un punto
estacionario incorrecto. Cada molécula optimizada sirvié como input para hacer un célculo de
energia y de las propiedades de mapa electrostatico (ESP) y cargas de Hirshfield. Los archivos de
salida se analizaron utilizando el programa Mercury 2020.1 (Macrae et al., 2008) y las energias de
las moléculas optimizadas se expresaron en Hartrees, asimismo las energias de union de los

complejos, las energias de interaccion de los complejos se determinaron utilizando la Ecuacion 5.

(5) Einteraccic’m = (Emolécula 1) + (Emolécula 2) - (Ecomplejo)

Donde E es energia.
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5.12. Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Los resultados se analizaron mediante estadistica descriptiva (media aritmética, desviacion
estandar y coeficiente de variacion). Las variables respuestas fueron la concentracion de
compuestos bioactivos y capacidad antioxidante. Se realiz6 una correlacion de Pearson entre la
concentracion de compuestos fenolicos totales y la actividad antioxidante durante la digestion in
vitro'y se utilizé el analisis de varianza (ANOV A) para comparar las medias y la prueba de Tukey-
Kramer para evaluar las diferencias estadisticamente significativas (p <0.05), donde los factores de
variacion fueron las fases de digestion in vitro y como variable respuesta fueron los valores de
fenoles totales y capacidad antioxidante resultantes de los métodos de Folin—Ciocalteu, FRAP,

ABTS y DPPH. Los datos se analizaron en el paquete estadistico NCSS version 2012.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracteristicas Fisicoquimicas y Analisis Proximal de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

En la Figura 7 se presenta una imagen de la pasta de aguacate obtenida y procesada en el presente

estudio, mientras que las caracteristicas fisicoquimicas y el analisis proximal de la pasta de

aguacate cv. 'Hass' se presentan en el Cuadro 3.

Figura 7. Pasta de aguacate: cascara, semilla y pulpa desgrasada

Cuadro 3. Caracteristicas fisicoquimicas y andlisis quimico de la pasta de aguacate cv. 'Hass'

Parametro

Valor

Caracteristicas fisicoquimicas

L %
a *
b *
C*
°Hue
°Brix
Acidez titulable
pH

11.3+0.7
2703
11.2+0.8
11.5+0.8
142+13.3
0.7+0.1
0.5+0.0
43+0.0
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Composicion quimica (g/100g)

Humedad 27.8+0.6
Proteina 13.8+0.2
Lipidos 142+0.2
Ceniza 2.8+0.1

Carbohidratos* 414+1.2

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (DE). *Calculado por diferencia.

Los resultados obtenidos de L* (11.3 + 0.7), °Hue (14.2 £ 13.3) y C* (11.5 £ 0.8) presentaron
valores bajos, debido al estrés mecanico que hubo durante la extraccion de aceite. Ademas, esto se
asocia al fenémeno de pardeamiento enzimatico que se produjo durante y después del proceso. El
pardeamiento enzimatico es principalmente una consecuencia de la actividad de la enzima polifenol
oxidasa, la cual cataliza la oxidacion de sustratos fendlicos en quinonas, que posteriormente se
polimerizan en pigmentos marrones (Tinello y Lante, 2018), lo cual conduce a una alteracion del

color y degradacion de dichos compuestos.

Estos valores son menores a los reportados por Salmeron-Ruiz et al. (2014) en cascara de aguacate,
quienes reportaron valores de L* 26 + 0.9, °Hue 83.8 £ 5.0 y C* 8.1 + 0.9, mientras que Villa-
Rodriguez et al. (2011) obtuvieron valores L* de 26.3 + 0.5, °Hue de 90.6 = 3.1 y C* de 8.8 £ 0.6.
De manera similar, Ruiz-Pardo et al. (2014) encontraron valores L* de 25, “Hue de 67 y C* de 8.5
en pulpa aguacate en estado de madurez 3. A este respecto, no se esperaba que la pasta de aguacate
muestre caracteristicas similares de color con la céscara y pulpa de aguacate, debido a que ésta es
una mezcla de varios tejidos. Existen estudios que mencionan que la disminucion de los valores de
L*, °Hue y C* est4 asociado a la degradacion de la clorofila; un mecanismo de proteccion de las
plantas contra la radiacién solar, es disminuir su concentracién de clorofila para evitar una
sobrecarga de energia que pueda dafiar irreversiblemente el sistema fotosintético de la planta, un
aumento de C3G (Cox et al., 2004; Medina-Carrillo et al., 2017) y la biosintesis del complejo
enzimatico que degrada el pigmento por etileno (Gwanpua et al., 2018), ademas de estar
influenciado por la temperatura de maduracion. Estos procesos pudieron también contribuir a

generar las tonalidades medidas en la pasta de aguacate.
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Los parametros fisicoquimicos encontrados en la pasta de aguacate considerablemente bajos, lo
cual puede deberse a que la pasta de aguacate se almacen6 durante largos periodos en la planta
aceitera, sin contar con las condiciones Optimas de almacenamiento. Durante ese periodo, la pasta
fue expuesta a la intemperie (sin control de temperatura, exposicion al sol, etc.), lo cual
posiblemente desencadend una mayor degradacion de compuestos, asi como la activacion de
procesos enzimaticos. De acuerdo a los valores obtenidos, se observa que difieren a los reportados
por Astudillo-Ordoéfiez y Rodriguez. (2018) en pulpa de aguacate cv. 'Hass' cosechados en
diferentes localidades. Estos autores obtuvieron rangos de °Brix de 5.07-7.26, acidez titulable
9.24%-19.47% y pH 6.58-7.14. No se espera que la muestra aqui analizada presente valores
similares a la pulpa, debido a que la pasta, como se menciond anteriormente, estd compuesta por
una combinacion de subproductos que presentan diferentes valores de estas propiedades
fisicoquimicas. Sin embargo, los valores aqui encontrados si son similares a los reportados por
Alissa et al., (2020) en un extracto de semilla de aguacate, especificamente 1.2 + 0.0 de °Brix y

5.8+ 0.0 de pH.

Se ha reportado que almacenar aguacates durante periodos prolongados (mas de 5 semanas), puede
ocasionar una disminucion de los °Brix, lo cual podria estar asociado una mayor degradacion de
azlcares, proceso que ocurre principalmente en la etapa de maduracion del fruto. La degradacion
de estos azlicares ocurre para utilizarlos como fuente de carbono y energia para la produccion de
etileno, procesos enzimaticos, asi como modificaciones en el color de la céascara (Astudillo-
Ordofiez y Rodriguez, 2018; Liu ef al 1999). En el caso de la acidez titulable, ésta tiende a disminuir
debido al consumo de los acidos organicos utilizados en diferentes ciclos metabolicos, asi como
los acidos y carbohidratos que son utilizados para proporcional energia durante el proceso de
maduracion (Taiti et al., 2015). El comportamiento del pH esta relacionado con el contenido de
acidos organicos presentes en este subproducto, ya que estos tienden a disminuir durante el periodo
de maduracion, conforme estos se consumen en diferentes ciclos metabdlicos, ademas de que
actian como precursores de sustancias volatiles (Marquez et al., 2017). En consecuencia, una
mayor disminuciéon del pH estd asociada con la utilizacion en exceso de acidos organicos
almacenados en las vacuolas como sustrato respiratorio (Maftoonazad y Ramaswamy, 2008;

Medlicott, Sigrist, Reynolds, y Thompson, 1987).
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El andlisis proximal de la pasta de aguacate se muestra en el Cuadro 3. Se obtuvieron valores altos
de humedad, asi como de proteina y lipidos, aunque el macronutriente mayoritario fueron los
carbohidratos. Esto indica que la pasta conserva valores considerables tanto de lipidos como
proteinas, debido a que el procesamiento para la produccion de aceite de aguacate empleada por la
industria no los extrae en su totalidad, dejando a la pasta como una fuente aprovechable de estos
macronutrientes. El conocer el porcentaje de humedad permite identificar qué método de
conservacion utilizar para impedir el desarrollo de microorganismos y evitar deterioros
enzimaticos. Los valores obtenidos son similares con los reportados por Aratjo ef al. (2018) en
pulpa de aguacate, la cual contiene aproximadamente de 12-24% de lipidos, 1-3% de proteina, 0.8-
1.5% de ceniza, pero difiere en el porcentaje de humedad (67-78%), esto se debe a que la pulpa
contiene mayor contenido de agua (aproximadamente 79.9 + 0.5 g/100 g) (dos Santos, Alicieo,
Pereira, Ramis-Ramos, y Mendonga, 2014), mientras que la pasta de aguacate contiene céscara,

semilla y pulpa desgrasada, los cuales contienen menor porcentaje de agua.

Salmerén-Ruiz et al. (2014) reportaron que la cascara de aguacate contiene 9.8 g/100g de lipidos,
13.7 g/100 g de proteina 'y 5.1 g/100 g de cenizas, valores menores tanto de lipidos y proteinas que
los aqui reportados. Pahua-Ramos ef al. (2012) reportaron que la harina de semilla de aguacate
contiene 4.4 g/100 g de lipidos, 4.8 g/100 g de proteina, 2.2 g/100 g de ceniza y 4 g/100 g de
humedad, valores que también difieren a los reportados en la pasta de aguacate. De acuerdo a esto,
la pasta de aguacate podria representar una fuente potencial de ingredientes alimenticios, debido a
sus valores considerables de lipidos y proteinas (Arautjo et al., 2018). También se han reportado las
aplicaciones del orujo de uva o el residuo de uvas prensadas, donde se observéd que contienen entre
un 6%-15% de proteina, 14-17% de lipidos, minerales y compuestos fendlicos, que su contenido
varia dependiendo de los cultivares. Este subproducto se ha utilizado para el desarrollo de
condimentos, fortificacion de productos como productos de cereales, lacteos, carnicos o pure.
(Garcia-Lomillo y Gonzalez-SanJosé, 2017). Asimismo, se han estudiado nuevas posibilidades de
utilizacion del orujo de Aronia melanocarpa, con el fin de limitar su impacto negativo en el medio
ambiente, donde reportaron que contiene 45.12%, 4.49% lipidos, 6.44% proteina, 1.95% de ceniza
y humedad 93.80%. Esto subproductos ricos en compuestos bioactivos podrian usarse como
componentes funcionales de alimentos y nutracéuticos (Witczak ef al., 2020). Estos datos se

pueden utilizar durante el disefo, produccion y almacenamiento de nuevos productos. Ademas, los
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parametros de almacenamiento criticos para el orujo se han determinado en funcion del concepto
de actividad del agua, que se utiliza principalmente para evaluar la estabilidad microbiana (Leonard
et al., 2020). Por tanto, la explotacion del contenido fitoquimico de la pasta de aguacate puede dar
lugar a nuevos productos con valor agregado, que tendrian un impacto significativo tanto en la
industria del aguacate como en la de procesamiento de alimentos. Es importante implementar
estrategias de cooperacion con el sector industrial del aguacate para mejorar el aprovechamiento
de estos subproductos (cascara, semilla y pulpa desgrasada), para asi recuperar nutrientes que

puedan utilizarse en otras aplicaciones.

