4

univerSIDAD auTONOMd
DE aGUasSCaLIENTES

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

TESIS

“EFECTO DEL HUITLACOCHE SOBRE INDICADORES DE
ESTRES OXIDATIVO EN RATAS DIABETICAS Y NORMALES”

PRESENTA
L.A.Q.B. GWENDOLYN HUERTA ESPARZA

PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS EN EL AREA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL

TUTORES
DR. FIDEL GUEVARA LARA

DR. FERNANDO JARAMILLO JUAREZ

MIEMBRO DE COMITE TUTORAL
DR. FRANCISCO ANIBAL POSADAS DEL RiO

Aguascalientes, Ags. Mayo de 2013



UNIUERSIDAD auTonoma
DE aGUasCcaLieENTeS ANIUERSARIO
uaa

Centro de Ciencias Bésicas

L. A.Q.B. GWENDOLYN HUERTA ESPARZA,
ALUMNO (A) DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS EN EL
AREA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL.
PRESENTE.

Estimado (a) alumno (a) Huerta:

Por medio de este conducto me permito comunicar a Usted que habiendo recibido los
votos aprobatorios de los revisores de su trabajo de tesis y/o caso practico titulado:
“Efecto del huitlacoche sobre indicadores de estrés oxidativo en ratas diabéticas y
normales”, hago de su conocimiento que puede imprimir dicho documento y
continuar con los tramites para la presentacion de su examen de grado.

Sin otro particular me permito saludarle muy afectuosamente.

ATENTAMENTE
Aguascalientes, Ags., 28 de mayo de 2013
“SE LUMEN PROFERRE”
EL DECANO SUSTITUTO

(\Oma be Q

‘“%
M. en £ JESUS RUI GAL&GO 0 &
.

"y CENTRO GE CIENCIAS
RISICAS

c.c.p.- Archivo
JIRG,mjda




v

UnIUERSIDAD auToNOMa
DE aGgUasCaueNTeS

M. en C. José de Jesus Ruiz Gallegos
Decano del Centro de Ciencias Basicas
Universidad Auténoma de Aguascalientes
Presente.

Por este medio me permito comunicar atentamente a usted que he revisado la
versién final del escrito de tesis “Efecto del huitlacoche sobre indicadores de
estrés oxidativo en ratas diabéticas y normales”, presentada por la alumna
L.A.Q.B. Gwendolyn Huerta Esparza como requisito para obtener el grado de
Maestra en Ciencias en el area de Biotecnologia Vegetal. A mi juicio, este
documento contiene ya todas las correcciones solicitadas por un servidor al hacer
la revision del mismo. Por lo anterior, considero que se puede a proceder ya a su
impresién definitiva y a la programacion del examen de grado.

ATENTAMENTE
“SE LUMEN PROFERRE”
Aguascalientes, Ags., a 22 de Mayo de 2013

Dr. Fidel Guevara Lara
Tutor del Trabajo de Tesis
Sinodal Designado para el Examen de Grado




UnIUERSIDAD auTonoma
DE aGuUascaLlenNTes

M. EN C. JOSE DE JESUS RUIZ GALLEGOS
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS.
PRESENTE.

Estimado Sefior Decano:

Nos permitimos comunicarle que después haber analizado la version escrita del trabajo de
tesis “Efecto del huitlacoche sobre indicadores de estrés oxidativo en ratas diabéticas y
normales”, realizado por la LAQB Gwendolyn Huerta Esparza, estudiante de la Décima
Generacién del programa de Maestria en Ciencias-Area Biot. V., consideramos que el
trabajo:

1) Retne los requisitos de una tesis de Maestria en Ciencias.
2) Genera informacion en el area de la Biotecnologia Vegetal

Por ello, y dado que este trabajo cumple con el requisito establecido en el Articulo 162-
Inciso III del Reglamento General de Docencia de la UAA, como miembros del Comité
Tutoral damos nuestro voto aprobatorio para que la persona antes citada contintie con los *
tramites administrativos que le permitan presentar su examen de grado.

Aprovechamos este conducto para saludarlo cordialmente.
ATENTAMENTE

Aguascalientes, Ags., a 28 de mayo de 2013.
“SE LUMEN PROFERRE”

"POSADAS DEL RiO

DR. FMLLO JUAREZ DR. FRANCISCO

c.c.p.- Interesado.
c.c.p.- Archivo.




AGRADECIMIENTOS

"Agradecer, es reconocer que no estuvimos solos en el camino”..

Lo que hoy somos es la suma de todas nuestras vivencias, siendo asi hay muchas

personas a las que quiero, necesito y debo agradecer.

A mi hijo, mi mensajero, mi enviado del cielo, mi fuerza, mi luz en la oscuridad... mi

alegria, mi sonrisa, mi ancla, mi razén, mi estaciéon y mi vida...

A mis padres, por ser ejemplo de lucha, que no han dejado que me derrumbe, que

siempre han estado para darme empuje, que creen en mi...

A mi enano, por su eterna compania, sus maduros consejos, su prudencia, sus silencios y

hasta sus silbidos...

A Lety, amiga, confidente, compafiera, hermana, por su paciencia y tolerancia, por estar

aun cuando yo no estuve...

A Hugo, el guerrero, mi escape de la realidad, mi refugio en tiempos duros, eterno
compafiero de noches interminables, por darme tu mano no sélo para no caer, sino para ir
3M2SC...

A Selene, nuestra nocturna complice...

A Juanito, porque sin ti no haya podido... los costales de croqueta (chiste local). Ya! Solo
tu pudiste ver, compartir y en ocasiones, soportar el cansancio de aquellas largas
jornadas... Por tu paciencia, tu comprension, tu consideracién, tu inmensa ayuda. Sin ti...

sin ti simplemente no haya podido...

A la maestra Lore y al Dr. Fidel, por sus valiosas contribuciones a la mejora de este

trabajo...

A la maestra Licha y al Dr. Jaramillo, por su gran apoyo, por compartir su sabiduria y
darme lecciones de humildad, por ser personas a las que hoy admiro no sélo por sus

conocimientos académicos, sino como grandes seres humanos...



Al Dr. Posadas, por sus valiosisimos y Utiles consejos, y por ser inspirador de una nueva

etapa...
A mis compaieros estudiantes, por esos dos maravillosos afos...
A todos los compafieros de este viaje... los que aun estan, y los que partieron...

A todos ustedes, Gracias! Sé que hoy mis palabras de agradecimiento quizd puedan

sobrar, pero nunca mi gratitud.

"Porque alcanzado el objetivo, lo importante es en la persona en que te convertiste

durante el vigje”..



DEDICATORIAS

A Angel Gabriel; mi motor, mi razén, mi ser. ..

A Aurelio, Judith, Yesenia, Emmanuel; mi piedra
angular. ..



INDICE GENERAL

Tema Pagina
Resumen 6
Abstract ) 8
1. INTRODUCCION ) 10
1.1 ENFERMEDADES CRONICAS 10
1.1.1 Definicion 10
1.1.2 Generalidades 10
1.1.3 Diabetes mellitus 11
'1.1.3.1 Definicion y aspectos epidemiologicos 11
1.2 ESTRES OXIDATIVO 13
1.2.1 Concepto de oxidacién 13
1.2.2 Daio o estrés oxidativo 13
1.2.3 Diabetes mellitus y estrés oxidativo 14
1.2.3.1 Generacidon de especies reactivas de oxigeno por la
mitocondria 16
1.2.3.2 Dafio oxidativo y nitrosativo mitocondriales en la
diabetes 19
1.3 ANTIOXIDANTES 21
1.3.1 Definicion 21
1.3.2 Principales compuestos antioxidantes en los alimentos 21
1.3.2.1 Componentes fendlicos de la dieta y sus propiedades
biomedicinales 22
1.4 HONGOS COMESTIBLES 23
1.4.1 Generalidades 23
1.4.2 Actividad nutracéutica de los hongos comestibles 25
1.5 Ustilago maydis 25
1.5.1 Generalidades 25
1.6 EL HUITLACOCHE 26
1.6.1 Valor nutricional 26
1.6.2 Contenido de compuestos fendlicos 28
2. JUSTIFICACION 31
3. HIPOTESIS DE TRABAJO 31
4. OBJETIVOS 32
4.1 OBJETIVO GENERAL 32
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 32
5. METAS ] 32
6. MATERIALES Y METODOS 33
6.1 ANIMALES 33
6.2 INDUCCION DE LA DIABETES EXPERIMENTAL 34
6.3 PREPARACION DE LAS CROQUETAS DE HUITLACOCHE 34
6.4 PRUEBAS DE FUNCION RENAL 35
6.4.1 Volumen urinario 35
6.4.2 Proteinas en orina 36



6.4.3 Glucosa en orina

6.4.4 Sodio en orina

6.4.5 Creatinina plasmatica
6.5 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

6.5.1 GSH en tejidos

6.5.2 Cuantificacion de ATP

6.5.3 Cuantificacion de MDA
6.6 ANALISIS ESTADISTICO

7. RESULTADOS

7.1 CONSUMO DE ALIMENTO Y GANANCIA EN PESO
7.2 EVALUACION DE LA FUNCION RENAL
7.2.1 Glucosa en orina
7.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
7.3.1 GSH en tejidos
7.3.2 ATP en sangre
7.3.3 MDA en plasma
7.4 PRUEBAS ADICIONALES PARA EVALUAR LA EFICACIA DEL
TRATAMIENTO CON HUITLACOCHE EN RATAS DIABETICAS
7.5 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y FENOLES TOTALES

8. DISCUSION

8.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO DEL HUITLACOCHE SOBRE
LOS COMPUESTOS FENOLICOS Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

8.2 EFECTO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES SOBRE EL CONSUMO DE
ALIMENTO Y EL PESO CORPORAL )

8.3 EFECTO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES SOBRE LA FUNCION
RENAL (GLUCOSA EN ORINA)

8.4 EFECTO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES SOBRE INDICADORES
DE ESTRES OXIDATIVO (GSH EN TEJIDOS, ATP Y MDA EN
PLASMA)

8.4.1 Glutation reducido (GSH)
8.4.2 Adenosin Trifosfato (ATP)
8.4.3 Malondialdehido (MDA)

8.5 EFECTO DE LAS DIE'I:AS EXPERIMENTALES SOBRE }NDICAI;)ORES
DE LA FUNCION HEPATICA (TGP y TGO) Y RENAL (ACIDO URICO,
UREA, NITROGENO UREICO EN SANGRE)

8.5.1 TGPy TGO
8.5.2 Acido Urico, urea y nitrégeno uréico en sangre

9. CONCLUSIONES
10. GLOSARIO ]

11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
APENDICES

37
38
38
40
40
42
43
46
47
47
48
48
49
49
50
51

52
55
56

56

57

60

61
62
64
64

66
66
67
69
70
74
99



INDICE DE TABLAS

Tabla

Pégina

Tabla 1. Composicién de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante
de huitlacoche producido en maices criollo e hibrido.

Tabla 2. Datos obtenidos para la curva de calibracién del método de GSH.
Tabla 3. Datos obtenidos para la curva de calibracion del método de MDA.

Tabla 4. Concentracion de fenoles solubles totales en equivalentes de
cido Galico en las distintas dietas experimentales.

Tabla 5. Actividad antioxidante equivalente a Trolox de las distintas dietas
experimentales.

28

42

45

55

55



INDICE DE FIGURAS
FJhura

Pégina

Figura 1. Formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno.
Figura 2. Flujo de electrones en la cadena respiratoria.

Figura 3. Daio oxidativo mitocondrial.

Figura 4. Modelo de dafio mitocondrial inducido por hiperglucemia.

Figura 5. Efectos del aumento de fructosa en la relacion NADH/NAD™ y la
via glucolitica.

Figura 6. Consumo de alimento diario de ratas Wistar machos sanas
alimentadas con croqueta (C), sanas alimentadas con huitlacoche crudo (C-
HCr) y sanas alimentadas con huitlacoche cocido (C-HCo); y ratas
diabéticas alimentadas con croqueta (D), diabéticas alimentadas con
huitlacoche crudo (D-HCr) y diabéticas alimentadas con huitlacoche cocido
(D-HCo).

Figura 7. Ganancia de peso de ratas sanas alimentadas con croqueta (C),
sanas alimentadas con huitlacoche crudo (C-HCr) y sanas alimentadas con
huitlacoche cocido (C-HCo) del dia 0 al dia 28 del muestreo.

Figura 8. Ganancia de peso de ratas diabéticas alimentadas con croqueta
(D), diabéticas alimentadas con huitlacoche crudo (D-HCr) y diabéticas
alimentadas con huitlacoche cocido (D-HCo) del dia 0 al dia 28 del
muestreo.

Figura 9. Concentracién de Glucosa en Orina de ratas Wistar machos
controles y diabéticas alimentadas con croqueta o huitlacoche.

Figura 10. Concentracion de GSH en Rifiones de ratas Wistar controles y
diabéticas alimentadas con croquetas o huitlacoche

Figura 11. Concentracion de GSH en Higado de ratas Wistar controles y
diabéticas alimentadas con croquetas o huitlacoche.

Figura 12. Curso temporal de la concentracion de ATP en sangre de ratas
Wistar controles alimentadas con croquetas o huitlacoche.

Figura 13. Curso temporal de la concentracién de ATP en sangre de ratas
Wistar diabéticas alimentadas con croquetas o huitlacoche.

Figura 14. Curso temporal de la concentracién de MDA en plasma de ratas
Wistar controles y diabéticas alimentadas con croquetas o huitlacoche.

17

18

19

20

47

48

48

49

49

50

51

51

51



Figura 15. Concentracién plasmatica de Transaminasa Glutamico-Pirlvica
(TGP) en ratas Wistar macho controles alimentadas con croqueta (C) y
diabéticas alimentadas con croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y
huitlacoche cocido (D-HCo).