6.2 Cuantificacion de Compuestos Bioactivos de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

La concentracion de compuestos bioactivos en la pasta de aguacate se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Cuantificacion de compuestos bioactivos de la pasta de aguacate cv. 'Hass'.

Compuesto Concentracion

Compuestos fenolicos totales (mg EAG/g ps) 2.1+0.1

Flavonoides totales (mg EC/g ps) 39+0.3
Taninos hidrolizables (mg EAG/g ps) 11.1+£1.8
Taninos condensados (mg ECid/g ps) 0.6+0.0

Carotenoides totales (ug/g ps) 48.1£1.6
Clorofilas totales (ug/g ps) 145.5+0.3

Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). EAG: Equivalentes de acido galico, EC:
equivalentes de catequina, ECid: equivalentes de cianidina, pg de carotenoides/g, ps: peso seco.

Varios estudios sefialan que la céscara y la semilla de aguacate cv. 'Hass' contienen un mayor
contenido fenoélico y capacidad antioxidante que los demads cultivares (Wang et al., 2010). Se han
reportado también varias propiedades benéficas a la salud, tales como efectos hipolipidémicos,
antiinflamatorios, prevencion de ateroesclerosis, etc., ejercidos por los compuestos presentes en la

semilla y la cascara de aguacate (Pahua-Ramos ef al., 2012), lo cual sugiere la importancia de
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caracterizarlos y cuantificarlos. Los resultados de composicion muestran un contenido de
compuestos fendlicos totales de 2.1 + 0.1 mg EAG/g ps; generalmente, tanto la cascara como la
semilla de aguacate presentan un mayor contenido de compuestos fenolicos que la pulpa, por lo
que los compuestos cuantificados en la pasta pueden provenir de dichos tejidos. Los valores aqui
mostrados son mayores a los reportados por Ruiz-Pardo et al. (2014) en pulpa de aguacate, quienes
encontraron 1.5 mg EAG/g ps, asimismo, Salmerdn-Ruiz et al. (2014) estudiaron el contenido de
compuestos fenolicos en cascara de aguacate y obtuvieron 53.7 mg EAG/g ps, corroborando que
la cascara tiene una mayor concentracion de estos compuestos que la pulpa. Es interesante resaltar
que, a pesar de que la pasta de aguacate analizada no se produjo bajo condiciones Optimas de
laboratorio, si presentd una cantidad considerable de compuestos fendlicos. Tanto a la céscara
como a la semilla de aguacate se les atribuyen propiedades nutracéuticas y farmacéuticas para la
reduccion de los niveles de colesterol y la inhibicién de la oxidacién de LDL (Rupasinghe, Wang,
y Thilakarathna, 2013), lo cual es posible que se asocie con su contenido de los compuestos

fendlicos.

Otros estudios realizados en subproductos de aguacate reportan 12.5 mg EAG/g ps en semilla y
26.1 mg EAG/g ps en cascara (Saavedra et al., 2017), valores superiores a los aqui reportados. Esto
se puede deber a que el manejo de los subproductos ahi analizados se llevé a cabo bajo condiciones
optimas de laboratorio a lo largo de todo el proceso, en contraste con el origen industrial del proceso
de extraccion del aceite de aguacate de la muestra aqui reportada. Durante este proceso, los
subproductos sufren estrés mecdnico debido al rompimiento de la membrana celular y tejidos
vegetales, ademas de largos periodos de almacenamiento y exposicion a la intemperie con

proteccion minima o nula.

Ademas de las condiciones de procesamiento, el contenido de compuestos fenolicos puede variar
significativamente gracias a multiples variables. Por ejemplo, este valor varia en los diferentes
tejidos del fruto, encontrandose generalmente concentraciones mayores en la cascara y en la
semilla, ya que se acumulan ahi como una forma de proteccion contra la radiacion UV y defensa
contra patogenos y depredadores (Amado et al., 2019; Dixon y Paiva, 1995). Los compuestos
fenolicos son generalmente susceptibles a cambios de pH, presencia de iones metalicos, exposicion

a la luz, temperatura, oxigeno y actividad de diversas enzimas, lo cual influye significativamente
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sobre su contenido, e induce diferencias en su concentracion (Rawson ef al., 2011). Sin embargo,
el contenido de compuestos fendlicos encontrado resalta la posibilidad de usar la pasta de aguacate

como fuente de dichas moléculas.

Los flavonoides presentan una potente actividad antioxidante, y a menudo son los compuestos que
reciben la mayor atencion dentro de las familias de compuestos fendlicos. El contenido de
flavonoides totales encontrados en la pasta de aguacate fue 3.9 + 0.39 mg EC/g ps, valor menor al
reportado por Athaydes ef al. (2019), quienes determinaron que la semilla de aguacate contiene
28.1 mg EC/g ps. Esta diferencia pudiera deberse a que la mayor concentracion de flavonoides
suele estar en la semilla de aguacate, asi como de otros frutos, en comparacion con la cascara y
pulpa. Puede haber variacion debido a otros factores como el grado de madurez del fruto,
diferencias genéticas y condiciones ambientales a las que fue expuesto el fruto durante su desarrollo
y maduracion (Zadernowski, Naczk, y Nesterowicz, 2005). En contraste, Amado et al. (2019)
reportaron 0.8 mg EC/g ps en céscara, 0.3 mg EC/g ps en pulpa y 0.3 mg EC/g ps en semilla,
valores menores a los encontrados en la pasta de aguacate. Esta diferencia probablemente se deba
a que la pasta es una mezcla de los subproductos analizados individualmente en ese estudio, por lo
cual, presenta un mayor contenido. Asimismo, las diferencias pueden atribuirse a la utilizacion de
diferentes solventes y condiciones utilizadas para la extraccion, lo cual se basa en la diferente
permeabilidad del disolvente en las células, la disolucion de sustancias extraibles y la difusion de
la solucion fuera de la célula vegetal, mientras que condiciones de temperatura, pH, tiempo de
extraccion y presencia de agentes pro-oxidantes como metales o luz modifican también el

rendimiento de extraccion (Amado et al., 2019; Soares et al., 1998).

Los taninos son compuestos fendlicos poliméricos cuyas estructuras suelen ser de gran tamano y
contar con multiples grupos hidroxilo. Se ha demostrado que tienen una alta actividad antioxidante,
antiinflamatoria y de prevencion de aterosclerosis, lo cual los convierte en moléculas de interés.
Los resultados muestran que la pasta de aguacate presenta aproximadamente 18 veces mas taninos
hidrolizables que condensados (Cuadro 4). Esto puede deberse a la afinidad entre los taninos
condensados y los polisacaridos presentes en la pasta de aguacate, especialmente las pectinas, que
forman una especie de bolsa hidrofobica que puede encapsularlos (Le Bourvellec, Bouchet, y

Renard, 2005), impidiendo de esta manera su cuantificacion real. Estos resultados difieren a los
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reportados por Salmerdn-Ruiz et al. (2014) en semilla de aguacate, donde se obtuvieron
concentraciones de taninos hidrolizables 2 veces menores que los reportados para la pasta, asi como
un tercio de la concentracion de taninos condensados. Ejiofor et al. (2018) encontraron que la
semilla de aguacate contiene 0.1 mg EAG/g ps de taninos totales, concentracion menor a la
encontrada en el presente estudio, posiblemente debido a que la pasta es una mezcla que incluye
tanto cascara como semilla, los cuales se ha reportado que contienen una mayor concentracion de
taninos que la pulpa desgrasada. También se ha estudiado el contenido de taninos en otras
variedades de aguacate cultivadas en China, por ejemplo, la variedad RN-7 present6 0.0009 mg
EAG/g ps en la pulpa y 0.02 mg EAG/g ps en semilla, mientras que la variedad RN-8 presento
0.005 mg EAG/g ps en pulpa y 0.0245 mg EAG/g ps en semilla (Ge et al., 2017). Estos valores
son menores a los encontrados en este estudio, lo cual se atribuye a la diferencia de variedad y
condiciones de cultivo, sin embargo, se observa que el contenido de taninos en semilla es mayor a
lo cuantificado en pulpa, de manera similar a lo que otros autores reportan. De acuerdo a esta
informacion, se propone que la pasta de aguacate puede ser una fuente aprovechable de taninos

como aditivos de alimentos funcionales.

En cuanto a las concentraciones de clorofilas y carotenoides, se observéd que la de clorofila fue 3
veces mayor a la de carotenoides (Cuadro 4). Estos valores son mayores a los reportados por Wang
et al. (2010) en subproductos de aguacate, donde la semilla presentd un contenido 7 veces menor
de carotenoides y 3 veces menor de clorofilas, con respecto a los datos aqui reportados. En la pulpa,
la concentracion de carotenoides fue 7 veces menor y la de clorofilas 5 veces menor, con respecto
a lo aqui reportado. En el caso de la céscara, la concentracion de carotenoides fue 3 veces menor y
la de clorofilas 5 veces menor, en comparacion a los resultados aqui reportados. La mayor
concentracion de estos compuestos se atribuye en parte a la mezcla de subproductos que conforman
la pasta, lo cual permite concentrarlos, en comparacion con los tejidos individuales. También se ha
realizado la cuantificacion de estos compuestos bioactivos en otras variedades de aguacate, por
ejemplo, Krumreich et al. (2018) encontraron que la pulpa de la cv. ‘Breda’ contiene 0.18 pg/g ps
de carotenoides y 4.63 ng/g ps de clorofilas, valores menores a los reportadas en el presente estudio.
Los carotenoides se encuentran en los cloroplastos de las células vegetales, en donde funcionan
principalmente como pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores (Sun efal., 2018). La

fotoproteccion es un mecanismo que las plantas han empleado para sobrevivir mejor bajo un alto
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estrés luminico. Los carotenoides desempefian papeles irremplazables en este proceso, al apagar
los estados excitados de la clorofila, eliminar las especies reactivas de oxigeno y disipar el exceso
de energia en calor. Para el humano, los carotenoides desempefian funciones como antioxidantes y
son los precursores mas conocidos de la vitamina A, cuyo consumo esta asociado con una baja
incidencia de ciertos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares (Amengual, 2019). Los
carotenoides en el aguacate se concentran en la cdscara y la semilla, mientras que su color verde se
debe al alto contenido de clorofila en la pulpa y cascara (Wang et al., 2010). Las clorofilas son los
pigmentos que le dan a las plantas su color caracteristico; estos son componentes esenciales de la
fotosintesis a través de la cual las plantas obtienen energia metabdlica (Santana et al., 2019). El
consumo de clorofilas ejerce efecto sobre la inhibicidon de la oxidacion del colesterol LDL, asi
como actividades antioxidantes, induccion de apoptosis y actividad antiinflamatoria (Alvarez-
Parrilla, Laura, Amarowicz, y Shahidi, 2012; Zepka, Jacob-Lopes, y Roca, 2019). Ambos tipos de
compuestos han sido poco estudiados en el aguacate y sus subproductos, por lo cual es de suma

importancia conocer su concentracion, asi como validar sus efectos benéficos a la salud.