Figura 16. Concentracidon plasmatica de Transaminasa Glutamico-Oxalica
(TGO) en ratas Wistar macho controles alimentadas con croqueta (C) y
diabéticas alimentadas con croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y
huitlacoche cocido (D-HCo).

Figura 17. Concentracion plasmatica de Glucosa en ratas Wistar macho
controles alimentadas con croqueta (C) y diabéticas alimentadas con
croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y huitlacoche cocido (D-HCo).

Figura 18. Concentracion plasmatica de Acido Urico en ratas Wistar
macho controles alimentadas con croqueta (C) y diabéticas alimentadas
con croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y huitlacoche cocido (D-HCo).

Figura 19. Concentracion plasmatica de Urea en ratas Wistar macho
controles alimentadas con croqueta (C) y diabéticas alimentadas con
croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y huitlacoche cocido (D-HCo).

Figura 20. Concentracion plasmatica de Nitrogeno Ureico en Sangre
(BUN) en ratas Wistar macho controles alimentadas con croqueta (C) y
diabéticas alimentadas con croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y
huitlacoche cocido (D-HCo).

52

52

53

53

54

54



“EFECTO DEL HUITLACOCHE SOBRE INDICADORES DE ESTRES
OXIDATIVO EN RATAS DIABETICAS Y NORMALES”

Resumen

Se conoce como huitlacoche a las agallas (tumores) comestibles inducidas por el
hongo basidiomiceto Ustilago maydis DC Corda en las mazorcas de maiz (Zea mays L.). El
huitlacoche tiene muchos compuestos fendlicos asociados con la capacidad de disminuir el
riesgo de contraer enfermedades degenerativas como la diabetes. Este trastorno
metabdlico se caracteriza principalmente por hiperglicemia y se relaciona con el desarrollo
de complicaciones que sefalan al estrés oxidativo (EO) como la via comin que une los

diferentes mecanismos de las patogénesis asociadas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del huitlacoche (Ustilago maydis-
Zea mays) sobre algunos indicadores bioquimicos de estrés oxidativo en ratas diabéticas y
normales. Para ello se utilizaron ratas Wistar machos de 250 - 300 g y se dividieron en
tres subgrupos: ratas control alimentadas con croquetas de dieta base, ratas alimentadas
con croquetas de dieta base adicionadas con huitlacoche crudo al 10% (base seca), y
ratas alimentadas con croquetas de dieta base adicionadas con huitlacoche cocido
(quisado) al 10% (base seca). La diabetes fue inducida con estreptozotocina (50 mg/kg).
Las ratas recibieron su dieta respectiva durante 4 semanas y se monitorearon cada 7 dias
midiendo las concentraciones plasmaticas de trifosfato de adenosina (ATP),
malondialdehido (MDA) y creatinina. Antes del sacrificio (dia 28), se midieron el flujo
urinario (FU), las concentraciones de glucosa y sodio y la masa excretada de proteinas
(MEP). Ademas, con la finalidad de complementar la evaluacién de la eficacia del
tratamiento con huitlacoche sobre la diabetes y valorar el dafio funcional de higado y
rifiones, se realizaron pruebas adicionales a los 28 dias del estudio, es decir, el dia del
sacrificio. Estas pruebas incluyeron cuantificaciones plasmaticas de las transaminasas
glutdmico pirdvica (TGP) y glutamico oxaloacética (TGO), asi como de glucosa, acido
drico, urea y nitrogeno ureico (BUN).

Los resultados obtenidos muestran que el FU y Ila MEP disminuyeron

significativamente en ratas diabéticas respecto a los controles; el FU se normalizd en las
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diabéticas alimentadas con huitlacoche. Los niveles de glucosa disminuyeron
notablemente en la orina y plasma de las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche,
respecto a las alimentadas con dieta base. En el plasma de las ratas diabéticas
alimentadas con huitlacoche, las concentraciones de ATP aumentaron y los niveles de
MDA disminuyeron, respecto a las ratas alimentadas con dieta base. Las concentraciones
plasmaticas de TGO y TGP disminuyeron considerablemente en ratas diabéticas cuyas
dietas fueron suplementadas con huitlacoche, al igual que los niveles de glucosa y acido
Urico. Los niveles de urea y BUN disminuyeron significativamente en los grupos de ratas

diabéticas alimentadas con huitlacoche con respecto a las ratas controles.

En base a los resultados obtenidos se propone el consumo de una dieta
suplementada con huitlacoche para disminuir algunos indicadores de estrés oxidativo en
individuos diabéticos, asi como para disminuir las concentraciones de indicadores del dafio
funcional en higado vy rifiones. Se concluye que el tratamiento térmico del huitlacoche no

afecta sus efectos fisioldgicos benéficos sobre dichos indicadores.



“EFFECT OF HUITLACOCHE ON INDICATORS OF OXIDATIVE STRESS IN
DIABETIC AND NORMAL RATS”

Summary

Edible galls (tumors) induced by the basidiomycete fungus Ustilago maydis DC
Corda on maize (Zea mays L.) ears are known as huitlacoche. Huitlacoche contains many
phenolic compounds associated with the capacity to diminish the risk of contracting
degenerative diseases such as diabetes. This metabolic disorder is characterized by
hyperglycemia and is related to the development of complications which point at oxidative
stress as the common pathway from which the different mechanisms of associated

pathogeneses diverge.

The objective of this work was to study the effect of huitlacoche (Ustilago maydis-
Zea mays) on several biochemical indicators of oxidative stress in diabetic and normal
rats. Wistar rats (250-300 g) were allotted into three subgroups: control rats fed with
basal diet pellets, rats fed with basal diet pellets added with 10% (dry basis) raw
huitlacoche, and rats fed with basal diet pellets added with 10% (dry basis) cooked (fried)
huitlacoche. Diabetes was induced with streptozotocin (50 mg/kg). Rats were fed during 4
weeks and were monitored every 7 days by measuring plasma concentrations of
adenosine triphosphate (ATP), malondialdehyde (MDA), and creatinine. Before sacrifice
(on day 28), urinary flow (UF), and the concentrations of glucose, sodium and excreted
protein mass (EPM) were measured. Also, in order to complement the evaluation of the
efficacy of the treatment with huitlacoche on diabetes, and to evaluate the functional
damage on liver and kidneys, additional test were carried out on day 28. These tests
included measurements of plasma levels of glutamic-pyruvic transaminase (GPT) and
glutamic-oxaloacetic transaminase (GOT), as well as glucose, uric acid, urea and ureic
nitrogen (BUN).

Results show that UF and EPM were diminished significantly in diabetic rats with
respect to the controls; UF was normalized in diabetic rats fed with huitlacoche. Glucose
levels decreased markedly in urine and plasma from diabetic rats fed with huitlacoche,
with respect to those fed with basal diet. ATP concentrations increased and MDA levels
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decreased in plasma from diabetic rats fed with huitlacoche, in relation to those fed with
basal diet. Plasma levels of GPT and GOT were considerably diminished in diabetic rats fed
with the huitlacoche amended diets, as well as glucose and uric acid levels. Urea and BUN
levels decreased significantly in the diabetic rats fed with huitlacoche, with respect to the

control rats.

Based on these results, the consumption of a diet supplemented with huitlacoche is
proposed, in order to diminish several indicators of oxidative stress in diabetic individuals,
as well as to diminish the concentrations of indicators of functional damage in liver and
kidneys. It is concluded that the thermal treatment of huitlacoche does not affect its

beneficial physiological effects on the above-mentioned indicators.



1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDADES CRONICAS
1.1.1. Definicion

Por enfermedad cronica (EC) se entiende la afectacion a la salud que persiste en el
tiempo y requiere de cuidados continuos y permanentes, como las enfermedades
cardiovasculares, la diabetes, el cancer, algunas enfermedades respiratorias, el SIDA y
algunos tipos de depresion, entre otras (WHO, 2002; WHO, 2006).

1.1.2. Generalidades

Las EC constituyen la principal causa de muerte en la mayoria de los paises y se
espera que su prevalencia aumente en cerca de 17% en los proximos 10 afios (WHO,
2005). Segun la Organizacion Mundial de la Salud, 35 millones de personas murieron en
2005 como resultado de EC, la mitad de ellas antes de cumplir 70 anos (WHO, 2005); las
enfermedades cardiovasculares son responsables de una tercera parte de estas muertes
(WHO, 2004). Se «calcula que las enfermedades cardiacas y los accidentes
cerebrovasculares son responsables de 35-55% de las muertes registradas en América
Latina (AL) y el Caribe, con aproximadamente 800,000 muertes por afio. Se calcula que en
2020, las enfermedades cardiovasculares provocaran tres veces mas muertes e
incapacidad que las infecciosas. La prevalencia estimada de hipertensién arterial en la
Region de las Américas es de 8 - 30%, mientras la de diabetes mellitus tipo 2 (que ya es

mayor que el promedio mundial) puede llegar a 8% en 2025 (King et a/., 1998).

Debido a la complejidad de las EC, se hace dificil poder controlarlas y reducir la
mortalidad y la discapacidad asociadas con ellas (Matson-Koffman et a/,, 2008). Entre los
principales obstaculos se encuentran el limitado acceso a servicios de salud de buena
calidad, la insuficiente coordinacion del tratamiento debido a la frecuente comorbilidad
asociada (Piette y Kerr, 2006), la deficiente educaciéon dirigida a promover un mejor
autocuidado, la escasa promocion sostenida de estilos de vida saludables y la inadecuada

comunicacién entre los pacientes y los equipos de salud que los atienden. Ademas, se
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necesitan servicios que puedan ayudar al paciente a mantener su autocuidado cotidiano,
algo que suele estar mas alla de la capacidad de los sistemas de salud tradicionales. Se
requieren servicios de salud cercanos y efectivos, asi como respuestas integrales a los
determinantes de salud relacionados con las enfermedades crénicas (Hansel, 2005), todo
basado en el principio de equidad (Marmot, 2004). Estos desafios, compartidos por todos
los paises, son mas prevalentes en los de menos recursos, como la mayoria de los
latinoamericanos (OPS, 2007; Wagner et al., 2001).

Las EC son un grupo heterogéneo de padecimientos que contribuye a la mortalidad
mediante un pequefio nimero de desenlaces (diabetes, enfermedades cardiovasculares y
enfermedad vascular cerebral). Los decesos son consecuencia de un proceso iniciado
décadas antes (Aguilar-Sainas et a/, 2005). La evolucién natural de la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares puede modificarse con acciones que cambien el curso
clinico de las condiciones que determinan su incidencia (Lindistram et a/, 2006). Entre
ellas se encuentran el sobrepeso y la obesidad, las concentraciones anormales de los
lipidos sanguineos, la hipertension arterial, el tabaquismo, el sedentarismo, la dieta

inadecuada y el sindrome metabdlico (Epping-Jordan et a/., 2005).

1.1.3. Diabetes mellitus

1.1.3.1. Definicion y aspectos epidemiolégicos

La diabetes es una alteracion del metabolismo de los carbohidratos, lipidos y
proteinas, caracterizada por niveles elevados de glucosa debido a fallas o defectos en la
accion de la insulina, secretada por las células B del pancreas. Esta hormona es necesaria
para que las células del organismo puedan utilizar la glucosa como combustible y
transformarla en energia. La enfermedad se clasifica en tipos 1y 2 (Palmer et al., 2004;
Sturis et al., 2003; Anaya et al., 2007).

En la diabetes tipo 2 el trastorno central es la resistencia de todos los tejidos
periféricos a la accidon de la insulina, debido a defectos en su sintesis por modificaciones

del receptor, alteraciones en los mecanismos intracelulares de accién de esta hormona o
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porque se produce en bajas concentraciones. El resultado es que se genera un exceso de
glucosa en la sangre, lo que ocasiona dafios a vasos sanguineos y a ciertos érganos
(Tirabassi et al., 2004; Simpson et al., 2006; Jackerott et al., 2006; Anaya et al., 2007).

Por sus consecuencias, se sita como una de las principales causas de morbi-
mortalidad de las sociedades desarrolladas o en vias de desarrollo. Afecta a gran nimero
de personas, con aumento acelerado de la prevalencia de DM tipo 1 y “explosivo” de DM
tipo 2; esto ultimo, lo relaciona la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) con el
crecimiento y envejecimiento de la poblacion, el incremento de la obesidad, habitos
erroneos de la alimentacion y modos de vida sedentarios. Todo esto implica un problema

personal y de salud publica de enormes proporciones (Taylor, 2005; Khan et a/., 2003).

Algunos estudios realizados por epidemidlogos han descritos que tanto la DM tipo 1
como la 2 son patologias complicadas y desventajosas con respecto a sus complicaciones
tardias, ya que los pacientes diabéticos en comparacion a otros presentan 25 veces mas
posibilidades de quedarse ciegos, 20 veces mas de tener problemas renales, asi como
riesgo de sufrir amputaciones por gangrena y de 2 - 6 veces mas de desarrollar
enfermedades coronarias y dafos isquémicos en el cerebro. Aquellas personas que se
diagnostican con esta patologia antes de los 30 afios de edad, no llegan a los 50, la

mayoria por problemas cardiovasculares y renales.

Otros estudios arrojan evidencias de que la DM es la responsable del 80% de las
muertes por ateroesclerosis coronaria, cuya complicacion, se presenta con una frecuencia
entre dos y cuatro veces mas en esta poblacién. Ahora bien, mientras que el 75% de las
hospitalizaciones de diabéticos son atribuibles a enfermedades del corazén, mas de la
mitad de los pacientes de reciente diagndstico ya presentan evidencias de problemas
cardiovasculares (Wolf, 1993). Junto con otros padecimientos, la DM se encuentra dentro
del grupo sindromes, enfermedades crénicas y procesos degenerativos que se consideran
relacionados con el estrés oxidativo (Dugas et al,, 1999).
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1.2. ESTRES OXIDATIVO

1.2.1. Concepto de oxidacion

La oxidacion es un proceso electroquimico por el cual un ion o dtomo pierde uno o
varios electrones. Como resultado, se producen moléculas muy inestables, denominadas
especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno, que tienen electrones desapareados capaces
de reaccionar con varios sustratos organicos, tales como lipidos, proteinas y ADN (Halliwell
y Aruoma, 1991). La oxidacion de esas biomoléculas genera dafo, compromete las
funciones celulares normales y puede contribuir a estados patoldgicos (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Entonces, aunque estas reacciones de oxidacion son necesarias para
obtener energia para un adecuado funcionamiento celular, un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas y los mecanismos antioxidantes, genera estrés oxidativo
y conlleva a disfuncién y muerte celular (Halliwell y Whitheman, 2004). La mayoria de las
reacciones de oxidacion utilizan el oxigeno (O,), lo que lleva a que 90% del oxigeno

plasmatico sea utilizado para procesos metabodlicos (Halliwell, 1994).

1.2.2. Daiio o estrés oxidativo

De manera habitual, el oxigeno se encuentra en su forma mas estable (O;) con los
electrones que forman el enlace (p) antienlazante con el mismo espin, es decir, en lo que
se conoce como estado triplete; asi el oxigeno es poco reactivo con una velocidad de
reaccion a temperatura fisioldgica baja. Sin embargo por reacciones puramente quimicas,
por acciones enzimaticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se pueden producir
una serie de especies quimicas o sustancias prooxidantes (moléculas o radicales libres
altamente reactivos) que son capaces de dar lugar a mdltiples reacciones con otros
compuestos presentes en el organismo, que llegan a producir dafio celular. Por lo
anteriormente expuesto se comprende que si bien el oxigeno es imprescindible para el
metabolismo y las funciones del organismo, no se deben olvidar los muchos efectos
tdxicos que posee (Fridowich, 1978; Alberts, 1994; Halliwell, 2000).

13



02 Arginina

Metabaolsimo

aerdbico NOS
o:~"* NO®
50D
CAT — -
HO g H:0: ONOO~ eossgmm=— NO3

OH® + NO:~

Fe 2+ libre
OH*

02
ROO® ——ssgmm== RO* RH

Figrua 1. Formacion Intracelular de Especies Reactivas de Oxigeno. O," (i6n
superdxido), OH' (radical hidroxilo), R" (radical peroxi), ROO" (radical peroxilo), NO*
(6xido nitrico), ONOO™ (peroxinitrito), SOD (superdxido dismutasa), CAT (catalasa),
GPx (glutation peroxidasa), NOS (o6xido nitrico sintetasa). Tomado de Sanchez-
Rodriguez (2004).

El estrés oxidativo (EO) se define como el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), que provocan dafo
oxidativo a las macromoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes de defensa. Este dafo se relaciona con el envejecimiento y con mas de 100
padecimientos. El dafio celular que producen las ER y los RL, ocurre en los enlaces de
proteinas, los fosfolipidos poliinsaturados de las membranas celulares, hidratos de carbono
y acidos nucleicos, lo que provoca gran variedad de cambios bioquimicos vy fisioldgicos en
la célula, ocasionados por la activacion de una reaccién en cadena. Esto favorece la
aparicion de diversas enfermedades, como diabetes, ateroesclerosis, procesos
inflamatorios, el de isquemia/reperfusion, enfermedad de Alzheimer, Parkinson, cataratas,

depresion, diversos tipos de cancer, entre otros (Le Roit et a/., 2003; Gracy et al,, 1999).
1.2.3. Diabetes mellitus y estrés oxidativo

Se ha descrito que la DM vy el establecimiento de sus prolongadas complicaciones
se relacionan con alteraciones en la regulacion metabdlica de peroxidos y metales de

transicién. En efecto, la DM esta asociada con reacciones oxidativas, particularmente
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aquéllas que son catalizadas por los metales de transicion descompartamentalizados
(Wolf, 1993). Esta serie de hallazgos concuerdan con estudios que presentan
considerables evidencias en las que se sugiere que el EO juega un importante papel en la
patogénesis y complicaciones de la DM (Pitozzi et al., 2003; Ceriello et al.,, 2001; Davi et
al., 2005; Gunes et al, 2003). Los mecanismos que pueden contribuir al aumento de
dicho estrés en pacientes diabéticos son diferentes, en particular en aquellos sujetos con
pobre control de la glicemia e hipertrigliceridemia. Estos mecanismos que participan en la
formacién de RL en diabéticos no solamente incluyen el incremento de la glucosilacion no
enzimatica y la auto - oxidativa, sino también al estrés metabdlico, que es el resultado de
cambios en la energia del metabolismo, en el nivel de los mediadores de la inflamacién y
en el estado del sistema antioxidante de defensa (Pitozzi et al, 2003). Otros estudios
realizados por Sardas et al/. (2001) en pacientes diabéticos apoyan esta teoria. Ellos
encontraron incremento especies reactivas de oxigeno (ERQO), como el radical superdxido
(0,%), H,0, vy el radical hidroxilo (*OH), lo que contribuyé a que se danara el ADN de
linfocitos en sangre periférica (Sardas et al,, 2001). Dicho dano oxidativo afecta tanto al
ADN nuclear como al mitocondrial. Otros estudios estiman que una célula humana recibe
10,000 impactos oxidativos en el ADN/dia producidos por OH®, es decir, de cada 10%
moléculas de oxigeno que entran a la célula/dia, es posible que 1 en 200 danen al ADN
(Sanchez-Rodriguez et al., 2004).

Por otra parte, en lo que respecta a la DM gestacional, existen estudios realizados
en animales de experimentacion en los que se especula que las alteraciones morfoldgicas
que se encontraron en los productos de gestacion probablemente se debieron a las
modificaciones de factores del suero, asociadas a la diabetes en el medio ambiente
intrauterino (Sakamaki et al, 1999), y aunque el mecanismo biolégico exacto de
teratogenicidad en esta patologia se desconoce, en otros estudios con hiperglucemia
inducida en modelos animales se detectaron varias alteraciones, entre ellas, en el

metabolismo de prostaglandinas y la produccion excesiva de ERO.

Existen evidencias de que el dafo oxidativo debido a la hiperglucemia contribuye a
las patologias microvasculares de la diabetes, como ocurre particularmente en la retina y

el glomérulo renal (Giugliano y Ceriello, 1996; Feldman et a/, 1997; Ruggiero et al., 1997;
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McDonagh y Hokama, 2000; Vinik et al, 2000; Kowluru y Kennedy, 2001; Chang et al.,
2003). Se conoce como estrés oxidativo al desbalance entre los radicales libres y los
agentes antioxidantes. Recientemente, se ha sugerido que la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrogeno (ERN) generadas
principalmente dentro de la mitocondria, puede ser la clave central en muchas de las
patologias de la diabetes. Ademads, dado que las mitocondrias de las células juegan un
papel central en la secrecion de insulina en el pancreas, estimulada por glucosa, el dano a
nivel mitocondrial puede contribuir a la atenuacién de esta respuesta. Por lo tanto, la
generacion de ERO y el dafio oxidativo pueden contribuir a la apariciéon, progresion y

complicaciones de la diabetes tipo 1y 2.

Debido al gran indice de prevalencia en edad adulta de la diabetes mellitus y al
desconocimiento sobre la participacion del estrés oxidativo y nitrosativo en dicha edad en
un organo implicado como los rifiones, es de gran interés realizar los estudios

correspondientes.

1.2.3.1. Generacion de especies reactivas de oxigeno por la mitocondria

El oxigeno molecular (O;) es un birradical por tener dos electrones desapareados
en su ultimo orbital. Esta caracteristica le impide participar en reacciones recibiendo dos
electrones al mismo tiempo, con lo cual su reduccién se lleva a cabo en cuatro reacciones
seriadas, lo que da lugar a la formacion de intermediarios altamente reactivos que son
conocidos como ERO (Turrens, 2003). Durante el funcionamiento de la cadena respiratoria
mitocondrial (CRM) se lleva a cabo la reduccién tetravalente de O, a agua (H,0), los
electrones son donados por NADH o succinato a los complejos I (NADH deshidrogenasa) y
IT (succinato deshidrogenasa) respectivamente. La ubiquinona o coenzima Q;o que acepta
los electrones de estos dos complejos, sufre dos semirreacciones de reduccidon a
ubisemiquinona y ubiquinol recibiendo un electron a la vez (el ciclo Q). Estos electrones
posteriormente son donados al complejo III (UQ-citocromo ¢ reductasa), al citocromo c y
complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) que finalmente los utiliza para reducir al O, hasta H,O
(Figura 2).
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Figura 2. Flujo de Electrones en la Cadena Respiratoria. El esquema muestra el flujo de electrones a
través de la cadena respiratoria, la translocacion de protones por los complejos I, III y IV y la sintesis de
ATP por la ATP sintetasa a partir de ADP y fosfato, ademas de los sitios que se han identificado como
formadores de radical superoxido: el complejo I y la interface entre el ciclo Q y el complejo III. Tomado de
Martinez-Abundis et a/. (2005).

Sin embargo, el funcionamiento de la CRM no es perfecto y se puede llevar a cabo
la reduccion univalente del O,, dando como resultado la formacion de O,”. Se ha
identificado a la interface entre el ciclo Q y el complejo III como un sitio de formacion de
0," (Staniek & Nohl, 2000) y mas recientemente también el complejo I ha sido sefialado
como formador de este mismo radical al ceder los electrones directamente al O,. (St-Pierre
et al., 2002; Kushnareva et al., 2002; Ide et al,, 1999) Del oxigeno total consumido por la
mitocondria, del 2 al 4% es convertido a 02" de manera normal, aunque este porcentaje

varia significativamente en situaciones patoldgicas.

La cadena respiratoria mitocondrial es el principal sitio de produccién de ERO
dentro de la célula. El superdxido, la principal especie reactiva de oxigeno producido por la
mitocondria, es un subproducto normal de la respiracién a través de la reduccion del
oxigeno molecular de alrededor del 4% (Fig. 3) (Chance et al., 1979; Raha y Robinson,
2000). Sin embargo, en condiciones anormales un incremento de superdxido puede
reaccionar con el dxido nitrico (NO) para producir el peroxinitrito, un agente oxidante mas
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reactivo que sus dos precursores (Beckman et a/., 1990). Por si mismo, el superdxido dafa
a proteinas que contienen centros fierro-azufre como la aconitasa, liberando el fierro de su
centro activo (Vasquez-Vivar et al, 2000). La superoxido dismutasa mitocondrial
dependiente de manganeso (SOD-Mn) convierte al superdxido en perdxido de hidrdgeno,
el cual en presencia de iones fierro o cobre forma el radical hidroxilo, un radical altamente
reactivo y mas dafiino a toda clase de biomoléculas. En consecuencia, la produccion de
superdxido mitocondrial inicia una serie de reacciones perjudiciales a través de la
produccion de superoxido, perdxido de hidrogeno, el fierro ferroso, el radical hidroxilo y el
peroxinitrito, los cuales pueden danar lipidos, proteinas y al ADN. La funcién mitocondrial
es particularmente susceptible al dafio oxidativo, originando una disminucion en la sintesis
del ATP mitocondrial (James et al., 2002).
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Figura 3. Daiio Oxidativo Mitocondrial. (MnSOD) superdxido dismutasa, (GPX) glutation peroxidasa,
(GSH) glutation reducido, (GSG) glutation oxidado, (GR) glutation reductasa. Tomado y modificado de
Green et al. (2004).

Sin embargo, las mitocondrias también cuentan con defensas antioxidantes como la
superdxido dismutasa, que convierte el superdxido en perdxido de hidrégeno, que es
convertido a H,0 por la peroxiredoxina y por la glutation peroxidasa, la cual necesita como
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cofactor glutation reducido, que es suministrado por la glutatién reductasa, que a su vez
necesita de NADPH.

1.2.3.2. Daiio oxidativo y nitrosativo mitocondriales en la diabetes

Los electrones de los equivalentes reductores (NADH, FADH,) provenientes del
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas son transportados a través de los
diversos complejos de la cadena respiratoria mitocondrial para la reduccién del oxigeno.
Este transporte esta acoplado al trasporte de electrones, el cual forma un gradiente de
protones desde la matriz hacia el espacio intermembranal. Estos protones reingresan a la
matriz a través de la ATP sintasa, y la energia generada por este proceso es la requerida

para la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico.

Figura 4. Modelo de Dafo Mitocondrial Inducido por Hiperglucemia. (TP) transportador de
piruvato, (LRM) lanzadera de malato. Tomado y modificado de Green et al. (2004).

Existen 6rganos y tejidos que resultan selectivamente afectados por la diabetes
(Kaiser et al, 1993; Heilig et al, 1995), tales como la retina, las neuronas y el riidn,
debido a que los transportadores de glucosa en estas células no se pierden rapidamente
como resultado de la hiperglucemia, originando altas concentraciones de glucosa dentro

de estas células. Esto es importante, ya que nos explica que las causas de las
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complicaciones deberian involucrar mecanismos dentro de la célula y no fuera de ellas. En
estos organos, Green et al. (2004) propusieron un modelo de dafio oxidativo a nivel
mitocondrial, en donde sugirieron que altas concentraciones de glucosa en el interior de
las células, producen un incremento en la sintesis de equivalentes reductores (Fig. 4). En
conjunto, este proceso conduce a un elevado gradiente del potencial electroquimico, una

reduccion de transporte de electrones y un aumento de ERO.