El fruto del aguacate tiene aplicaciones en las industrias cosmética y alimentaria. Ademas, la
semilla de aguacate ha mostrado potencial como biocombustible, una fuente alternativa de almidén
y un pigmento de color natural (Hatzakis et al.,2019). De acuerdo a su composicion aqui reportada,
se propone a la pasta de aguacate como una alternativa interesante para la obtencion de compuestos
bioactivos a partir subproductos que son descartados por la industria. Este subproducto puede tener
diferentes usos en formulaciones alimentarias o usarse como material de partida para la produccion
de concentrados o aislados de compuestos fendlicos. Se pueden convertir en polvos como
productos almacenables ricos en nutrientes. Los consumidores se pueden beneficiar de su
contenido de acido oleico y la presencia de fitoquimicos como carotenoides, clorofilas y a-
tocoferol. Estos fitoquimicos actian como antioxidantes, que promueven acciones
antiinflamatorias, regulan los perfiles de lipidos sanguineos saludables y aumentan Ia

biodisponibilidad de las vitaminas liposolubles (Permal et al., 2020).
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6.3 Capacidad Antioxidante de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

La capacidad antioxidante de la pasta de aguacate cv. 'Hass' fue analizada por cuatro metodologias
diferentes. En el Cuadro 5 se presentan los resultados de estos analisis, en donde se observa que el
mayor valor se obtuvo a partir del método de ORAC, seguido en orden descendente por TEAC,

FRAP y DPPH.

Cuadro 5. Capacidad antioxidante de la pasta de aguacate cv. 'Hass'

Metodologia Capacidad antioxidante (mg ET/g ps)

ORAC 9.2+£0.8
ABTS 59+0.3
FRAP 35+03
DPPH 1.6 £0.1

Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3).

Estos valores son menores a los reportados por Salmeron-Ruiz et al. (2014), quienes determinaron
la actividad antioxidante de la cascara de aguacate por los métodos de DPPH (170.8 mg ET/g ps),
TEAC (187.9 mg ET/g ps) y FRAP (118.2 mg ET/g ps). Estas diferencias pueden deberse a que la
pasta de aguacate no fue generada bajo condiciones Optimas de laboratorio, en contraste con
Salmerén-Ruiz et al. (2014), lo cual pudo favorecer la oxidacion de algunos compuestos
antioxidantes, contribuyendo asi a una menor capacidad antioxidante. Se ha reportado que los
subproductos de aguacate presentan mayor capacidad antioxidante que la pulpa, por ejemplo,
Pahua-Ramos ef al. (2012) determinaron la capacidad antioxidante de una harina de semilla de
aguacate por medio del método TEAC. Los autores reportan valores menores (43.3 mg ET/g ps) a
los encontrados en el presente estudio, lo cual también puede deberse al manejo optimo del
subproducto en un ambiente controlado de laboratorio, en contraste con las condiciones industriales

de la muestra aqui analizada.

Calderon-Oliver et al. (2016) determinaron la capacidad antioxidante de subproductos de aguacate.
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En semilla, encontraron 0.4 mg ET/g ps (ORAC), valor menor al encontrado en la pasta, sin
embargo, presentd una mayor capacidad antioxidante por el método de FRAP (9.5 mg ET/g ps);
en la cascara, reportaron valores mayores con 54.2 mg ET/g ps (ORAC) y 23.1 mg ET/g ps (FRAP).
Wang et al. (2010) reportaron la capacidad antioxidante en semilla (107.2 y 41.2 mg ET/g ps),
cascara (157.9 y47.5 mg ET/gps) y pulpa (2.9 y 0.3 mg ET/g ps) utilizando los métodos de ORAC
y DPPH, siendo los valores en pulpa menores a los encontrados en el presente estudio. Las
diferencias observadas pueden deberse a diferencias en el grado de madurez del fruto, ademas de
condiciones de almacenamiento y solventes utilizados a lo largo del proceso. La capacidad
antioxidante de diversas moléculas presentes en frutos se suele caracterizar mediante varios
métodos y bajo diferentes condiciones experimentales. Es por ello que los resultados de la misma
molécula pueden variar cuando se utilizan diferentes métodos, ademas, es importante tener en
cuenta la naturaleza quimica de otras moléculas que se estan probando para emplear el método mas
adecuado, con el fin de obtener resultados mas confiables y reproducibles (Lewoyehu y Amare,
2019). Es por ello que no existe un método Unico y universal para caracterizar las capacidades
antioxidantes de todas las moléculas, por lo que el uso de multiples métodos resulta

complementario.

Los valores de capacidad antioxidante obtenidos mediante diferentes métodos dependen de
multiples factores, tales como la afinidad entre los compuestos con los radicales utilizados (debido
a diferencias estructurales), la extraccion de compuestos utilizando solventes de distinta polaridad,
asi como el patrén de hidroxilacion y metilacion particular de cada compuesto. La composicion de
la matriz alimentaria, pH del medio, el mecanismo de accion de cada método, son también factores
criticos, por ejemplo, la metodologia de ORAC se basa en una reaccion de transferencia de atomos
de hidrogeno, mientras que el ensayo DPPH utiliza un mecanismo de transferencia de electrones
(Rodriguez-Bonilla ef al., 2017). Asimismo, TEAC utiliza una especie de radical moderadamente
estable (ABTS) que permite evaluar muestras polares y no polares, mientras que los compuestos
antioxidantes que exhiben capacidad antioxidante en el ensayo FRAP suelen ser donadores de
protones (Karatoprak et al., 2016; Ho et al., 2018). De cualquier manera, la capacidad antioxidante
es un indicador in vitro importante del potencial de un compuesto o extracto como promotor de

salud (de Moraes Barros, de Castro Ferreira, y Genovese, 2012).
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Se han utilizado diversos residuos como el de Aronia melanocarpa para hacer vino de frutas;
preparar infusiones de hierbas, se utilizan para aromatizar y dar color a mezclas de jugos y
fortalecer las propiedades antioxidantes. Se ha reportado que los residuos de Aronia melanocarpa
han presentado una capacidad antioxidante de residuos de Aronia melanocarpa, de 0.00017 mg
ET/g ps de ABTS, 0.00012 mg ET/g ps de DPPH y 0.000075 mg ET/g ps de ORAC (Grunovaité,
Pukalskien¢, Pukalskas, y Venskutonis, 2016), valores menores a los encontrados en la pasta de
aguacate. Asimismo Yanik, 2017 report6 la capacidad antioxidante del orujo de oliva, 25 mg ET/g
ps de DPPH, mayor a la de la pasta de aguacate. A pesar de ser considerada un subproducto, la
pasta de aguacate presenta valores considerables de capacidad antioxidante, lo cual sugiere su
potencial para ser utilizada como una fuente de compuestos con esta bioactividad, que no es
aprovechada actualmente. Es necesario el desarrollado de técnicas y tecnologias innovadoras para

la recuperacion de componentes de valor anadido a partir de residuos alimentarios.

6.4 Perfil de Compuestos Fenolicos de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

En la naturaleza, la mayoria de los compuestos fendlicos existen vinculados a otras estructuras
complejas como proteinas y fibra, por lo que son necesarios pre-tratamientos antes de la extraccion
convencional para obtener el perfil fendlico completo de la planta. Generalmente, la hidrolisis
alcalina puede romper los enlaces éster que unian a los compuestos fenolicos a los componentes
de la pared celular y liberar la mayoria de los fenolicos unidos, mientras que la hidrélisis acida
rompe los enlaces glucosidicos, y, por lo tanto, libera las agliconas (Blancas-Benitez et al., 2015).
En el Cuadro 6 se presentan los compuestos fenolicos identificados y cuantificados en la pasta de

aguacate.

Cuadro 6. Perfil de compuestos fenolicos de la pasta de aguacate cv. 'Hass'

Compuesto Total F. Libre F. Acida F. Alcalina
Acido galico 0.9+0.01 0.9+0.01 - -

Acido protocatéico 229+£23 - 9.9+0.5 13.1+£1.8
Acido p-cumarico 22.5+6.4 - 6.7+0.9 15.8+£0.3
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Acido fertlico 40.0 £ 12.8 - 11.0+£1.7  29.0+1.2
Quercetina-3-B-D-glucosido 1.0£0.3 0.2+0.0 0.7+0.0 0.1 £0.05
Kaempferol 24+0.1 - 24+0.1 -

Quercetina 4.6+0.0 - 4.6+0.0 -

Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3); por debajo del nivel de deteccion o
cuantificacion (-); F: fraccion.