Muchas de las patologias de la diabetes se producen como consecuencia de la
hiperglucemia persistente. Existen cuatro consecuencias de particular relevancia
patologica: 1) Acumulaciéon y accién de productos de glicacion avanzada (AGEs), 2)
Incremento en la actividad de la via del sorbitol, 3) Aumento en la via de las hexosaminas
y 4) Activacion de diversas isoformas de la proteina cinasa C. Recientemente, se ha
propuesto una hipdtesis que sugiere que todos estos procesos son consecuencia de la
sobreproduccidn del radical superdxido por la cadena respiratoria mitocondrial, originando
de esta manera un elevado estrés oxidativo (Fig. 5) (Nishikawa et a/., 2000; Brownlee,
2001).
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Figrua 5. Efectos del Aumento de Fructosa en la Relacion NADH/NAD™ y la Via Glucolitica. PKC (proteina cinasa
C), FC (fructosa cinasa), G6P (glucosa 6 fosfato), F6P (fructosa 6 fosfato), FBP (fructosa 1, 6, bifosfato), G3P (gliceraldehido
3 fosfato), DHAP (dihidroxiacetona fosfato), NADPH (NADPH + H*), NADH (NADH + H*). Tomado de Diaz-Flores et al.
(2004).
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Por otra parte, la alteracion de la proporcion normal entre los nucledtidos de
nicotinamida reducidos con respecto a los oxidados, conduce a una baja eficiencia de los
sistemas antioxidantes. Finalmente, estas desregulaciones metabdlicas causan alteracién
en la transduccién de la sefal, en la expresion anormal de genes, ademas de dano tisular,

lo que propicia complicaciones en los pacientes con diabetes.

En resumen, el aumento de especies reactivas de oxigeno (ERO) mitocondrial
durante la hiperglucemia puede ser el factor principal en las patologias de la diabetes.
Esto sugiere que las estrategias terapéuticas para disminuir la produccion de ERO durante
la hiperglucemia y para contrarrestar sus efectos perjudiciales pueden ser un
complemento Util a las terapias convencionales destinadas a normalizar la glucosa en
sangre. Por ejemplo con antioxidantes naturales: tocoferol (vitamina E), ascorbato

(vitamina C), coenzima Q y el acido lipdico, entre otras sustancias.

1.3. ANTIOXIDANTES

1.3.1. Definicion

Para equilibrar la respuesta oxidante, el organismo dispone de una serie de
sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacion de RL. Un antioxidante es una
entidad quimica que a bajas concentraciones, y en comparacion con el oxidante, retarda o
previene la oxidacion de un sustrato, el cual incluye a lipidos, proteinas, hidratos de
carbono y ADN (Ortiz et al, 2000; Lash et al, 1986). Los antioxidantes generan efectos
benéficos para la salud y su consumo estd directamente asociado con la dieta de las

personas (Tsuda et al., 2004).

1.3.2. Principales compuestos antioxidantes en los alimentos

El consumo de frutas y vegetales ha sido asociado con una menor incidencia y
mortalidad por diferentes enfermedades crénicas (Jakob y Burri, 1996; Hughes y Ong,
1996). La proteccidon que las frutas y vegetales brindan contra las enfermedades

degenerativas como cancer y enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, ha sido
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atribuida a su alto contenido de varios antioxidantes (Glazer, 1998). Los radicales libres
estan implicados en la causa de estas enfermedades por ocasionar dafo oxidativo a
proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Es por esto que los antioxidantes, los cuales
neutralizan la accion de los radicales libres, desempefan una funcién fundamental en la
prevencion de estas enfermedades. La mayor parte de la capacidad antioxidante de frutas
y vegetales se la proporciona su contenido en vitamina E, C y carotenos, asi como de
diferentes polifenoles (Rice-Evans et al., 1996; Pineda-Alonso et al., 1999).

1.3.2.1. Componentes fendlicos de la dieta y sus propiedades biomedicinales

Los fitoquimicos presentes en los alimentos y sus derivados son objeto de estudio
en diferentes areas, como la investigacion basica, biomédica y epidemioldgica. Recientes
estudios han encontrado varias acciones fundamentales de algunos de estos
componentes, entre ellas, la actividad antioxidante, anti-inflamatoria, aumento del
potencial inmune, efecto antihormonas, modificacion de la actividad de enzimas
metabolizadoras de farmacos, influencia sobre el ciclo y diferenciacion celular, induccion
de apoptosis y angiogénesis, las cuales cumplen roles en la iniciacion y modificacion del
estado secundario del desarrollo neoplasico (Tsuda et a/., 2004). Existe gran interés por la
investigacion de los flavonoides en los alimentos, debido a que estos compuestos

presentan efectos benéficos para la salud.

Las frutas y verduras son las fuentes principales de flavonoides, aunque también se
encuentran en el té y el vino (Yao et al, 2004). Estos compuestos bioactivos reducen el
riesgo de diversas enfermedades crénicas como la enfermedad cardiovascular,
hipertension, cancer y diabetes (Kris-Etherton et a/., 2004). Algunos estudios demuestran
que la presencia de (+) - catequinas en el plasma, observada en sujetos que consumen
fruta, verdura y vino, incrementan su actividad antioxidante lo que, en parte, podria

explicar la proteccidn relativa contra la enfermedad coronaria (Ruidavets et a/., 2000).

Se ha postulado que el consumo de productos alimenticios que contienen altas
cantidades de flavonoides disminuye el riesgo de contraer varios tipos de canceres. Los

mecanismos que son la base de los efectos protectores contra el cancer de estos
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compuestos fendlicos naturales aun constituyen motivo de estudio. Los flavonoides a los
que particularmente se les atribuye esta propiedad son la luteolina, quercetina, kamferol,
apigenina y taxifolina que inhiben la lipogénesis y la formacién de células cancerigenas. De
este modo, es interesante notar la inhibicion de células de cancer tanto de mama como de
prostata; existe un paralelismo de respuesta sobre la inhibicion del crecimiento de células
y la induccion de apoptosis (Brusselmans et a/., 2005), inhibicién de la sintesis de acidos
grasos (Kuhajda et al, 2000). Sin embargo, hay todavia la dificultad y la exactitud de la
ingesta diaria de los flavonoides debido a su complejidad, presencia de ellos en varias
fuentes alimenticias, la diversidad de las culturas dietéticas, y la presencia de una gran

cantidad de flavonoides presentes en la naturaleza (Yao et al., 2004).

1.4. HONGOS COMESTIBLES

1.4.1. Generalidades

Hasta cerca de la mitad del siglo XX, los hongos fueron considerados como
organismos pertenecientes al reino vegetal debido a que se nutren por absorcién, por la
carencia de érganos locomotores y por algunas caracteristicas morfoldgicas. Sin embargo,
existian similitudes que los acercaban al reino animal, como su naturaleza heterotroéfica y
la incapacidad para efectuar la fotosintesis. Ademas, por tratarse de organismos
eucariontes y con ribosomas tipo 80S, quedaron fuera del reino Monera (Alexopoulos et
al., 1996). Whittaker en 1969 propuso la creacion de un reino independiente para los
organismos que reunian las caracteristicas mencionadas, este nuevo reino fue

denominado Fungi, Mycota o Myceteae.

Los hongos integran uno de los reinos mas diversos de la naturaleza y se calcula
que existen cerca de 250,000 especies. Son organismos heterotroéficos que viven como
parasitos, simbiontes o saprofitos; ademas de ser eucariontes sin clorofila, se reproducen
en forma sexual y asexual; son pluricelulares de aspecto filamentoso y sus células se
hallan tipicamente rodeadas de una pared que contiene quitina y/o celulosa (Alexopoulos
et al., 1996).
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Dentro de la Division Eumycota se encuentran los llamados hongos verdaderos,
existen alrededor de 80,000 especies y comprenden levaduras, ciertos mohos, royas,
tizones y setas. Hay variedades micro y macroscopicas. Los hongos macroscopicos
conforman un enorme grupo de mas o menos 10,000 especies, cuya apariencia es
diferente en color, forma y tamafo; pueden ser comestibles o venenosos (Martinez-
Carrera et al., 1993).

Los hongos comestibles han sido muy apreciados como parte de la dieta humana en
muchas culturas debido a sus atributos sensoriales y nutricionales. Se consumen
principalmente en el sureste de Asia, Europa y Mesoamérica. Actualmente se conocen
cerca de 2000 especies de hongos comestibles; pero sélo aproximadamente 22 han sido
cultivadas comercialmente y solo 10 se producen a escala industrial (Paredes-Lopez y
Valverde, 1999). Las especies mas cultivadas en el mundo son Agaricus bisporus,
Lentinus edodes, Pleurotus sp., Auricularis sp. y Volvariella volvacea, por otro lado, las
trufas (Tuber melanosporum) y los hongos del tipo morel (Marchela esculenta) (Lizarraga,
1995).

En México, la produccién comercial de hongos comestibles ofrece notables ventajas
sociales, econdmicas y ecoldgicas. Se estima que la produccién comercial en fresco es de
aproximadamente 47 mil 468 toneladas anuales. La importancia ecoldgica de esta
actividad econdmica radica en la utilizacién y reciclaje de mas de 474 mil toneladas de
subproductos agricolas, agroindustriales y forestales. El cultivo de hongos en México ha
evolucionado a diferencia de otros paises donde se ha desarrollado como un negocio
netamente privado, bajo dos vertientes principales: el desarrollo industrial privado y la
produccion rural. Esta ultima es la mas reciente, ya que se generé a partir de 1989
mediante el desarrollo del modelo sostenible de produccién rural de hongos comestibles.
Sin embargo, en este contexto es importante sefialar que las setas, como se conoce
comercialmente a los hongos del género Pleurotus, sblo representan cerca de 4.62% de la
produccion comercial de hongos comestibles en México. Su cultivo es de hecho bastante
reciente, empezd en 1974 en Cuajimalpa, D.F. La produccion anual estimada de setas en
México fue de 360 toneladas. A partir de ese afo su produccidn se incrementd
notablemente, alcanzando alrededor de mil 825 toneladas en 2005.
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1.4.2. Actividad nutracéutica de los hongos comestibles

A los hongos, ademas de ser un alimento de excelente valor nutricional, se les han
atribuido propiedades medicinales. Este tipo de productos se pueden considerar como
nutracéuticos ya que tienen la doble funcién de nutrir y aportar determinados compuestos
que tienen una accién farmacoldgica especifica. En nuestro pais se conocen
aproximadamente 200 hongos comestibles, de los cuales al menos 40 son de uso
medicinal (Martinez et al., 2001).

En todas las culturas conocidas se sabe que se han utilizado los hongos como
alimento, como estimulantes o alucinégenos y hasta como arma mortal. Existen infinidad
de escritos donde se menciona el uso de diferentes especies de hongos como remedios
para tratar un sinnimero de enfermedades; por ejemplo, se conocen gran cantidad de
especies que se utilizaron desde el afo 100 de nuestra era para tratar muchas
enfermedades en forma de tdnico, té, tinturas, en sopas o en saludables platillos (Leben,
2004).

De acuerdo con su uso, se pueden resumir los efectos médicos de los hongos en
los siguientes términos: antibidticos, antitumorales, hemostaticos, hipoglucémicos,

hipolipidémicos, psicotrdpicos, purgantes, y vasoconstrictores (Lépez, 1986).

1.5 Ustilago maydis

1.5.1. Generalidades

El carbdn comun es una enfermedad muy conocida y de importancia mundial que
afecta a distintos cereales como trigo, cebada, cafia de azlcar y maiz; esta enfermedad
ha sido documentada desde tiempo de los romanos quienes la llamaron Ustilago (del latin
ustelare “quemar”). Se han identificado aproximadamente 300 especies de Ustilago, las
mas importantes econdmicamente son las que causan pérdidas en maiz (U. maydis),
avena (U. avenae), cebada (U. nuda) y trigo (U. tritici) (Gold et al., 1999).
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Ustilago maydis pertenece a la division Amastigomycota que son los hongos
verdaderos y a la subdivision Basidiomycotina que se caracteriza por producir esporas en
estructuras especializadas llamadas basidios (Alexopoulos et al, 1996). Este hongo
basidiomiceto es patogénico e infecta al maiz (Zea mays), uno de los principales cereales
en el mundo, y a su ancestro el teosintle (Valverde y Paredes-Lopez, 1993; Kémper et al.,
2006). La infeccidon con Ustilago maydis provoca retraso en el crecimiento y reduccion en
el rendimiento y en algunos casos hay pérdidas econdmicas severas para los productores
de maiz. Este hongo se ha utilizado como modelo para el estudio de interacciones planta-
microorganismo y su genoma se ha secuenciado recientemente. Tiene aproximadamente
19.8 millones de bases, previamente se habia estimado un tamafio de 20.5 Mb y es mas
pequeio que el de otros hongos patdgenos de plantas (FGI, 2006). Tiene 6,902 genes
modelos, los ascomicetos fitopatdgenos contienen mas, por ejemplo hay 12,841 genes en
Magnaporthe grisea'y 11,460 en Fusarium graminearum. Por otro lado, U. maydis tiene
pocos genes involucrados en los procesos de patogenicidad; sélo 33 genes codifican
enzimas hidroliticas, en contraste con los 138 y 103 que contienen M. grisea y F.

graminearum, respectivamente (Kamper et al., 2006).

1.6. EL HUITLACOCHE

1.6.1. Valor Nutricional

Se conoce como huitlacoche a las agallas (tumores) comestibles inducidas por el

hongo basidiomiceto Ustilago maydis DC Corda en las mazorcas de maiz (Zea mays L.).