Se observa que el acido ferulico fue el mas abundante, seguido en orden descendente por el acido
protocatéico, acido p-cumdrico, quercetina, kaempferol, quercetina-3-B-D-glucésido y acido
galico. En la Figura 8 se muestra un cromatograma representativo de la fraccion acida, obtenido a
una longitud de onda de 320 nm durante el proceso de identificacion de los compuestos fenolicos.
Las hidrolisis acida y alcalina se encargaron de romper las uniones covalentes entre los compuestos
fenolicos y la matriz alimentaria, lo cual permiti6 identificar un perfil mas completo, ya que solo
dos de un total de siete pueden ser detectados sin hidrolizar. Este perfil de compuestos es similar
al reportado por Villa-Rodriguez et al. (2020) en pulpa de aguacate, quienes encontraron que la
quercetina fue el compuesto mas abundante en frutos en estado de madurez 2 (58.4 ug/g ps),
mientras que el kaempferol (3.2 pg/g ps), acido galico (2.4 ng/g ps) y acido protocatéico (0.74 ng/g
ps) fueron los mas abundantes en el estado de madurez 3. Pahua-Ramos ef al. (2012) identificaron
el 4cido protocatéico (128.2 pug/g ps) y kaempferol (2.2 pg/g ps) en harina de semilla de aguacate,
ademas, en subproductos como en la semilla de aguacate se identificaron también acido caféico
(136.9 pg/g ps) y acido ferulico (0.9 png/g ps). Saavedra et al. (2017) identificaron acido feralico
(50.50 pg/g ps) y acido p-cumarico (17.4 ug/g ps) en cascara de aguacate. Estos cambios en la
variacion de las concentraciones de los compuestos fendlicos pueden ser el resultado de diferentes
tasas de sintesis, degradacion y biotransformacion que ocurren durante la maduracion del aguacate
(Villa-Rodriguez et al., 2020). Ademas, la quercetina-3-B-D-glucosido ha sido poco reportada, en

comparacion con los demds compuestos encontrados en los subproductos de aguacate.
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Figura 8. Cromatograma representativo de los compuestos fenolicos detectados en la fraccion acida
de la pasta de aguacate cv. 'Hass' (320 nm).

El orujo de manzana es un residuo generado por las empresas productoras de sidra y jugo, es un
ejemplo sorprendente de un subproducto industrial infrautilizado. La mayoria de los compuestos
bioactivos (particularmente los fendlicos) en la manzana se encuentran en la céscara, por lo que el
orujo presenta mayor cantidad de estos compuestos que la fruta entera, ademas, sus valores varian
dependiendo del cultivar. En el orujo de manzana se han identificado el 4cido protocatéico, acido
p-cumdrico, acido fertlico y quercetina 3-glucosido, entre otros (Barreira et al., 2019), en
cantidades mayores a las reportadas en la pasta de aguacate. En otro estudio realizado en las hojas
de rdbano, en donde se evalud su perfil de compuestos fenolicos, se identificaron 930 pg/g ps de
acido galico, 320 ug/g ps de acido feralico y 470 ng/g ps de acido p-cumadrico; estos valores son
mayores a los encontrados en la pasta de aguacate (Lolita et al., 2020). Las preparaciones ricas en
compuestos fenolicos pueden tener diversas aplicaciones, por ejemplo, como aditivos alimentarios
naturales en productos marinos, purés de frutas y productos carnicos (Grunovaité et al., 2016).
Dichos aditivos, al ser fuertes antioxidantes, pueden impartir a los alimentos un doble efecto, en
primer lugar, protegiendo contra la autooxidacion y, en segundo lugar, enriqueciéndolos con

fitoquimicos beneficiosos para la salud.

6.5 Perfil de Carotenoides y Tocoferoles de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

La concentracion de carotenoides es mayor en la céscara del aguacate que en la pulpa. La céscara
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presenta un color verde oscuro y tiene una mayor concentracion de carotenoides, hasta 1.8 veces
mayor, que la pulpa de color verde palido o amarillo (Ashton et al., 2006). El alto contenido de
aceite de los aguacates favorece la absorcion de carotenoides y otros compuestos liposolubles
(Unlu et al., 2005). Los carotenoides son eficaces desactivadores de radicales libres en las células
humanas, previene el desarrollo de varias enfermedades no transmisibles, ademas, participan en la
sefializacion celular, influyendo en la expresion génica e inhibiendo las enzimas implicadas en la
patogenia de algunas enfermedades. Asimismo, los tocoferoles son compuestos lipofilicos (Ramos-
Aguilar et al., 2019). La pulpa de aguacate es rica en a-tocoferol, pero también contiene pequefias
concentraciones de y- y d-tocoferol. Todos los tocoferoles son potentes captadores de radicales
lipoperoxilo, sin embargo, el a-tocoferol es el mas estudiado a este respecto (Cerretani et al., 2010).
Esta propiedad del a-tocoferol le permite interceptar los radicales peroxilo que participan en la
reaccion en cadena de la oxidacion de lipidos en las membranas celulares y LDL, jugando asi un
papel importante en el transporte de colesterol desde el higado a los tejidos periféricos. La
oxidacion de LDL se asocia con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares debido al depdsito
de lipidos en la pared arterial (Ramos-Aguilar et al., 2019; Saini y Keum, 2016), por lo que resulta
importante el consumo de compuestos que contrarresten este proceso.

Como parte del perfil de los compuestos bioactivos de la pasta de aguacate cv. 'Hass', se analiz6 su

perfil de carotenoides y tocoferoles, el cual se muestra en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Perfil de carotenoides y tocoferoles de la pasta de aguacate cv. 'Hass'

Compuesto Concentracion (ug/100 g ps)

a-caroteno 17.9£2.5
B-caroteno 98.8+8.6
Zeaxantina 63.0+£5.3
o-tocoferol 10,412+436
y-tocoferol 3,120+361

Valores presentados como media + desviacion estandar (n=3), ps: peso seco.

Se identificaron y cuantificaron tres carotenoides, siendo el B-caroteno el de mayor abundancia,
seguido en orden descendente por la zeaxantina y a-caroteno. Jimenez et al. (2020) reportan

valores mayores de 28.9 ng/100 g PF de a-caroteno, 6-950 ug/100 g PF de B-caroteno y 11-60
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ng/100 g PF de zeaxantina en pulpa de aguacate, mientras que Jacobo-Velazquez y Hernadndez-
Brenes (2012) reportaron 28.80 ng/100 g ps de a-caroteno, 162.08 ug/100 g ps de f-caroteno, 5.20

ng/100 g ps de zeaxantina, valores menores a los obtenidos en la pasta.

Los carotenoides se almacenan principalmente en los cloroplastos, en donde el més abundante es
el B-caroteno, encontrandose en mayor concentracion principalmente en cascara y semilla de
aguacate, en comparacion con la pulpa. Estos participan en el ensamblaje del fotosistema, captacion
de luz y fotoproteccion de los frutos, ademas, se han observados sus efectos en contrarrestar la
peroxidacion lipidica (DellaPenna y Pogson, 2006), Posiblemente debido a su eficiente captacion
de oxigeno singlete y radicales (Bohm, Edge, y Truscott, 2012).Estos resultados sugieren que a
pesar del estrés mecanico que sufrid la pasta retiene cantidades significativas de carotenoides que
no fueron extraidos en su totalidad durante el procesamiento, y que pueden ser aprovechados con
otros fines. Ademas, diversos estudios informan acerca de sus efectos sobre el perfil lipidico sérico.
Por ejemplo, se reporta una correlacion positiva entre el consumo de carotenoides y la
concentracion sérica de HDL (Jeon, Neuringer, Kuchan, y Erdman Jr, 2018; Loane, Nolan, y
Beatty, 2010), Mientras que otros reportan una reduccion significativa del colesterol total y LDL

tras la intervencion de una dieta rica en luteina y B-caroteno (Bacchetti et al., 2016).

La principal propiedad antioxidante de los carotenoides se debe a su actividad quelante de oxigeno
singlete, que da como resultado carotenoides excitados que disipan la energia adquirida por una
serie de interacciones rotacionales y vibracionales con un solvente, volviendo al estado no excitado
y permitiendo la eliminacién de otras especies radicales (Carocho y Ferreira, 2013). El oxigeno
singlete es uno de los ROS mas reactivos en la oxidacion del colesterol. En particular, la oxidacion
fotosensibilizada del colesterol se inicia por el oxigeno singlete y conduce a la formacion de
hidroperoxicolesteroles, como el Sa-hidroperoxicolesterol, que pueden sufrir un reordenamiento
alilico para dar lugar tanto al 7a-hidroperoxicolesterol como al 7B-hidroperoxicolesterol (Boselli,
Cardenia, y Rodriguez-Estrada, 2012). Por tanto, los carotenoides pueden controlar la oxidacion
del colesterol impidiendo el ataque oxidativo en las moléculas de colesterol por especies reactivas

de oxigeno, como el oxigeno singlete.

El perfil de tocoferoles de la pasta de aguacate se compone principalmente de a-tocoferol, cuya
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concentracion es aproximadamente 3 veces superior a la de y-tocoferol. Al comparar estos valores
con los reportados por Villa-Rodriguez ef al. (2020) en pulpa de aguacate en estado de madurez 3,
se encontrd 14 veces mas concentracion de a-tocoferol que de y-tocoferol, sin embargo, Jimenez
et al. (2020) reportaron un contenido 3 veces menor de a-tocoferol, comparado con el de v-
tocoferol. También se reportd el contenido de a-tocoferol en céscara, en donde se observo que es
7 veces mayor a lo encontrado en la pasta de aguacate y 10 veces menor a lo reportado en semilla.
Esto sugiere que estos compuestos siguen estando presentes en gran proporcion en la pasta de
aguacate. Estos resultados pueden ser debido al contenido de semilla y cascara de aguacate en la
muestra, las cuales se han reportado que presentan un mayor contenido de tocoferoles y
carotenoides que la pulpa de aguacate (Ayala-Zavala et al., 2011; Jimenez et al., 2020), por lo cual,
es probable que estos compuestos provengan de estos subproductos, y no del aceite no extraido de
la pulpa. El a-tocoferol actia como antioxidante, lo cual implica que, en membranas y
lipoproteinas, puede contrarrestar los radicales peroxilo de acidos grasos convirtiéndose ¢l mismo
en radical a-tocoferoxilo. El dafno potencial del radical a-tocoferoxilo se evitaria mediante su
reduccion mediante un agente reductor apropiado. Se ha demostrado que tal mecanismo tiene lugar
en varios sistemas in vitro (Azzi, 2018). Por ejemplo, Zheng et al. (2015) evidenciaron que el 6-
tocoferol es la mas potente de las ocho isoformas de vitamina E para la reduccion de la acumulacion
de colesterol. El d-tocoferol tiene una concentracion fisiologica baja, pero es significativamente
potente en la reduccion de la acumulacion de colesterol (Xu ef al., 2012). Por ejemplo, después de
un tratamiento con d-tocoferol, se observé que en las membranas, incluida la membrana plasmatica
y las membranas de los orgénulos intracelulares, el movimiento de los lipidos aumentaba
ligeramente, lo que explica la ligera reduccion del colesterol libre en las células provocada por un
aumento en la salida de colesterol (Zheng et al.,2015). Por lo tanto, la presencia tanto de

carotenoides y tocoferoles sugieren un posible efecto de reduccion de colesterol y lipoproteinas.