Los hongos se consumen usualmente por sus propiedades saborizantes y son
usados en muchas preparaciones culinarias. El huitlacoche, como alimento tipico
mexicano, debe su creciente popularidad a su sabor caracteristico, que por cierto en
virtud de los componentes del sabor no se parece a ningun otro alimento conocido. En
este sentido podemos hablar de sabor de huitlacoche, de igual manera que nos referimos
a chocolate, fresa, vainilla, etc. como sabores clasicos (Lizarraga-Guerra, 1995, Paredes-
Ldépez et al., 2006). La composicién de monosacaridos y alditoles en el huitlacoche es muy

diferente a la encontrada en otros hongos comestibles; en el huitlacoche predominan
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glucosa y fructosa, y en los otros hongos predomina el manitol; esto puede ser
fundamental en el sabor caracteristico de este hongo (Lizarraga-Guerra, 1995).

El huitlacoche contiene carbohidratos, proteinas, grasas, minerales y vitaminas que
contribuyen a su valor nutricional. Valverde y Paredes-Lépez (1993) al examinar la
composicion proximal del huitlacoche colectado en diferentes regiones de México
reportaron que el contenido de proteinas varia entre 11.5 y 16.4 g/100g de material seco
analizado. Pero desde el punto de vista nutricional y segun los patrones establecidos por
la FAO/WHO/UNU (1985), lo que es mas interesante es que la proteina del huitlacoche
contiene un balance de aminoacidos esenciales adecuado. Las proteinas del huitlacoche
contienen cantidades apropiadas de todos los aminoacidos esenciales para la dieta de un
adulto; pero para la dieta de nifios es deficiente en isoleucina, leucina, treonina y
aminoacidos azufrados. Se puede decir que el huitlacoche tiene proteinas de muy buena
calidad, con un extraordinariamente alto contenido de lisina (6.6 g/100 g proteina); muy
elevado en relacién a lo que se ha reportado para el maiz y otros vegetales. Aqui vale la
pena insistir que las proteinas del maiz son deficientes en lisina, por lo que fue un
inteligente acierto nutricional la complementacidon histérica que hicieron las distintas
culturas mexicanas al consumir huitlacoche con tortilla (Paredes-Lopez et al,, 2006). El
contenido de carbohidratos (55.1-66.5%) y fibra (16.0-23.5%) es muy alto y contiene
poca grasa (1.6-2.3%); no obstante tiene gran cantidad de acido linoleico, esencial para
el consumo humano (Valverde y Paredes-Lopez, 1993; Vanegas et a/., 1995; Valverde y
col., 1995). Por otro lado, se ha reportado que este hongo produce vitaminas del
complejo B como: riboflavina, biotina, niacina y acido félico, con excepcién de la vitamina
B12. También se han identificado compuestos fendlicos en altas concentraciones, los
cuales poseen propiedades antioxidantes que son muy Utiles para prevenir enfermedades
como el cancer y la arteriosclerosis; por lo tanto, se le puede incluir en lo que se conoce
actualmente como alimentos nutracéuticos (Lizarraga-Guerra, 1995; Goldberg, 1999;
Paredes-Lopez et al., 2006).
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1.6.2. Contenido de compuestos fendlicos

Los polifenoles son compuestos caracteristicos de las plantas que tienen mas de un
grupo fenol por molécula (Harbome et al, 2000). La quercetina y el kaempferol son
polifenoles con bajo peso molecular que prometen ser efectivos agentes anti-cancerigenos
debido a la recoleccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) e incrementan la actividad
anti - carcinogénica de drogas como la dacarbazina (DTIC), acido ascérbico y N - acetil —
cisteina (NAC) (Chen et al., 2004; Thangasamy et al., 2008). En un estudio realizado por
Valdez-Morales et al, (2010), se demostrd la presencia de los acidos ferulico, p -
cumarico, caféico, rutina y quercetina, los cuales destacan por sus propiedades bioldgicas

importantes como antioxidantes, quimioprotectores, entre otras (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de Awitlacoche producido en
maices criollo e hibrido (Valdez-Morales et a/.,, 2010).

Criollos Hibrido
Intervalo Promedio Intervalo Promedio
Fenoles totales (mg eq. AG/g) 43-8.9 5.9 5.0-75 6.4
Compuesto fendlico (ug/g)

Ac. Caféico 11.4-56.3 27.4 2.0-4.8 3.7
Ac. p — cumarico 2.8-21.5 10.6 3.2-6.3 4.5
Ac. 0 — cumarico 0.9-10.8 4.6 04-1.1 0.6
Ac. Ferlico 203.1 -733.8 514.1 399.5 -534.8 461.6
Rutina 3.3-11.0 6.4 9.5-12.6 10.5
Catequina 6.3-15.3 11.7 125-19.2 15.9
Quercetina 20.6 — 86.4 42.4 24.2 - 29.6 26.6
Capacidad antioxidante (pM eq. 0.4-4.5 3.2 3.4-43 3.7
Trolox/g)

La rutina es el glucdsido de quercetina mas comun en los citricos, y es reconocido
por su capacidad de disminuir la permeabilidad capilar (Shanno, 1946). Por otro lado, en
cuanto a sus efectos farmacoldgicos, Rauter (2010) logré demostrar que administraciones
subagudas de este flavonoide mejoran la tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas.
Finalmente Kamalakkannan, Mainzen y Prince (2006) demostraron que la administracion
subaguda de rutina en ratas diabetizadas con STZ, ejercié una disminucion en los niveles
de glucosa plasmatica, hemoglobina glucosilada, y las hidroperoxidasas lipidicas, asi como
un aumento sérico de las concentraciones de insulina, péptido C y hemoglobina total.
Estos resultados si bien no esclarecen el mecanismo de accidén hiperglucemiante y
antihiperglucémico de la rutina, si evidencian sus efectos benéficos sobre la regulacion del

mecanismo de los carbohidratos.
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La quercetina esta principalmente presente en la naturaleza como O — glucésido en
donde uno o mas grupos azlcar se encuentran unidos a los grupos fendlicos por enlaces

glucosidicos (Shanno, 1946).

Este compuesto presenta una gran variedad de estudios bioldgicos vy
farmacoldgicos relacionados con sus efectos sobre sitios clave de la regulacion de la
secrecion de la insulina, tal es el caso de lo descrito por Torres — Piedra et a/. (2010) como
un potente inhibidor /n vitro de la enzima 11 B — hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1(11
B — HSD1), la cual es estimuladora de la accion de la hormona glucocorticoide, antagonista

de la insulina y estimuladora de la gluconeogénesis.

De la misma forma se ha demostrado su actividad antidiabética en diferentes
modelos de diabetes experimental, evidenciando que, la quercetina protege las células B
pancreaticas del estrés oxidativo producido por la administracion de STZ en ratas debido a

una potente actividad antioxidante, segun lo descrito por Coskun et a/. (2004).

Por otro lado Vessal y et al. (2003) describen que la quercetina no presenta efecto
a nivel de la glucosa sanguinea en ratas normoglucémicas, sin embargo en ratas
diabéticas inducidas con STZ, disminuyd considerablemente los niveles de glucosa en una
prueba de tolerancia a la glucosa. De la misma forma, en este mismo estudio, Vessal y
cols describen un potente efecto estimulador de la enzima glucoquinasa hepatica. Esto
permite suponer que los efectos antioxidantes de la quercetina juegan un papel
importante en la regeneracion de los islotes pancreaticos, lo que explicaria el aumento de

la secrecion de insulina.

De la misma forma Abdelmoaty ef a/. (2010) no encontraron efectos
hipoglucemiantes en ratas normoglucémicas, sin embargo en ratas diabéticas inducidas
con STZ, la quercetina previno la hiperglicemia caracteristica de la patologia, lo cual
sugiere que su efecto antidiabético podria ser un producto secundario a su capacidad
antioxidante. Sin embargo, Coldiron, Sanders y Watkins (2002), no encontraron
modificaciones considerables en los marcadores del estrés oxidativo, en un tratamiento
con quercetina. Por lo que para elucidar el mecanismo de accidn aplicable al tratamiento
de la diabetes y sus potenciales efectos terapéuticos, es necesario elucidar los

mecanismos moleculares implicados.
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Estos resultados permiten proponer a estos flavonoides como una alternativa
terapéutica para el tratamiento de la diabetes debido a sus importantes efectos

antioxidantes.

En cuanto al huitlacoche existen pocos reportes conocidos y hacen falta estudios
mas profundos sobre estos fendlicos solubles, asi como de los fendlicos insolubles
(melaninas y compuestos similares), ninguno de los cuales nunca han sido explorados en
cuanto a sus posibles propiedades nutracéuticas (Beas-Fernandez et al, 2008; Beas-
Fernandez et al, 2006). En congruencia con los niveles de fendlicos encontrados, los
extractos metandlicos de huitlacoche presentan actividades antirradical (antioxidantes del
DPPH) del 57-74%, e inhibieron del 16-49% la mutagenicidad del 2-aminoantraceno hacia
cepas de Salmonella typhimurium, ademds se ha confirmado la ausencia de
mutagenicidad y promutagenicidad en los extractos metandlicos de huitlacoche (Beas-
Fernandez et al., 2008).
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2. JUSTIFICACION

Durante los ultimos afos ha surgido la necesidad de elaborar, estudiar o
redescubrir los alimentos que, ademas de proporcionarnos los beneficios nutricionales que
los caracterizan, puedan cumplir una funcion especifica, como mejorar la salud o reducir el
riesgo de contraer enfermedades. Por este motivo, el conocimiento del valor nutrimental
de los alimentos es importante para que estos tengan una mejor aceptacion entre los

consumidores.

En México, el huitlacoche o cuitlacoche ha sido tradicionalmente apreciado como
una delicia culinaria desde la época de los aztecas, y actualmente se estd estudiando su
potencial como alimento funcional y como productor de sustancias bioactivas naturales,

que puedan ser utilizadas en la produccidn de alimentos fortificados.

Existen varios compuestos quimicos y propiedades medicinales que se han
identificado en los hongos comestibles, en el caso particular del huitlacoche, se han
encontrado diversos compuestos fendlicos, estos compuestos bioactivos reducen el riesgo
de muchas enfermedades, incluyendo enfermedades cronicas como la enfermedad
cardiovascular, hipertension, cancer y diabetes. Por este motivo, se considera necesario
hacer investigacidn acerca de la actividad antioxidante del huitlacoche evaluada /n vivo, ya

que hasta el momento no existe informacion suficiente acerca de esto.

3. HIPOTESIS DE TRABAJO

e El huitlacoche tiene efectos benéficos sobre algunos indicadores de estrés oxidativo
en ratas diabéticas.
e El tratamiento térmico del huitlacoche disminuye sus efectos benéficos sobre algunos

indicadores de estrés oxidativo en ratas.
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4.

OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del huitlacoche (Ustilago maydis-Zea mays) sobre algunos

indicadores bioquimicos de estrés oxidativo en ratas diabéticas y normales.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto que tiene el huitlacoche (Ustilago maydis-Zea mays) sobre diversos
indicadores de estrés oxidativo en ratas diabéticas y ratas normales, alimentadas con
dietas suplementadas con este hongo.

Evaluar el efecto del tratamiento térmico aplicado al huitlacoche (Ustilago maydis-Zea
mays) sobre diversos indicadores de estrés oxidativo en ratas alimentadas con dietas
suplementadas con este hongo comestible.

METAS

Obtener el material vegetal (huitlacoche) y prepararlo para su almacenamiento y
posterior uso.

Inducir diabetes a ratas Wistar.

Alimentar con huitlacoche [crudo (testigo), cocido y guisado] a ratas Wistar diabéticas
y normales (sanas) durante un periodo de 4 semanas.

Obtener muestras de sangre semanalmente para determinacion de indicadores de
estrés oxidativo.

Evaluar el efecto de la alimentacion con huitlacoche en la reduccién de distintos
indicadores de estrés oxidativo en ratas diabéticas.

Sacrificio de los animales para obtencion de muestras de rifién e higado.

Andlisis de muestras de rindn e higado para la determinacion de diferentes

indicadores de estrés oxidativo.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar machos, con un peso corporal entre 250 — 310 g,
mantenidos bajo condiciones estandar de fotoperiodo (12 h luz / 12 h oscuridad) y
temperatura ambiental (22 £+ 2°C). Estos animales fueron divididos en seis grupos (n=9 /
lote) de la siguiente forma: 1) Grupo control (C) que se compone de animales sanos
alimentados con croquetas de dieta base (Rodent Lab Chow, Purina); 2) Grupo control /
huitlacoche crudo (C-HCr), con animales sanos alimentados con croquetas de dieta base
adicionadas con huitlacoche crudo; 3) Grupo control / huitlacoche cocido (C-HCo), con
animales sanos alimentados con croquetas de dieta base adicionadas con huitlacoche
cocido; 4) Grupo de ratas diabéticas alimentadas con croquetas de dieta base (D); 5)
Grupo diabéticas alimentadas con croquetas de dieta base adicionadas con huitlacoche
crudo (D-HCr); y finalmente, 6) Grupo diabéticas alimentadas con croquetas de dieta base

adicionadas con huitlacoche cocido (D-HCo).