Los valores considerables que se obtuvieron del perfil de carotenoides y tocoferoles pueden deberse
a que la pasta de aguacate estd compuesta por diferentes tejidos vegetales, ademads, el proceso de
extraccion a la que estuvo expuesta la pasta facilito la ruptura de la matriz alimentaria, y por lo
tanto la liberacion de estos compuestos. Algunos estudios sugieren que los cambios en el contenido
de carotenoides se deben a procesos reguladores que estan estrechamente relacionados con el

desarrollo de plastidios y carotenogénesis. A nivel celular, los cloroplastos normalmente
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evolucionan a cromoplastos, que estdn asociados con una alta acumulacion de carotenoides. La
descomposicion de la clorofila también se ha relacionado con un aumento en el contenido de
tocoferol, ya que el fitol, que es liberado de la clorofila por la clorofilasa, se utiliza para la
biosintesis de estas moléculas (Lenucci ef al., 2012; Villa-Rodriguez et al., 2020). Asimismo, el
perfil de carotenoides y tocoferoles puede variar segin las caracteristicas agrondmicas (clima,

cosecha, grado de madurez) en donde se cultivan los frutos.

Las aguas residuales de aguacate son el subproducto mas abundante de la extraccion de su aceite
por prensado en frio. El contenido de compuestos bioactivos en estas aguas residuales ha sido
aprovechado, por ejemplo, al eliminar al agua y aprovechar los solidos para ser incorporados en
salchichas de cerdo como conservador para prevenir la peroxidacion lipidica, efecto que se atribuye
a su alto contenido en carotenoides y tocoferoles (Permal et al., 2020). Esto demuestra que los
subproductos del procesamiento de aguacate son fuente potencial de carotenoides y tocoferoles,

compuestos que pueden ser aprovechados para aplicaciones alimenticias y nutracéuticas.

6.6 Perfil de Acidos Grasos de la Pasta de Aguacate cv. 'Hass'

Se detectaron e identificaron seis dcidos grasos en la pasta de aguacate, los cuales se muestran en
el Cuadro 8. El 4cido oleico fue el de mayor abundancia, seguido del 4cido linoléico. De acuerdo
con esta distribucion, el 57.9 % esta compuesto por AGMIs, 22.8 % de acidos grasos
poliinsaturados AGPIs y 19.3% de 4cidos grasos saturados (AGS). Estos resultados difieren a los
reportados por Amado efal. (2019) en pulpa de aguacate, quienes encontraron en mayor
concentracion al acido palmitico (4,398 mg/100 g) seguido del acido oleico (4,306 mg/100 g),
ademas, el 48.85% de los acidos grasos presentes en la pulpa de aguacate son AGMIs, 17.61% son
AGPIs y el 33.53% AGS.

En este mismo estudio se analizo el contenido de 4cidos grasos en cascara, donde el &cido oleico
(1,191 mg/100 g) fue el mas abundante, seguido del acido palmitico (1,014 mg/100 g), dando una
proporcion de 60.78 % de AGMIs, 0.33 % AGPIs y el 38.87 % AGS. En la semilla de aguacate se
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reporta que el 4cido linoleico (102.95 mg/100 g) estd presente en mayor concentracion, seguido
del 4cido oleico (75.17 mg/100 g); los AGPIs se encuentran en mayor porcentaje con 45.36 %,

seguido de los AGS con 33.89 % y los AGMIs representan un 20.74 %.

Cuadro 8. Perfil de acidos grasos de la pasta de aguacate cv. 'Hass'

Acido graso Longitud e insaturaciones Concentracion (g/100 g aceite)
Palmitico 16:0 17.8+0.9
Palmitoléico 16:1 8.0+0.1
Estearico 18:0 1.5+0.2
Oleico 18:1 49.8 £0.9
Linoleico 18:2 20.5+0.3
Linolénico 18:3 24+0.2
> Monoinsaturados 579+ 1.0
> Poliinsaturados 22.8+0.5
> Saturados 19.3%+1.1

Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3).

En otros estudios se ha demostrado que el contenido de 4cidos grasos tiene una relacion con el
grado de madurez en el fruto, por lo cual la recuperacion de aceite de aguacate cv. 'Hass' se
incrementa al aumentar su madurez (Meyer y Terry, 2008). Esto puede deberse a la accion de las
enzimas degradantes de la pared celular que hacen que el aceite se libere de los cuerpos celulares,
haciéndolo mas disponible para su extraccion. Ademads, una de las ventajas es la presencia de las
células oleosas idioblésticas que son menos sensibles a la accion de las enzimas que degradan la
pared celular y son estables durante su maduracion (Pedreschi et al., 2016; Platt y Thomson, 1992).
Lo cual concuerda con nuestros resultados donde se observo la presencia de acidos grasos a pesar

de un periodo prologando de almacenamiento.

Los autores de un estudio de metanalisis realizado en Estados Unidos concluyeron que el consumo
de aguacate, en lugar de grasas saturadas, disminuye las concentraciones de colesterol total, LDL
y TAG en adultos eutréficos sanos (Peou et al., 2016). Otros autores también destacan un aumento

en la concentracion de HDL, debido al alto contenido de AGMIs en el aguacate (Moreno y
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Mitjavila, 2003). Un posible mecanismo involucrado es la degradacion de TAG por la enzima
lipoproteina lipasa (LPL), la cual degrada preferentemente TAG que contienen acidos grasos
insaturados de cadena larga (Perona et al., 2010). Luego, los acidos grasos liberados a partir de los
TAG se incorporan a las particulas de HDL, lo que aumenta la concentracion de estas lipoproteinas
(Kendall et al., 2010). Por lo tanto, el 4cido oleico presente en el aguacate, puede desempefiar un
papel activo en la reduccion de la concentracion de TAG séricos y la elevacion del HDL (Perona

etal., 2010).

El 4cido oleico puede también reducir la concentracion plasmatica de LDL, sin provocar su
oxidacion. Este acido graso es el sustrato principal de la acil-CoA:colesterol aciltransferasa
(ACAT), una enzima hepatica que cataliza la formacion de ésteres de colesterol a partir del
colesterol. Asi, la presencia de un exceso de colesterol en forma libre se esterifica rapidamente, no
conduce a la supresion de los receptores de LDL y favorece la captacion de LDL, disminuyendo
su concentracion plasmatica. Ademas, el acido oleico puede inducir una menor sintesis de
colesterol endogeno en comparacion con los AGPIs (Silva Caldas et al., 2017). Por lo tanto, los
acidos grasos presentes en el aguacate también interfieren en los mecanismos clave que promueven

la reduccion de colesterol total y LDL.

6.7 Bioaccesibilidad de Compuestos Fenodlicos y Capacidad Antioxidante de la Pasta de Aguacate

cv. 'Hass', en un Modelo de Digestion in vitro.

En la Figura 9 se muestra la concentracion de los compuestos fenolicos de pasta de aguacate cv.
'Hass', durante las diferentes etapas de una digestion in vitro. Después de la fase oral, el 14.76 %
de los compuestos fendlicos fueron bioaccesibles, es decir, la cantidad de compuestos liberados de
la matriz alimentaria, con respecto al extracto etandlico. Posteriormente, este valor aumento
(p<0.05) en la etapa géastrica, en comparacion con la fase oral, hasta un 51.42 %, para luego
disminuir significativamente (p<0.05) en la fase intestinal hasta un 43.80 %. El aumento de los

compuestos fendlicos durante la fase gastrica puede deberse a la accidon de las enzimas gastricas y
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las condiciones de pH é&cido, los cuales favorecen a que los compuestos fenolicos unidos a
macromoléculas como proteinas estructurales, celulosa y pectina a través de enlaces covalentes,
éter, éster y carbono-carbono en la matriz de la pared celular sean liberados a través de la hidroélisis
de los enlaces presentes en la matriz alimentaria de la pasta de aguacate (Shahidi y Ambigaipalan,
2015). Estos valores difieren a lo reportado por Ruiz-Pardo et al. (2014), quienes estudiaron la
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos de la pulpa de aguacate; los autores reportan
bioaccesibilidades de 1.94 %, 74.8 % y 51.4 % durante la fase oral, gastrica e intestinal,
respectivamente. Sin embargo, se observa un comportamiento similar entre las diferentes fases al
que aqui se reporta, al haber una mayor liberacién de compuestos fenolicos durante la fase gastrica,

en comparacion con la oral e intestinal.

12 = I Fase oral
[ Fase gastrica
B Fase intestinal

0.8

086

0.4

0.2

Compuestos fenélicos totales (mg EAG / g ps)

0.0 -

Fases de digestion in vitro

Figura 9. Bioaccesibilidad de los compuestos fenolicos de la pasta de aguacate cv. 'Hass', en las
diferentes etapas de una digestion in vitro. Valores expresados como media + desviacion estandar
(n=3). Literales distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

Asimismo, Salmeron-Ruiz et al. (2014) reportan una bioaccesibilidad gastrointestinal del 33 % de
los compuestos fendlicos presentes en la cascara de aguacate. Esto puede deberse a la naturaleza
de la matriz alimentaria de la pasta de aguacate, se considera que la fibra dietética, es un

componente principal no digerible de la pared celular del material vegetal (DeVries, 2004; Palafox-
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Carlos et al., 2011). Existe también evidencia que indica que estos carbohidratos complejos, al
igual que lipidos y proteinas, interactian directamente con los compuestos fenodlicos presentes en
la matriz alimentaria. El tipo de interacciones quimicas entre los compuestos fenolicos y la matriz
alimentaria incluye la formacion de uniones ordenadas, estabilizadas por matrices de enlaces no
covalentes entre grupos hidroxilo de compuestos fendlicos y grupos polares de moléculas del
polisacarido (enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas y dipolares, atracciones de van der
Waals) (Eastwood y Morris, 1992). Debido a que estos enlaces son débiles individualmente, las
interacciones son estables, y su formacion y ruptura a menudo ocurren por los cambios de pH o las
enzimas presentes en el tracto gastrointestinal, lo que conduce a cambios conformacionales de los

compuestos fendlicos (Palafox-Carlos ef al., 2011).