A los 7, 14 y 21 dias de tratamiento, los animales se anestesiaron con éter para
obtener sangre de la arteria caudal y realizar los analisis programados. A los 28 dias, los
animales se colocaron en jaulas metabdlicas para obtener muestras de orina (24 horas);
posteriormente, se anestesiaron con pentobarbital y se obtuvieron muestras de sangre de
la arteria caudal. Por Ultimo, fueron sacrificados y se obtuvieron muestras de tejido del
higado y los rifiones. Adicionalmente, se realizd un seguimiento al peso, cantidad de
alimento y agua consumida por los diferentes grupos, con el propdsito de establecer una
tendencia en el comportamiento alimenticio de los animales. Cabe mencionar que en el
caso de las ratas diabéticas, el muestreo del dia 21 fue suspendido por su mal estado

fisioldgico.
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6.2 INDUCCION DE LA DIABETES EXPERIMENTAL

Se realizd la induccion de la diabetes mediante la administracién de
estreptozotocina (STZ) por via intraperitoneal (i.p.), en dosis representativas del rango
mas empleado en la literatura (50 mg/kg de peso corporal). Las soluciones de
estreptozotocina fueron preparadas inmediatamente antes de su administracion,
disolviendo la cantidad respectiva en un buffer de citrato de sodio 0.1 M pH 4,5. Luego de
la induccion de la diabetes, a las ratas se les dio de beber soluciéon de glucosa al 20%,
durante las siguientes 24 horas, para evitar la muerte por hipoglicemia producida en este
periodo. Finalmente, 5 dias después de la induccién, se midieron los niveles de glucosa en
sangre y se consideraron ratas diabéticas las que presentaron niveles de glucosa de 180

mg/dL o superiores.

6.3 PREPARACION DE LAS CROQUETAS DE HUITLACOCHE

Se utilizod huitlacoche proveniente de Irapuato, Gto. De las agallas obtenidas, una
parte se cocind y otra se dejé cruda. Para ambos casos las agallas fueron molidas en una
licuadora hasta obtener una pasta, a la cual se le hizo determinaciéon de humedad, igual
que a la dieta base de croquetas (Rodent Lab Chow). Determinada la humedad se
prepararon croquetas a base de huitlacoche crudo o cocido, mezclando un 10% (base
seca) de huitlacoche con las croquetas hechas polvo. Estas se dejaron secar a una
temperatura entre 35 y 40 °C durante un periodo 24 horas y posteriormente se

almacenaron a temperatura ambiente en bolsas negras para aislarlas de la luz.

Para la coccidon del huitlacoche, el sartén eléctrico se deja calentar 5 minutos a
120°C, 1 kg de huitlacoche se puso a cocinar durante 20 minutos, sin aceite, con agitacion
constante, se saco del sartén y se dejo enfriar. Luego de dejarlo enfriar, se le determina la
humedad y se preparan las croquetas de huitlacoche cocido al 10% base seca, tal como

se sefiald en el parrafo anterior.
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6.4 PRUEBAS DE FUNCION RENAL

El dafo renal fue valorado cuantificando el volumen de orina, las concentraciones
urinarias de proteinas totales, glucosa y sodio, asi como la concentraciéon plasmatica de
creatinina. La creatinina sérica se midi6 a los dias 7, 14 y 21 dias de muestreo, el resto de
los analisis sélo se hicieron el dia 28 (sacrificio).

6.4.1 Volumen Urinario

Una de las funciones importantes de los rifiones es la formacidon y excrecion de
orina. El rifidn puede controlar la concentracion de solutos en la orina, regulando asi su
concentracion en los liquidos corporales. De esta manera, cuando el organismo esta bien
hidratado, la orina que se produce es bastante diluida. En cambio, cuando el organismo
estd deshidratado, la orina estd muy concentrada, ya que las nefronas (unidades
estructurales y funcionales basicas de los rifiones) reabsorben gran parte del agua filtrada
que entra en su interior y que fue filtrada en los capilares glomerulares. Resumiendo, en
funcidn del estado de hidratacion del individuo, el rifidn es capaz de eliminar orina mas o
menos concentrada, es decir, la misma cantidad de solutos disueltos en menor o mayor
cantidad de agua (funcion basica de los tubulos renales). Ademas, de la cantidad de sodio
y agua reabsorbidos en el tubulo proximal de las nefronas, la accién de la hormona
antidiurética (HAD) en el tubulo colector lo hace mas o menos permeable al agua,
condicionando asi una mayor o menor reabsorcion de ésta y, por lo tanto, eliminando una

orina mas o menos diluida.

Existen enfermedades en las cuales se modifica el volumen excretado de orina. Tal
es el caso de la insuficiencia renal (aguda o crénica) y la diabetes. En este Ultimo caso, se
presenta una diuresis osmotica producida por la eliminacion de glucosa. Al respecto, en
condiciones normales, la glucosa filtrada en los glomérulos se reabsorbe por completo en
el tdbulo proximal. Sin embargo, en pacientes diabéticos no controlados, la cantidad
filtrada de glucosa excede a la reabsorcién tubular maxima (Tmax) y entonces no se
reabsorbe gran parte de ella (glucosuria con poliuria). Bajo estas condiciones, la glucosa
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retarda la reabsorcidon de agua y sodio y se produce una diuresis osmoética (Borrero et al.,
2003; Pefia Rodriguez, 2005).

6.4.2 Proteinas en Orina

La concentracion elevada de proteinas en la orina representa un signo de
enfermedad renal grave. Puede ser el primer signo de un problema renal y aparecer
mucho antes que otros sintomas clinicos. Existen dos mecanismos principales que pueden
dar lugar a proteinuria: el dafio glomerular o un defecto en el proceso de reabsorcion a
nivel tubular. En el dafio glomerular, las paredes de los capilares se tornan mas
permeables y permiten que moléculas de gran tamafio, como la albdmina, se filtren y sean
excretadas con la orina. Algunas de las enfermedades que se asocian con proteinuria
glomerular son la glomerulonefritis, el lupus eritematoso sistémico, la hipertension, la

amiloidiosis, el embarazo, la diabetes mellitus y la nefrosis lipoidea (Graff, 1987).

El método para cuantificar proteinas en la orina estd basado en que la proteina
presente en la muestra reacciona con el rojo de pirogalol y el molibdato en medio acido,
originando un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometria. La
determinacion del factor de multiplicacion de esta técnica se hizo mezclando el reactivo A
(rojo de pirogalol 60 p mol / L, molibdato sddico 40 p mol / L, succinato 50 mmol / L, pH
2.3, detergente) con el patrén de proteina (reactivo B, Albimina bovina 1067 mg / L) y se
leyd en un espectrofotometro a 610 nm. Se hicieron varias determinaciones de

absorbancia (A) y se promediaron para determinar el factor de multiplicacion:

FACTOR = (concentracién estandar) / (A) = 1067 mg/L/0.2645 = 3959.18 mg/L

La concentracion de proteina en la muestra se calcula a partir de la siguiente

féormula general:

(A de muestra) x (3959.18 mg / L) x (L orina de 24 h) = C muestra (mg /24 h proteina)

36



6.4.3 Glucosa en Orina

La presencia de glucosa en orina se denomina glucosuria y se produce siempre que
la concentracion de glucosa en sangre supera el umbral renal que es la capacidad de
reabsorcion de los tubulos. Este umbral corresponde a una glucosa sanguinea de 180 —
200 mg / dL, aunque la glucosa puede aparecer en la orina con valores menores de
glucosa en sangre, dependiendo de las personas. Ademas de la concentracién sérica de
glucosa, hay otros factores que afectan la aparicion de glucosa en orina, como el flujo
sanguineo glomerular, la reabsorcion tubular y el flujo urinario. La causa principal de la

glucosuria es la diabetes mellitus (Gonzalez de Buitrago, 2010).

La glucosa se mide con el método de la glucosa oxidasa, tras dos reacciones
enzimaticas subsecuentes. En el primer paso, la glucosa oxidasa cataliza una reaccién
entre la glucosa en aire ambiental para producir acido gluconico y perdxido. En el segundo
paso, la peroxidasa cataliza la reaccién entre perdxido y cromdgeno para formar un
compuesto oxidado coloreado que representa la presencia de glucosa (Strasinger & Di
Lorenzo, 2010). El esquema de la reaccion para la cuantificacion de la glucosa es el

siguiente:

Glucosa oxidasa
Glucosa + %2 Oz + H20 > Acido Glucoénico + H202

Peroxidasa
2H202 + 4 Aminoantipirina + Fenol —» Quinonaimina + 4 Hz0

Para calcular el factor de multiplicacién en esta técnica, se preparé por duplicado
una mezcla con 1.0 mL de Reactivo A (Fosfatos 100 mmoles / L, fenol 5 mmoles / L,
glucosa oxidasa > 10 U / mL, peroxidasa > 1 U / mL, 4 — aminoantipirina 0.04 mmol / L,
pH 7.5) y 10 yL del patron de glucosa (Reactivo B, glucosa 100 mg / dL), las cuales se
leyeron en un espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm, las absorbancias (A)

se promediaron y se determiné el factor de multiplicacién:

FACTOR = (concentracion estandar) / (A) = 100 mg/dL / 0.485 = 206.18 mg / dL
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La concentracién de glucosa en la muestra se calcula a partir de la siguiente

féormula general:

(A de muestra) x (206.18 mg / dL) = C muestra mg / dL

6.4.4 Sodio en Orina

Este examen se utiliza para determinar el estado de hidratacion y la capacidad del
rifidn para conservar o excretar el sodio. El sodio es el principal catién del liquido
extracelular y la principal particula osmética fuera de la célula. Este electrolito es liberado
en el filtrado glomerular y es resorbido isotdnicamente por el tdbulo proximal. La
aldosterona, hormona producida por la corteza suprarrenal, juega un papel importante en
la regulacion de los niveles de sodio en el cuerpo. Especificamente, la aldosterona
aumenta la reabsorcion de sodio por parte de los rifiones a costa de la pérdida de potasio
e hidrégeno. La reabsorcidon de sodio ayuda a retener agua en los tejidos corporales y el
torrente sanguineo. Los valores de sodio en orina por encima de lo normal pueden indicar
una ingesta excesiva de sal, acidosis diabética, insuficiencia suprarrenal, acidosis tubular
renal y diabetes sacarina. Por el contrario, los valores por debajo de lo normal pueden

indicar insuficiencia cardiaca congestiva, diarrea, insuficiencia renal y sindrome nefrético.

El sodio en orina se cuantifica por flamometria. En este método, la muestra se
diluye y es aspirada hacia una flama de aire-propano que suministra suficiente energia en
forma de calor para excitar a los iones de sodio. Cuando estos iones térmicamente
excitados regresan a su nivel basal, emiten luz que se mide con un fotodetector. La
intensidad de la energia radiante es directamente proporcional a la concentracién de los

iones en la muestra (Simerville et al., 2005).

6.4.5 Creatinina Plasmatica

La creatina es importante para el metabolismo celular porque proporciona un
mecanismo de almacenamiento de fosfato de alta energia a través de la sintesis de la

fosfocreatinina. La creatinina se forma como resultado de la deshidratacion no enzimatica
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de la creatina muscular. La creatinina libre no se reutiliza en el metabolismo corporal vy,
por consiguiente, funciona Unicamente como producto de excrecién de la creatina. La
creatinina se elimina completamente por los rifiones y, por lo tanto, es directamente
proporcional a la funcién renal excretora. Por consiguiente, si la funcidon excretora renal es
normal, el nivel sérico de creatinina debe permanecer constante y normal. Sin embargo,
se ha reportado una reabsorcién tubular de creatinina en ciertas circunstancias clinicas
que incluyen: la insuficiencia cardiaca congestiva y y la diabetes mellitus no controlada
(Woo & Cannon, 2001). Por otra parte, en el caso de trastornos renales como
glomerulonefritis, pielonefritis, necrosis tubular aguda y obstruccion urinaria se producira

un aumento anormal de la creatinina (Pagana, 2009).

El método para la cuantificacion de la creatinina se basa en la reacciéon de Jaffé,
aprovechandose también al &cido picrico como desproteinizante. Se mide
fotocolorétricamente a 500 nm, la absorbancia del cromdgeno formado por la reaccidn
entre la creatinina y el picrato alcalino, previa desproteinizacion con acido picrico (Henry,
1980). El intervalo de tiempo escogido para las lecturas permite eliminar gran parte de las
interferencias conocidas del método. La intensidad del color formado es proporcional a la

concentracion de creatinina en la muestra ensayada (Bauer, 1982).

La obtencion del factor de multiplicacion de esta técnica, se realizd mezclando los
reactivos picrico (reactivo A, acido picrico 25 mmol/L) y alcalinizante (reactivo B, hidréxido
sddico 0.4 mol/L) en volimenes iguales. A 1 mL de la mezcla anterior de adicionaron 0.1
mL del patrén primario acuosos de creatinina (2 mg/dL). Se colocaron en la celda del
espectrofotdbmetro y se tomaron las lecturas a los 30 segundos (A;) y a los 90 segundos
(Az) @ 500 nm. Las lecturas se hicieron por duplicado, se resto el valor obtenido a los 90
segundos con su valor correspondiente a los 30 segundos y obtenido el promedio se hizo
el calculo para el factor.

FACTOR = (concentracidn estandar) / (A) = 2 mg/dL / 0.045 = 44.44 mg / dL

Y la concentracién de creatinina en cada muestra se calcula a partir de la siguiente

féormula general:
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(A; — A;) x (44.44 mg / dL) x (Factor de Dilucion de la Muestra) = C muestra mg / dL

Los niveles plasmadticos de creatinina fueron medidos a los 7, 14 y 21 dias.

6.5 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Fue valorada determinando las concentraciones hepaticas y renales de glutation
reducido (GSH), malondialdehido (MDA) y trifosfato de adenosina (ATP), asi como las

concentraciones plasmaticas de malondialdehido (MDA).

6.5.1 GSH en tejidos

El glutation (GSH) es un tripéptido (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) cuya
concentracion intracelular es del orden milimolar, lo que lo convierte en el principal tiol no
protéico en las células aerdbicas. El glutation es sintetizado en el higado a partir de y-
glutamilcisteina, reaccidon catalizada por la GSH sintasa. La cisteina proporciona las
capacidades funcionales del péptido al proveer el grupo tiol reactivo (-SH). El GSH se
sintetiza en 2 reacciones dependientes de ATP (Meister et al., 1976).

y — Glutamilcisteina sintasa

Acido Glutamico + L — Cisteina Yy — Glutamilcisteina

»
>

o ) o Sintasa de Glutation i
y — Glutamilcisteina + Glicina - B Glutation

Bajo condiciones fisioldgicas, la glutation reductasa cataliza la reduccion del
glutation oxidado (GSSG), de tal forma que mas del 98 % del glutatién intracelular se
encuentra en la forma tidlica (GSH) y el resto en la forma de disulfuro (GSSG), disulfuro
mixto (GSS-proteina) y como tioéteres. Entre las funciones del GSH se encuentran: a)
destoxificacion de compuestos enddgenos y exdgenos tales como especies reactivas de
oxigeno e intermediarios reactivos, b) mantenimiento del estado esencial de las proteinas
y otras moléculas en la forma tiol, c) junto con la y-Glutamil transpeptidasa, participa en el

transporte de algunos aminoacidos y e) provee a la célula de equivalentes reductores del
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tipo NADPH (Reed, 1990; DeLeve y Kaplowitz, 1991). La concentraciéon mayor de GSH se
encuentra en el higado. El higado también puede exportar GSH a otras areas del cuerpo,
siempre y cuando se mantengan los niveles adecuados de GSH. El GSH es llamado el
antioxidante intracelular principal ya que participa en la destoxificacion de xenobioticos y
sustancias enddgenas, razon por la cual, previene y repara el dafo oxidativo de lipidos,
proteinas y acidos nucleicos (Meister, 1988; Deneke y Fanburg, 1989).

La determinacién de GSH intracelular se llevd a cabo mediante la reacciéon del GSH
con un fluorocromo especifico que es el o - ftaldehido (OPT), formando un producto
fluorescente OPT - GSH. La intensidad de fluorescencia para este complejo es

directamente proporcional a la concentracion de GSH en la muestra (Hissin y Hilf, 1976).

- Preparacion de las muestras

Se tomaron 250 mg de tejido (higado o rifidn) a los cuales se les agregd 1 mL de
HPOs al 25% y 3.75 mL de Buffer Fosfatos — EDTA pH 8, se homogenizd y se tomaron 500
ML de sobrenadante y se adicionaron 4.5 mL de Buffer Fosfatos — EDTA pH 8, la mezcla de
reaccion se centrifugd 30 minutos a 5000 rpm a una temperatura de 4°C. Se tomaron 100
ML de sobrenadante y se adicionaron 1.8 mL de Buffer Fosfatos — EDTA pH 8 y 100 uL de
OPT. Este ultimo se agregd manteniendo el tubo donde se llevd a cabo la mezcla de
reaccion en agitacion con vortex. Luego de esto se incubd la muestra durante 15 minutos
y se determind la fluorescencia a 420 nm con una longitud de excitacion a 350 nm (Hissin
y Hilf, 1976). Las muestras se prepararon por duplicado y las intensidades de

fluorescencia maximas y minimas se promediaron.

- Curva de Calibracion para la cuantificacion de GSH en tejidos
Para calcular el factor de multiplicacidn se realizd la curva de calibracién utilizando

una solucién estandar de GSH 5 pg/mL. De esta solucion se prepararon soluciones con

concentraciones conocidas de GSH mostradas en la Tabla 2. Se adicion6 Buffer de
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Fosfatos — EDTA pH 8 y 100 pL de OPT. Se obtuvieron las intensidades de fluorescencia y

se promediaron.

Tabla 2. Datos obtenidos para la curva de calibracion del método de GSH.

Concentraciones e intensidades de fluorescencia obtenidas en la técnica para cuantificar GSH.

Concentracion pg/mL Intensidad de Fluorescencia
1 254.280
2 441.589
3 630.625
4 863.360

El factor de multiplicaciéon se obtuvo usando la ecuacidn para calcular la pendiente

de la recta, asi se tiene:

m = (y2 — y1) / (x2 — x1)= (863.360 — 254.280) / (4.0 — 1.0) = 203.026

Calculando la inversa:
1/m =1/ 203.026 = 0.00492

Y el factor se obtiene multiplicando la inversa de la pendiente por la dilucion de la

muestra que es 400:

FACTOR = 400 x 0.00492 = 1.97 pg GSH / g de tejido

La concentracion de GSH en los tejidos se hace utilizando la siguiente férmula

general:

(intensidad de fluorescencia) x (1.97 ug GSH / g de tejido) = C muestra pg GSH / g de
tejido

6.5.2 Cuantificacion de ATP

Las mitocondrias son los abastecedores celulares de la energia que sostiene la vida

en forma de ATP (Abbas et al, 2008) a expensas de carburantes metabdlicos (glucosa,
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acidos grasos y proteinas). Una disfuncion en la producciéon de ATP causa la alteracién de
las funciones celulares dependientes de energia y por tanto puede originar la muerte
celular (Bernardi, 1998). El andlisis de ATP se basa en la medicién cuantitativa de una
cantidad estable de luz producida a consecuencia de una reaccion enzimatica catalizada
por la luciferasa (Aulton, 2004). Al consumirse el ATP se emite luz cuando la luciferasa de

la luciérnaga cataliza la oxidacion de la d — luciferina:

Luciferasa

ATP + Luciferina » Adenil — luciferina + PPi
Mg+2

Adenil — luciferina + O ——— - Oxiluciferrina + AMP + CO2 + Luz

Dado que el ATP es el reactivo que limita la reaccion la luz emitida es proporcional
a la cantidad de ATP presente en la muestra analizada (Strehler, 1974).

- Preparacion de la Muestras y Cuantificacion.

Para la cuantificacion de ATP en higado y rifidn, 100 pg de tejido se colocaron en 1
mL de Buffer Fosfatos pH 7.4, luego se homogenizaron, de esta solucion se tomaron 50 pL
y se colocaron en la una celdilla que contiene 50 L de la solucidn stock para detectar ATP
(Luciferasa, luciferina, MgS04, DTT, EDTA, albumina sérica bovina y sales buffer de
tricina) y se leyeron en un espectrofluorometro a una longitud de onda de excitacion de
355 nm y una de emisidon de 443 nm. Para medir la cantidad de ATP en sangre, se hizo de

la misma forma, colocando 50 L de la solucion stock y 50 WL de plasma.

6.5.3 Cuantificacion de Malondialdehido

La peroxidacion lipidica es una reacciéon en cadena de radicales libres iniciada por
la eliminacidon de hidrogeno de un acido graso poliinsaturado por el radical hidroxilo. Los
radicales lipidicos resultantes reaccionan a continuacion con O, para formar radicales
peroxido lipidicos y perodxido lipidico junto con malondialdehido (MDA), que es hidrosoluble
y se puede detectar en la sangre. Una consecuencia significativa de la peroxidacion lipidica

es un aumento de la permeabilidad de las membranas a una afluencia de calcio y otros
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iones con la consiguiente hinchazén de la célula. Incrementos parecidos en la
permeabilidad de las membranas de los organulos puede dar lugar a una distribucion
incorrecta de iones con el resultado de lesion intracelular (Devlin, 2004).

Una de las técnicas mas utilizadas para medir el incremento de productos
secundarios de oxidacion es la prueba del acido tiobarbittrico (TBA). Este método se basa
en la reaccion de una molécula de malondialdehido (MDA) con 2 moléculas de TBA para
formar un complejo coloreado malondialdehido — TBA, que puede ser cuantificado
(Navarro-Garcia et al., 2004):
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Malondialdehido TBA TBA - Cromdgeno

- Preparacion de las muestras

Se prepara una mezcla de reaccién que consiste en 1.5 mL de H3;PO,al 1% en HCl
0.1 Ny 500 pL de TBA al 6% en HCI 0.1 N y 200 uL de muestra (plasma u homogeneizado
de tejido), esta mezcla se calentd durante 45 minutos en un bafio a ebullicidn, luego de
dejar enfriar se adicionaron 2 mL de n — butanol, se mezclé en vortex y se centrifugd
durante 10 minutos a 3 500 rpm, finalmente se leyd el sobrenadante de cada muestra en
un espectrofotdmetro a 530 nm. Para homogeneizar las muestras de higado y rifién se

colocaron 100 mg de tejido en 1 mL de buffer fosfatos pH 7.4.

- Curva de Calibracion para la cuantificacion de MDA

Para calcular el factor de multiplicacién se prepard una solucién estandar de 100
pumoles de 1,1,3,3 tetrametoxipropano (MDA). De esta solucidon se prepararon soluciones
con concentraciones conocidas de MDA mostradas en la Tabla 3. Se adicion6 H3;PO, al 1%
en HCl 0.1 N y TBA al 6% en HCl 0.1 N, la mezcla de reacciéon se dejé reposar por 20
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minutos y finalmente se leyd en un espectrofotémetro utilizando una longitud de onda de
530 nm. El procedimiento se hizo por duplicado y las lecturas de las absorbancias se

promediaron.

Tabla 3. Datos obtenidos para la curva de calibracion del método de MDA.

Concentraciones y absorbancias obtenidas en la técnica para cuantificar MDA.

Volumen de solucion madre Absorbancia
(pL)
10 0.050
20 0.094
30 0.149
40 0.213
50 0.310

El factor de multiplicacidon se obtuvo usando la ecuacidn para calcular la pendiente
de la recta, asi se tiene:
m = (y2-yl) / (x2 —x1)= (0.310 — 0.050) / (50 - 10) = 0.0065

Calculando la inversa: 1/m = 1 / 0.0065 = 153.846

Y el factor se obtiene multiplicando la inversa de la pendiente por la dilucion de la

muestra que es 11:

FACTOR = 11 x 153.846 = 1692.3077 nmoles / mL

Para determinar la concentracion de MDA plasmatico presente en cada muestra se

utilizd la siguiente férmula general:

(A) x (1692.3077 nmoles / mL) = C muestra n moles / mL

y para el caso de tejidos :

(A) x (1692.3077 nmoles / mg de tejido) = C muestra nmoles / mg de tejido
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6.6 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos se analizaron mediante las pruebas de ANOVA, Tukey vy

Bonferroni, con el paquete estadistico Prisma®. Los resultados se presentan como la
media * error estandar de la media.
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7. RESULTADOS

7.1 CONSUMO DE ALIMENTO Y GANANCIA EN PESO

Con la finalidad de comparar la cantidad de alimento que consumen y la ganancia
o pérdida de peso que sufre una rata diabética debidas a este padecimiento se obtuvo que
los diferentes grupos de ratas diabéticas aumentaron, todos, su consumo de alimento. El
grupo de ratas diabéticas alimentadas con croqueta (D), aumentd en un 23.72% su
consumo con respecto al grupo control (C), el grupo de diabéticas alimentadas con
huitlacoche crudo (D-HCr) aumentd el consumo en un 24.16% en comparacion con las
ratas sanas alimentadas también con huitlacoche crudo (C-HCr), y, finalmente, las ratas
diabéticas alimentadas con huitlacoche cocido (D-HCo) aumentaron el consumo de
alimento 13.90% con respecto a las ratas sanas a las que se les dio este mismo alimento
(C-HCo) (Figura 6).

Consumo de Alimento
(en gramos)

Cc D C-HCr D-HCr C-HCo D-HCo

Figura 6. Consumo de alimento diario de ratas Wistar machos sanas alimentadas con croqueta (C),
sanas alimentadas con huitlacoche crudo (C-HCr) y sanas alimentadas con huitlacoche cocido (C-
HCo); y ratas diabéticas alimentadas con croqueta (D), diabéticas alimentadas con huitlacoche crudo

(D-HCr) y diabéticas alimentadas con huitlacoche cocido (D-HCo).

Con respecto al peso, se hizo un seguimiento semanal de éste y en las graficas se
muestra el peso inicial (Dia 0) y el peso al final del muestreo (Dia 28) de las ratas sanas y
de las diabéticas. En la Figura 7 se observa la ganancia en peso de las ratas sanas y se
observa que el grupo de ratas sanas alimentadas con croqueta (C) aumentan su peso en
un 4.05% al final de los 28 dias, las ratas sanas alimentadas con huitlacoche crudo (C-

HCr) aumentan su peso en 1.12% vy las ratas sanas alimentadas con huitlacoche cocido
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(C-HCo) ganan un 3.04% al final del muestreo. En cuanto a las ratas diabéticas, el grupo
de ratas diabéticas alimentadas con croqueta (D) disminuyen su peso en un 10.83% al
final de los 28 dias, las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche crudo (D-HCr)
disminuyen su peso en un 0.22% vy las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche cocido

(D-HCo), no sdlo no pierden sino que ganan un 7.91% al final del muestreo (Figura 8).
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50-
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Dia0 Dia28 Dia0 Dia28 Dia0O Dia 28

C C-HCr C-HCo D D-HCr D-HCo

Dia0 Dia28 Dia0O Dia28 Dia0O Dia 28

Figura 7. Ganancia de peso de ratas sanas alimentadas con  Figura 8. Ganancia de peso de ratas diabéticas alimentadas
croqueta (C), sanas alimentadas con huitlacoche crudo (C- con croqueta (D), diabéticas alimentadas con huitlacoche
HCr) y sanas alimentadas con huitlacoche cocido (C-HCo) crudo (D-HCr) y diabéticas alimentadas con huitlacoche
del dia 0 al dia 28 del muestreo. cocido (D-HCo) del dia 0 al dia 28 del muestreo.