El procesamiento previo de prensado de la pasta de aguacate puede tener efectos positivos sobre la
bioaccesibilidad de los compuestos fenoélicos, ya que, en la matriz alimentaria, estos compuestos
estan unidos a componentes estructurales como carbohidratos, proteinas, fibra y paredes celulares,
asi como a otros compuestos fendlicos por enlaces covalentes, enlaces de hidrogeno e interacciones
hidrofobicas e hidrofilicas (Burgos-Edwards et al., 2017). Tras el procesamiento mecanico, se
difunden fuera de las paredes vacuolares y se unen de forma no covalente a proteinas y
polisacaridos (Minekus et al., 2014). Los primeros pasos de la digestion pueden considerarse como
una extraccion, en donde la accidon tanto mecdnica como bioquimica (enzimas digestivas y pH)

contribuyen a alterar el tejido vegetal y la liberacion de compuestos fendlicos de la matriz.

La transicion de la pasta de aguacate de la fase gastrica a la fase intestinal caus6 una disminucion
considerable de la bioaccesibilidad de sus compuestos fendlicos. Se ha reportado que esta
disminucién puede estar asociada con los cambios de pH, debido a que estos compuestos son
inestables y pueden degradarse en un medio neutro o alcalino, como el intestino delgado (pH 7.5),
mostrando una mejor resistencia y estabilidad a las condiciones gastrica (pH 3) (Burgos-Edwards
et al., 2017; Celep et al., 2015; Sanz-Buenhombre et al., 2016). Bajo condiciones acidas, los
compuestos fendlicos unidos fuertemente a los componentes estructurales de las paredes celulares
de la pasta de aguacate mediante enlaces covalentes (compuestos fenolicos insolubles, unidos o no
extraibles) son liberados, por lo cual, es en esta etapa en donde se observa un aumento en su

liberacion (Lingua et al., 2018; Rosero et al., 2019).
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Otro factor que contribuye a la disminucion durante la etapa intestinal, es el efecto de las enzimas
digestivas, ya que estimulan la liberacion de los compuestos fenolicos, lo que deja a la matriz
alimentaria como una estructura inestable, sujeta a hidrélisis de algunos compuestos fenolicos
unidos a proteinas y carbohidratos de la matriz alimentaria (Bouayed et al., 2011; McDougall et
al., 2005; Saura-Calixto, Serrano, y Goii, 2007). Por lo tanto, estos resultados muestran que fue
en la fase gastrica donde hubo mayor liberacion de fenoles, debido al entorno fisicoquimico, con
especial influencia de los cambios de pH y las enzimas digestivas, que afectaron su estabilidad y
bioaccesibilidad. Una vez liberados, estos compuestos fenolicos pueden interactuar con el
colesterol y disminuir su absorcion (Collado et al., 2016). Estas interacciones pueden ocurrir dentro
de las micelas, en donde las moléculas de colesterol dirigen los compuestos fendlicos hacia la
membrana micelar, mientras que los compuestos fenolicos disminuyen la acumulacion de
colesterol dentro de las micelas (Boulet e al., 2016). Al disminuir la incorporacion de colesterol a
las micelas, los compuestos fendlicos disminuyen su solubilidad y dificultan su absorcion entérica
(Ogino etal., 2007). Los compuestos fendlicos también pueden inhibir la circulacién
enterohepatica de esteroides y favorecer la excrecion fecal, es por ello que conocer su
bioaccesibilidad resulta de interés para estudiar sus efectos potenciales a lo largo del tracto
gastrointestinal. Asi, los compuestos fenolicos de diversas fuentes naturales se han comparado

favorablemente con los fArmacos hipocolesterolémicos (Dominguez-Avila et al., 2017).

La liberacion de compuestos fendlicos durante las diferentes etapas de la digestion in vitro modifica
la capacidad antioxidante del medio, por lo cual, se utilizaron tres técnicas para cuantificarla en
cada una de las etapas, cuyos resultados se muestran en la Figura 10. Se observaron diferencias
significativas (p<0.05) entre la capacidad antioxidante de cada una de las fases de digestion, en los
tres métodos utilizados para evaluarla. Fue en la fase gastrica en donde se presentd la mayor
capacidad antioxidante, independientemente del método utilizado, lo cual concuerda con la
concentracion de compuestos fendlicos reportada en esta misma fase. Esto es similar a lo reportado
por Ruiz-Pardo et al. (2014) y Salmeron-Ruiz et al. (2014) en pulpa y cascara de aguacate,
respectivamente, quienes observaron una correlacion entre la fase donde habia mayor liberacion
de compuestos fenolicos, con una mayor actividad antioxidante. En el presente estudio, se observa
que los valores son similares al utilizar los métodos de FRAP y DPPH, mientras que el valor es

menor al utilizar la metodologia de TEAC. Estas variaciones pueden deberse a varios factores, por
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ejemplo, los tipos de métodos para determinar la capacidad antioxidante, ya que cada una se basa
en diferentes mecanismos de accion, como es la transferencia de un 4tomo de hidrogeno, la

transferencia de un electron o la quelacion de metales (Leopoldini, Russo, y Toscano, 2011).
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Figura 10. Capacidad antioxidante de la pasta de aguacate cv. 'Hass' durante las diferentes fases de
una digestion in vitro, evaluada por los métodos de a) TEAC, b) FRAP y ¢) DPPH. Valores como
media + desviacion estandar (n=3). Literales distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

No existe un método unico (estandar de oro) para evaluar la capacidad antioxidante de una muestra,
por lo cual, se suelen utilizar diferentes métodos que sean complementarios entre si. Por ejemplo,
los métodos de TEAC y DPPH utilizan radicales libres centrados en nitrogeno, que obstaculiza
estéricamente el acceso a los antioxidantes, lo cual difiere de otras técnicas en donde el acceso es
mas directo, generando variaciones en los resultados generados por cada método (Schaich, Tian y
Xie, 2015). En consecuencia, estos ensayos pueden subestimar la capacidad antioxidante durante
la digestion in vitro o bajo otras condiciones. Teniendo en cuenta las condiciones de pH de los

métodos de capacidad antioxidante total, se ha reportado que el método FRAP (evaluado a pH 3.6)
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podria ser mas apropiado para evaluarla después de la etapa gastrica de la digestion, mientras que
TEAC (evaluado a pH 7.0) podria ser mas adecuado para evaluarla en la intestinal (Lingua et al.,
2019). La capacidad antioxidante de la pasta de aguacate es un indicador importante de su potencial
como promotor de salud in vitro (de Moraes Barros et al., 2012), gracias a la presencia de

compuestos fendlicos asociados a esta bioactividad.

La membrana de dialisis utilizada es una membrana de celulosa semipermeable con poros
uniformes, que permiten el paso de los fendlicos por difusion libre. Basado en este mecanismo de
difusion, que es una de las principales vias de absorcion de los fenolicos, aquellos de bajo peso
molecular la atraviesan facilmente, mientras que los de peso molecular superior al peso molecular
de corte de la membrana, son retenidos (Hemery et al., 2010). La relacion entre la fraccion
penetrable y el contenido total de dicha composicion en las materias primas es la absortividad
prevista. La masa molecular de corte de esta membrana de celulosa semipermeable suele ser de
alrededor de 10 kDa (Shahidi y Peng, 2018). De acuerdo a esto, en la Figura 11 se muestra el
comportamiento de difusion pasiva de los compuestos fenodlicos de la pasta de aguacate, con

respecto al tiempo.

Debido a que el contenido total de compuestos fenodlicos no explica su cinética de difusion, en este
estudio se utilizé un modelo de dialisis para simular su transporte pasivo en el intestino. El
contenido dializable corresponde a todos los compuestos que pasan a través de la membrana de
dialisis después de la fase de digestion intestinal. Se observa una mayor concentraciéon de
compuestos fenolicos con respecto al tiempo, existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre
cada tiempo muestreado, alcanzdndose el mayor valor a los 120 min. Este comportamiento es
similar al reportado por Ruiz-Pardo et al. (2014) en pulpa de aguacate, durante los 120 min aqui
reportados. Una vez que la pasta de aguacate fue digerida, los compuestos que se liberaron de la
matriz alimentaria pueden interactuar con la membrana de la didlisis y migrar a través de ella. En
el caso de los acidos fenolicos aqui identificados, estos son moléculas de menor tamafio que
presentan una mayor estabilidad y solubilidad, lo que les permite atravesar facilmente la membrana
de dialisis. Con el fin de examinar el mecanismo de difusion, éste se ajusté a un modelo de primer
orden, donde se obtuvo un valor de R? de 0.97 Este valor sugiere que el mecanismo de difusion se

rige principalmente por una difusion Fickiana (Ritger y Peppas, 1987), en donde los compuestos
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fendlicos migran de una zona de mayor concentracion a una de menor concentracion. Se ha
demostrado que el tamafio molecular, la flexibilidad conformacional, la solubilidad y la estructura
juegan un papel crucial en la capacidad de un componente de quedar atrapado dentro de la
membrana de dialisis, por lo cual la distribucion de los tamafios de particulas afecta el tiempo de

difusion (Liu et al., 2019).
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Figura 11. Difusion pasiva de los compuestos fendlicos de la pasta de aguacate cv. 'Hass' en un
modelo de digestion in vitro. Valores expresados como media = desviacion estdndar (n=3).
Literales distintas indican diferencias significativas (p<0.05).

La difusion pasiva de los compuestos fendlicos permite que la capacidad antioxidante se modifique,
estos resultados se presentan en la Figura 12. Se observa que hubo un incremento lineal en los
métodos de FRAP y TEAC, aumentando significativamente los valores entre cada tiempo
analizado (p<0.05), alcanzdndose el mayor valor a los 120 min. Al utilizar la metodologia de
DPPH, el valor maximo se alcanzé a los 60 min, manteniéndose estable hasta los 120 min, sin

haber diferencias significativas (p>0.05) después de este tiempo.
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Figura 12. Cinética de la capacidad antioxidante durante la fase intestinal de una digestion in vitro
de pasta de aguacate cv. 'Hass', evaluada por los métodos de A) FRAP, B) TEAC y C) DPPH.
Valores expresados como media + desviacion estandar (n=3). Literales distintas indican diferencias
significativas (p<0.05).

El comportamiento de estos resultados es similar al descrito para la difusion pasiva de los
compuestos fenodlicos dializables discutido anteriormente. Ademas, se observa diferente

sensibilidad y cinética de acuerdo al método, siendo FRAP y TEAC similares entre si, pero
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difiriendo de DPPH. Este comportamiento concuerda con lo reportado en pulpa de aguacate por
Ruiz-Pardo et al. (2014), donde se reporta que la mayor capacidad antioxidante de los compuestos
fenolicos se presenta a los 120 min. La capacidad antioxidante se atribuye a que varios compuestos
con actividad reductora y quelante que se solubilizaron y fueron capaces de atravesar la membrana

de la dialisis (Gullon et al., 2015).

El comportamiento cinético de la capacidad antioxidante se ajusté a un modelo de primer orden
para los métodos de FRAP y TEAC, obteniéndose un valor de R? de 0.95 y 0.99, respectivamente.
Estos resultados sugieren que el mecanismo de difusion se rige principalmente por una difusion
pasiva de los compuestos responsables, a partir de una zona de mayor concentracion a una de menor
concentracion (Ritger y Peppas, 1987). Respecto al método DPPH, su comportamiento se ajusto a
un modelo de segundo orden, en donde se obtuvo un valor de R? de 0.96. Se observé un aumento
en capacidad antioxidante hasta los 60 min, a partir de entonces, los valores se estabilizaron sin
mostrar cambios significativos (p>0.05) (Fraga et al., 2017). Este comportamiento sugiere que la
concentracion se mantiene constante debido a que se obtuvo un equilibrio de los compuestos
responsables de la capacidad antioxidante dentro de la membrana de la didlisis, asi como fuera de
ella, donde la capacidad antioxidante se mantuvo después de los 60 min. Este comportamiento
puede deberse a que el método DPPH presenta mayor afinidad a otros compuestos con mayor

solubilidad y/o bajo peso molecular, lo cual detecto una mayor capacidad antioxidante.

Por ultimo, se observo una alta correlacion positiva (R* > 0.97) entre la concentracion de
compuestos fenolicos totales con la capacidad antioxidante, independientemente del método
utilizado para cuantificarla. Esto sugiere que la capacidad antioxidante depende en gran medida
del contenido de estos compuestos fendlicos, ya que pueden reaccionar con los radicales libres,
convirtiéndolos en productos mas estables. Otros estudios reportan valores de correlacion similares
al estudiar subproductos de frutas tropicales, entre el contenido de compuestos fendlicos de la
cascara de ilama, chirimoya y la pitahaya (1.70+£0.06, 0.59+0.04, 0.10+0.01 g EAG/100 ps,
respectivamente) y su capacidad antioxidante determinada por los métodos de ABTS y DPPH
(11.70£1.47 y 4.63+0.66, 2.12+0.12 y 0.33+0.02 y 0.65+0.04 y 0.16+0.04 mM ET/100 g ps para
ilama, chirimoya y pitahaya, respectivamente), presentando una correlacion de 0.94 en ABTS y

0.96 en DPPH (de Moraes Barros et al., 2012; Omena et al., 2012). Los resultados aqui descritos,
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en conjunto con los de otros, sugieren que el contenido de compuestos fenolicos contribuye de

manera importante a la actividad antioxidante de la pasta de aguacate de cv 'Hass'.

6.8. Evaluacion in silico de la Interaccion de los Compuestos Fenolicos de la Pasta de Aguacate

cv. 'Hass' y el Colesterol.

Los compuestos fenolicos bioaccesibles en el intestino delgado pueden disminuir la absorcion del
colesterol por medio de diferentes mecanismos, dentro de estos, se encuentra la captura de sustratos
descrita en la seccion de antecedentes. La interaccion de los compuestos fendlicos con las sales
biliares ha sido mas estudiado, donde se ha reportado que los compuestos fenolicos forman enlaces
de hidrogeno con ellas, lo que conduce a que estén menos disponibles para facilitar la solubilizacion
del colesterol en el medio intestinal (Collado et al., 2016). Sin embargo, existe poca literatura de
como los compuestos fenolicos interactian directamente con el colesterol. Por lo tanto, se propone
que los compuestos fenolicos interactuan con el colesterol, evitando que éste se esterifique y quede

dentro de las micelas.

Se utiliz6 la metodologia BLYP/6-31G* para crear las moléculas optimizadas; el proceso busca
encontrar la geometria de una disposicion particular de los atomos que representa un minimo de
energia local o global, donde, de acuerdo con algin modelo computacional de enlace quimico, la
red entre la fuerza atdmica en cada dtomo es aceptablemente cercana a cero, y la posicion en la
superficie de energia potencial (PES) es un punto estacionario (Schlege, 1989). Las estructuras
optimizadas a menudo corresponden a una sustancia tal como se encuentra en la naturaleza,
mientras que la geometria de dicha estructura se puede utilizar en una variedad de investigaciones
experimentales y teoricas en los campos (Schlegel, 2011). Asimismo, se realizd un mapa
electrostatico del colesterol y los compuestos fenodlicos de interés, estos resultados se presentan en

la Figura 13.

92



Zona electropositiva
Grupo

hidroxilo

!
"
> < ‘

Zona mas electronegativa

Figura 13. A) Molécula optimizada de colesterol. B) Mapa electrostatico de la molécula del
colesterol, en color verde se indica la zona electropositiva y en color rojo la zona electronegativa.

Las energias de las moléculas optimizadas se presentan en el Cuadro 9, asi como las energias de
las interacciones entre cada uno de los compuestos fenodlicos con el colesterol. Las moléculas
optimizadas representan, teéricamente, la forma mas estable de cada compuesto, lo cual se denota
por su energia, por ejemplo, el colesterol presentd una menor energia, en comparacion con los
compuestos fenolicos. Se observan el area de mayor electropositividad (verde) y el area de mayor
electronegatividad (roja); esta ultima se debe a los electrones libres que posee el oxigeno en el
grupo hidroxilo (-OH). De acuerdo con esto, se esperaria que la union entre los compuestos
fenolicos y el colesterol se de en esta zona. Se observa que las energias de los compuestos fueron
similares entre si, pero diferentes a la del colesterol. Las moléculas optimizadas de acido
protocatéico, acido ferulico y acido p-cumarico se presentan en la Figura 14, Figura 15 y Figura

16, respectivamente.

En el caso del acido protocatéico, éste cuenta con un solo grupo carboxilo y dos hidroxilos; se
observan tres areas de mayor electronegatividad, siendo la del oxigeno del carboxilo la de mayor
area. Asimismo, el proton unido al oxigeno 1 actiia como grupo donador de puente de hidrogeno,
mientras que el oxigeno 2 actiia como receptor, por lo cual resulta factible que el acoplamiento
molecular con el colesterol se podria llevar acabo en este sitio. El mapa electrostatico del acido
feralico muestra un comportamiento similar al observado en el acido protocatéico, en donde se
observa la presencia de un grupo hidroxilo y un grupo carboxilo. Este ultimo actia como donador

y receptor de puente de hidrogeno, sin embargo, forma también un enlace intramolecular que lo

debilita.
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El 4cido p-cumadrico cuenta con un grupo hidroxilo y un grupo carboxilo. En este caso, el grupo

carboxilo es mas electronegativo, lo cual se observa claramente en el area alrededor del oxigeno

de este grupo, ademas de la zona electropositiva cercana al hidrogeno del hidroxilo. De acuerdo

con esto, este grupo puede formar un puente de hidrogeno mas estable con el grupo hidroxilo del

colesterol. Una vez creados los mapas electrostaticos para las moléculas anteriormente descritas,

se analizaron las interacciones entre cada uno de los compuestos fenodlicos con el colesterol.

Cuadro 9. Energias de interaccion de las moléculas optimizadas y de los complejos compuesto

fendlico-colesterol.

Energia de

Molécula optimizada interaccion Grupo funcional
(Hartress)
Colesterol (C) -1131.42 Hidroxilo
(-OH) del C3
Acido protocatéico -571.33 Carboxilo (COOH)
(APCA)
Acido fertlico (AF) -689.21 Carboxilo (COOH)
Acido p-coumarico -574.67 Hidroxilo
(APCO) (-OH) del fenil
, Distancia de
Energia de
. . los puentes
Complejo Interaccion de Angulo % Grupo funcional
Hartrees e
(keal/mol) hidrogeno
(A)
C-APCA -1703.77 2.762 162.14 Hidroxilo
(10.84) 2.866 137.16 (-OH) del C3 y
carboxilo (COOH)
C-AF 1820.65 2.854 134.68 Hidroxilo
(10.83) 2.746 160.45 (-OH) del C3 y
carboxilo (COOH)
C-APCO -1706.10 2.852 128.85 Hidroxilo (-OH) del
(4.35) 96.55 C3 e hidroxilo

(-OH) del fenil
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Figura 14. A) Molécula optimizada de 4cido protocatéico. B) Mapa electrostatico de la molécula
del é4cido protocatéico, en color verde se indica la zona electropositiva y en color rojo la zona
electronegativa.
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Figura 15. A) Molécula optimizada de acido fertlico. B) Mapa electrostatico de la molécula del
acido feralico, en color verde se indica la zona electropositiva y en color rojo la zona
electronegativa.
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Figura 16. A) Molécula optimizada de acido p-cumarico. B) Mapa electrostatico de la molécula
del 4cido p-cumadrico, en color verde se indica la zona electropositiva y en color rojo la zona
electronegativa.

Se realizaron simulaciones utilizando la DFT para estudiar las interacciones de los compuestos
fenolicos con el colesterol, analizando los sitios de unidn entre ellos. Los resultados demostraron
que en el complejo &cido protocatéico-colesterol (Figura 17), presentd una energia de union de
10.8441 kcal/mol. Se formaron puentes de hidrogeno entre el oxigeno del grupo carboxilico y el
oxigeno del grupo hidroxilo del carbono 3 del colesterol, con una longitud de enlace de 2.762 A y
un angulo 162.14°. Se formo6 también otro puente de hidrogeno entre el oxigeno 2 del grupo
carboxilico y el oxigeno del hidroxilo del colesterol, con una longitud de 2.866 A y angulo de
137.16°. La interaccion O-H-O tiene un promedio de 2.7 A y una fuerza de unién es de 5.2 kcal/mol
(Fuller, 1959). De acuerdo al angulo en el que se formen, es habitual clasificar a los puentes de
hidrogeno como "débiles", "fuertes" o "normales", considerandose como fuertes aquellos que
tienen angulos de enlace entre 170 y 180° y débiles los que sean <120° (Luzar y Chandler, 1996).
De acuerdo con esto, los angulos de los puentes de hidrogeno formados entre el 4cido protocatéico

y el colesterol se consideran como fuertes, lo cual sugiere una buena interaccion entre ellos.

Los resultados de la simulacion de las interacciones entre el acido ferulico y el colesterol se
muestran en la Figura 18. Este complejo presentd una energia de union de 10.8379 kcal/mol,
formando puentes de hidrogeno entre el oxigeno 1 del grupo carboxilo y el oxigeno del hidroxilo

del colesterol, con una longitud de enlace de 2.854 A y un dngulo de 134.68°. Asimismo, se formo
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un segundo puente de hidrogeno entre el oxigeno 2 del grupo carboxilo y el oxigeno del hidroxilo
del colesterol, con una longitud de 2.746 A y un angulo de 160.45°. Los valores de los puentes de
hidrégeno formados en el complejo acido fertlico-colesterol fueron similares a los presentados en

el complejo acido protocatéico-colesterol.

Por ultimo, los resultados para el complejo p-cumadrico-colesterol se presentan en la Figura 19. Este
complejo presentd valores menores a los de los complejos anteriores, con una energia de union de
4.2487 kcal/mol. Ademas, en este complejo no se formaron uniones entre el grupo carboxilo del
acido p-cumarico y el grupo hidroxilo del colesterol, lo cual puede atribuirse a impedimentos
estéricos causados por la conformacion espacial de la molécula optimizada del 4cido p-cumarico.
Dichos impedimentos se asocian también a que alrededor del grupo carboxilo existe una zona de
mayor electropositividad a la del grupo hidroxilo, por lo cual, la interaccidon ocurri6 entre este grupo
y el grupo hidroxilo del colesterol (Fuller, 1959). La union detectada se formé mediante un puente
de hidrogeno, con una longitud de 2.852 A y 4ngulos de 128.85° y 96.65°. De acuerdo a esto, se
propone que el acido protocatéico y el acido ferulico presentan una mayor afinidad para interactuar
con el colesterol, lo cual les confiere una alta capacidad para inhibir su micelizacidon, en

comparacion con el adcido p-cumarico.
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Figura 17. A) Distancia y B) angulos de los puentes de hidrégeno del complejo acido protocatéico
— colesterol.

Figura 18. A) Distancia y B) angulos de los puentes de hidrégeno del complejo 4cido ferulico —
colesterol.
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Figura 19. A) Distancia y B) angulos de los puentes de hidrogeno del complejo acido p-cumadrico
— colesterol.

Existen pocos estudios de investigacion teorica en donde se describan las interacciones entre
compuestos fendlicos con el colesterol. Zheng et al. (2020) analizaron las interacciones catequina-
colesterol, donde observaron que en el complejo epigalocatequina-colesterol se formaban puentes
de hidrégeno con distancias de 2.15 y 2.01 A y una energia de union de 2.6 kcal/mol. En el caso
del complejo epicatequina-colesterol, se presentaron distancias de 2.12 y 1.78 A con una energia
de union de 1.8 kcal/mol. De acuerdo con esto, se propuso que la interaccion entre las catequinas
con el colesterol ocurre principalmente por enlaces de hidrégeno, sin embargo, las transferencias
de carga intermolecular e intramolecular (entre el anillo aromatico y el grupo hidroxilo)
promovidas por las catequinas, mejoran en gran medida la formacién de estos puentes. Asimismo,
los sitios de unidn de epicatequina-colesterol y epigalocatequina-colesterol se localizan en el grupo
hidroxilo del anillo A y el oxigeno hidroxilico del colesterol. Las energias de unién que se
obtuvieron son mayores a las de este estudio, a pesar de esto, existe bastante evidencia in vitro
donde las catequinas impiden la incorporacidn del colesterol a las micelas, dificultando la absorcion
del colesterol al disminuir su solubilidad. Por ejemplo, las catequinas presentes en la manzana

pueden formar precipitados insolubles con productos de oxidaciéon del colesterol y, en
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consecuencia, impedir su absorcion (Ogino et al., 2007). Por lo tanto, se esperan resultados
favorables de estudios in vitro e in vivo de los compuestos fenolicos presentes en la pasta de

aguacate sobre la disminucion del colesterol.

Existen estudios in vitro e in vivo que muestran la efectividad de los acidos protocatéico, ferulico
y p-cumarico sobre la disminucion del colesterol, sin embargo, el mecanismo de accidon no esta
claro. Tamvra et al. (2004) investigaron los efectos del acido protocatéico sobre el colesterol sérico
y la expresion génica relacionada con el metabolismo del colesterol en ratas. Las ratas fueron
alimentadas con una dieta libre de colesterol con o sin 5 g de 4cido protocatéico/kg de dieta durante
4 semanas. Las concentraciones séricas de colesterol total, HDL, VLDL, IDL y LDL, fueron
significativamente menores en el grupo tratado con acido protocatéico, en comparaciéon con el
control durante el periodo de alimentacion, lo cual indica el efecto del compuesto fenolico sobre el
colesterol y las diversas lipoproteinas que lo contienen. Asimismo, Grzelak-Blaszczyk et al. (2020)
observaron que el dcido protocatéico presente en subproductos de cebolla amarilla, mostraron un
efecto positivo sobre los lipidos sanguineos, aumentando la concentracion de HDL, reduciendo asi

los factores de riesgo de lesiones ateroscleroticas, en ratas alimentadas con una dieta alta en grasas.

El 4cido feralico es un compuesto fendlico ubicuo en una gran variedad de frutas, verduras, bebidas
y granos. Entre sus bioactividades, se encuentra su capacidad como eliminador de radicales
hidroxilo y peroxilo que explican su funcioén protectora (Jain y Surana, 2016b). Se ha observado
que el extracto etandlico de P. cineraria, mostrd una potente accion antihiperlipidémica contra la
hiperlipidemia inducida por una dieta alta en grasas en ratas (Jain y Surana, 2016a). Sin embargo,
la composicion exacta del extracto no fue evaluada, por lo que es posible que ademas del acido
feralico, existan otros fitoquimicos responsables del efecto antihiperlipidémico observado.
Yogeeta et al. (2006) observaron que el acido ferulico también disminuyd los niveles de
fosfolipidos, peroxidos de lipidos, LDL y VLDL en ratas tratadas con isoproterenol. Por lo tanto,
la suplementacién con 4cido fertilico y otros fitoquimicos puede mejorar los perfiles de lipidos y
el estrés oxidativo, mitigar la oxidacién del LDL y otros parametros relacionados en sujetos

dislipidémicos.

En el caso del 4cido p-cumarico, Shen ef al.(2019) evaluaron su efecto en ratones alimentados con
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una dieta alta en grasas. Los autores reportaron actividad antioxidante y modulacion del perfil
lipidico, asociadas también a efectos hepatoprotectores generales. Asimismo, Amalan ef al. 2016,
demostraron que el acido p-cumadrico reduce el colesterol total y TAG, tanto en plasma como en
tejidos (higado y rifidn), al disminuir el LDL y VLDL y aumentar el nivel de HDL en ratas
diabéticas. De acuerdo con la evidencia reportada en el presente estudio, se propone que los
compuestos fenolicos mayoritarios identificados en la pasta de aguacate pueden interactuar con el
colesterol a través de puentes de hidrégeno. Si las interacciones ocurren en el lumen del intestino
delgado, éstas pueden influir sobre la formacion de micelas de colesterol, formando complejos
insolubles con ¢l que pueden reducir su absorcion entérica. Este es un posible mecanismo a través
del cual estos compuestos fendlicos pueden impedir, o al menos reducir, la absorcion de colesterol
dietario o biliar, resultando en beneficios a la salud del consumidor. Esta evidencia soporta los
resultados observados en modelos in vitro e in vivo reportados por otros autores, en donde el
consumo de estos compuestos o extractos que los contienen, impacta positivamente el colesterol

sérico, asi como el perfil lipidico en general.
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7. CONCLUSION

La pasta de aguacate cv. 'Hass' es un subproducto que presenta valores considerables de
acidos fendlicos, principalmente 4cido ferulico, acido protocatéico y acido p-cumarico, asi como
carotenoides, tocoferoles y acidos grasos, los cuales no son aprovechados. Su composicion de
compuestos bioactivos le permite ejercer una capacidad antioxidante importante, de acuerdo a
diferentes metodologias utilizadas para cuantificarla. La digestion in vitro mostré que los
compuestos fenolicos totales tuvieron una mayor liberacion en la fase géstrica, seguido de la fase
intestinal, mientras que la capacidad antioxidante mostré un comportamiento similar. Los analisis
in silico sugieren que sus principales compuestos fenolicos interactiian con el colesterol a través de
puentes de hidrégeno, siendo el acido protocatéico el que lo hace con mayor afinidad. Esto permite
sugerir que los compuestos fendlicos de la pasta de aguacate podrian inhibir la micelizacion de
colesterol en el intestino delgado, reduciendo asi su absorcion entérica y contribuyendo a prevenir,
mitigar o corregir la hipercolesterolemia. La pasta de aguacate cv. 'Hass' es normalmente
descartada por la industria, sin embargo, la evidencia aqui presentada demuestra que podrian
representar una fuente alternativa de compuestos con bioactividades importantes. Entre sus
posibles aplicaciones se encuentran su incorporacion en alimentos funcionales y nutracéuticos con
efectos benéficos a la salud, a través de su capacidad de formar complejos con el colesterol que

impidan su micelizacion y absorcion entérica.



8. RECOMENDACIONES

Las investigaciones futuras deben abordar la bioaccesibilidad, biodisponibilidad y la
actividad inhibitoria de la micelizacion del colesterol en un modelo in vivo, de los compuestos
bioactivos presentes en la pasta de aguacate, para posteriormente considerar ensayos en seres
humanos. Ademas, es de suma importancia mejorar el manejo y almacenamiento de la pasta de
aguacate, de esta manera se evitara la degradacion de sus compuestos bioactivos, maximizando asi
sus potenciales aplicaciones. Los resultados obtenidos de este estudio serviran como punto de inicio
para definir la utilizacion mas adecuada de la pasta de aguacate, tales como en el desarrollo de

alimentos funcionales o nutraceuticos.
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