7.2 EVALUACION DE LA FUNCION RENAL

A continuacion se muestran los valores obtenidos en los diferentes parametros que

se midieron para evaluar la funcidn renal de los animales de experimentacion.
7.2.1 Glucosa en Orina

Con respecto al grupo control (C), la concentracién de glucosa en orina disminuyd
significativamente en los grupos de ratas alimentadas con huitlacoche crudo (C-HCr) y
huitlacoche cocido (C-HCo) (p<0.05). Ademas, este parametro aumenté de manera
significativa (p<0.001) en los grupos de ratas diabéticas comparadas con los tres grupos

controles que recibieron alimento diferente (Figura 9).
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Figura 9. Concentracion de Glucosa en Orina de ratas Wistar machos
controles y diabéticas alimentadas con croqueta o huitlacoche (ce, cf,
p<0.05; bd, p<0.01; ad, ae, be, bf, p<0.001).

7.3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
7.3.1 GSH en Tejidos

El contenido de GSH en rifiones en el grupo control alimentado con huitlacoche
crudo (C-HCr) presentd diferencia significativa con respecto a los otros dos grupos de
ratas controles (Figura 10). Ademads, los grupos de ratas diabéticas disminuyeron
notablemente su valor, con respecto a los grupos de ratas controles, y mostraron una
diferencia significativa (p<0.01) con respecto de las ratas controles alimentadas con
croqueta (C) y altamente significativa (p<0.001) con respecto a las ratas controles
alimentadas con huitlacoche cocido (C-HCo).
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C C-HCr C-HCo D D-HCr D-HCo

Figura 10. Concentracion de GSH en Rifiones de ratas Wistar controles y diabéticas
alimentadas con croquetas o huitlacoche (ab, cd, ce, ef, de, p<0.05; fd, p<0.01; bf, be, bd,
ac, cf, be, af, ae, ad, p<0.001 )
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A diferencia de los resultados obtenidos en el contenido del GSH en rifiones, el
contenido de GSH en el higado no fue significativamente diferente entre los grupos

controles ni con respecto a los diferentes grupos de ratas diabéticas (Figura 11).
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C C-HCr C-HCo D D-HCr D-HCo

Figura 11. Concentracién de GSH en Higado de ratas Wistar controles y
diabéticas alimentadas con croquetas o huitlacoche.

7.3.2. ATP en Sangre

Los grupos controles (C, C-HCr y C-HCr) no mostraron diferencia significativa entre
si (Figura 12). En cuanto a las ratas diabéticas, los diferentes grupos tampoco
presentaron diferencia significativa (Figura 13). En ambas figuras se puede observar un
incremento en la concentracion de ATP en las ratas alimentadas con huitlacoche (C-HCr,

C-HCo, D-HCr y D-HCo) con respecto de las que fueron alimentadas con croqueta (C y D).

En el caso de las ratas diabéticas el incremento de ATP de las ratas alimentadas
con huitlacoche crudo (D-HCr) corresponde a un 50.87% el dia 7, a un 20.44% el dia 14 y
a un 9.49% el dia 28 con respecto de las diabéticas alimentadas con croqueta (D). Para el
caso de las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche cocido (D-HCo) el incremento
corresponde a un 81.79% el dia 7, un 37.08% para el dia 14 y a un 44.96% con respecto

también de las ratas diabéticas alimentadas solo con croqueta (D).

50



125+

200+
T T
100+
o __ o i
=2 1MHA &6 =2
TS 75 g8 <
n g v g
o 2 1004
c 35 S o
o E 507 S E
E 3 = 3
< 25 < ~— 504
0 0+ : =
Dia7 Dia 14 Dia 28 Dia 7 Dia 14 Dia 28
=cC =3 C-HCr =3 C-HCo == D E==x D-HCr B D-HCo

Figura 12. Curso temporal de la concentracion de ATP en sangre de Figura 13. Curso temporal de la concentracion de ATP en sangre

ratas Wistar controles alimentadas con croquetas o huitlacoche. de ratas Wistar diabéticas alimentadas con croquetas o huitlacoche.

7.3.3. MDA en Plasma

Los grupos controles alimentados con croquetas o huitlacoche presentaron
diferencias significativas respecto a los grupos de ratas diabéticas en los dias 7 y 14 de
muestreo, siendo los valores de MDA mucho mayores en el grupo de las ratas diabéticas;
el dia 28 de muestreo no se presentd diferencia significativa entre los diferentes grupos,
sin embargo, se observo un claro incremento en los valores de MDA en las ratas diabéticas
alimentadas con croquetas (Figura 14).
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Figura 14. Curso temporal de la concentracion de MDA en plasma de ratas Wistar controles y diabéticas alimentadas
con croquetas o huitlacoche (ab, fg, p<0.05; cg, dg, eg, p<0.01).
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7.4 PRUEBAS ADICIONALES PARA VALORAR LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO
CON HUITLACOCHE EN RATAS DIABETICAS.

Con la finalidad de complementar la evaluacion de la eficacia del tratamiento con
huitlacoche sobre la diabetes y valorar el dafio funcional de higado y rifones, se realizaron
pruebas adicionales a los 28 dias del estudio, es decir, el dia del sacrificio. Estas pruebas
incluyeron: cuantificaciones plasmaticas de las transaminasas glutamico pirtvica (TGP) y

glutdmico oxalica (TGO), asi como de glucosa, acido Urico, urea y nitrogeno ureico (BUN).

Por lo que respecta a las pruebas de dafio hepatico se encontré que las
transaminasas elevaron significativamente (p<0.05) su concentracién para el caso de las
ratas diabéticas que se alimentaron con croqueta (D) con respecto a las ratas controles
(C); a pesar de que no se encontraron diferencias significativas, los valores de ambas
transaminasas disminuyeron por debajo del 50% para el caso de los grupos de ratas
diabéticas alimentadas con huitlacoche crudo (D-HCr) y cocido (D-HCo) (Figuras 15 y
16).
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Figura 15. Concentracion plasmatica de Transaminasa Figura 16. Concentracion plasmatica de Transaminasa
Glutdmico-PirGvica (TGP) en ratas Wistar macho controles  Glutdmico-Oxalica (TGO) en ratas Wistar macho controles
alimentadas con croqueta (C) y diabéticas alimentadas con alimentadas con croqueta (C) y diabéticas alimentadas con
croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y huitlacoche cocido  croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y huitlacoche
(D-HCo) (ab, p<0.05). cocido (D-HCo) (ab, p<0.05).

En las pruebas correspondientes a la evaluacion de la funcién renal tenemos lo
siguiente: la concentracién plasmatica de glucosa en ratas diabéticas alimentadas con
croqueta (D) aumentd significativamente (p<0.01) con respecto de las ratas sanas

alimentadas también con croqueta (C); aunque los valores de glucosa encontrados en las
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ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche crudo (D-HCr) y con huitlacoche cocido (D-
HCo) no son significativamente distintos, se observd que estos valores disminuyeron en

39% y 37% del valor mostrado por las ratas diabéticas (D), respectivamente (Figura 17).
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Figura 17. Concentracion plasmatica de Glucosa en ratas Wistar macho
controles alimentadas con croqueta (C) y diabéticas alimentadas con croqueta
(D), huitlacoche crudo (D-HCr) y huitlacoche cocido (D-HCo)(ab, p<0.01).

Los niveles de acido Urico en plasma, no mostraron diferencias significativas entre
los diferentes grupos, sin embargo se observd que estos niveles aumentan cerca de 200%
en el caso de las ratas diabéticas alimentadas con croquetas (D) con respecto al control
(C); también se pudo observar que los niveles de acido urico en ratas diabéticas
alimentadas con las distintas dietas suplementadas con huitlacoche, disminuyeron

notablemente hasta niveles ligeramente por encima de los normales (C) (Figura 18).
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Figura 18. Concentracion plasmatica de Acido Urico en ratas
Wistar macho controles alimentadas con croqueta (C) vy
diabéticas alimentadas con croqueta (D), huitlacoche crudo
(D-HCr) y huitlacoche cocido (D-HCo).
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La concentracion plasmatica de urea en el grupo de ratas diabéticas (D) mostrd un
aumento altamente significativo (p<0.001) con respecto a los niveles que presentaron las
ratas controles (C). También se observd que las ratas alimentadas con las diferentes
dietas suplementadas con huitlacoche (D-HCr y D-HCo) disminuyen sus valores
significativamente en comparacién con las ratas diabéticas que se alimentaron sélo con

croqueta (D) (Figura 19).
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Figura 19. Concentracion plasmatica de Urea en ratas Wistar
macho controles alimentadas con croqueta (C) y diabéticas
alimentadas con croqueta (D), huitlacoche crudo (D-HCr) y
huitlacoche cocido (D-HCo) (ab, p<0.05; ac, p<0.01, ad, p<0.001).

La concentracion de BUN en el grupo de ratas diabéticas (D) mostré un aumento

altamente significativo (p<0.001) con respecto a los niveles que presentaron las ratas

controles (C).
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Figura 20. Concentracion plasmatica de Nitrdgeno Ureico en Sangre (BUN) en ratas Wistar
macho controles alimentadas con croqueta (C) y diabéticas alimentadas con croqueta (D),

huitlacoche crudo (D-HCr) y huitlacoche cocido (D-HCo) (ab, p<0.05; ac, p<0.01, ad, p<0.001).
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También se observd que las ratas alimentadas con las diferentes dietas
suplementadas con huitlacoche (D-HCr y D-HCo) disminuyeron sus valores
significativamente en comparacion con las ratas diabéticas que se alimentaron solamente

con croqueta (D) (Figura 20).

7.5 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y FENOLES TOTALES

En la Tabla 4 podemos observar la concentracion de fenoles solubles totales en
las diferentes dietas utilizadas para las ratas, determinada en extractos metandlicos de

cada una de las dietas, utilizando el método del acido galico.

Tabla 4. Concentracion de fenoles solubles totales en equivalentes de
acido galico, en las distintas dietas experimentales.

Concentracion de fenoles solubles totales

Dieta Experimental en equivalentes de acido galico (mg GAE/g
muestra base seca)
B 14.98
B-HCr 14.34
B-HCo 14.08
C = dieta base (croqueta Rodent Lab Chow), C-HCr = dieta base
suplementada con 10% de huitlacoche crudo, C-HCo = dieta base

suplementada con 10% de huitlacoche cocido.

En la Tabla 5 se observa la actividad antioxidante que mostraron las diferentes

dietas utilizadas para las ratas, utilizando el método del Trolox

Tabla 5. Actividad antioxidante equivalente a Trolox de las distintas
dietas experimentales

Dieta experimental Actividad antioxidante equivalente
a trolox(mg Trolox/g muestra base
seca)
(o 1.64
C-HCr 1.89
C-HCo 1.64
C = dieta base (croqueta Rodent Lab Chow), C-HCr = dieta base
suplementada con 10% de huitlacoche crudo, C-HCo = dieta base

suplementada con 10% de huitlacoche cocido.
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8. DISCUSION

8.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO DEL HUITLACOCHE SOBRE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS Y LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE.

En muchos estudios sobre el contenido de fenoles totales los resultados son
contradictorios, para disminuir dicho efecto, en las mas recientes investigaciones se ha
simulado el tratamiento térmico real que se le da a los alimentos al cocinarlos para evitar
esas contradicciones. Asi, Lima et al. (2009) observaron una dramatica pérdida del
contenido de fenoles totales en distintos alimentos como resultado del tratamiento
térmico. El contenido de fenoles totales de algunos vegetales probados (chicharos,
zanahoria, espinaca, repollo, coliflor, nabo amarillo y nabo blanco) se encontré disminuido
tras hervirlo, freirlo y cocinarlo en microondas (Sultana et al/, 2008). Turkmen et al.
(2005) observaron que el contenido de fenoles totales en algunos vegetales cocinados

disminuye significativamente (p<0.05).

Hay algunos reportes acerca de cambios en el contenido de compuestos
promotores de la salud en varios hongos comestibles. Los estudios incluyen el efecto del
proceso de coccidon y la etapa de maduracion; el proceso de coccidn resulta en una
pérdida de la hidratacion y una subsecuente pérdida en la concentracion de compuestos
promotores de la salud (Barros et al., 2007; Dikeman et al., 2005). Diferentes especies de
hongos han sido reportadas por tener actividad antioxidante, la cual esta intimamente
relacionada con su contenido fendlico (Soares et al., 2009; Lee et al, 2008). Varios
protocolos han sido Barros et al (2007) describen que la cantidad de antioxidantes en
muestras cocinadas de Lactarius deliciosus, Macrolepiota mastoidea, Macrolepiota procera
y Sarcodon imbricatus disminuye usados para determinar la actividad antioxidante de los
hongos. Muchos trabajos reportan la influencia de las condiciones de procesamiento sobre
su potencial antioxidante. de manera significativa. Ellos explican que el proceso de coccién
podria destruir estructuras de polifenoles y, por lo tanto, causar una disminucion en la

capacidad antioxidante.
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En este estudio se observd que los compuestos fendlicos totales fueron afectados
por el tratamiento térmico que se le dio al huitlacoche con el que se prepararon las dietas
experimentales, y en el que se tratd de simular el tratamiento que se le da al huitlacoche
al cocinarlo de manera habitual (121°C, durante 20 minutos). En efecto, la dieta de
huitlacoche guisado fue la mas afectada por el tratamiento térmico (Tabla 4, C = 14.98,
C-HCr= 14.34, C-HCo = 14.08 mg GAE/g muestra base seca), aunque no se encuentran
diferencias significativas entre ellos, contrario a lo encontrado por otros investigadores
(Turkmen et al, 2005). Sin embargo, no se debe pasar por alto el hecho de que los
resultados reportados en otras investigaciones utilizan extractos puros y en este estudio se
utilizaron extractos diluidos de huitlacoche (10% peso seco) para preparar las dietas. En
apoyo a nuestros resultados, Roy et a/. (2007) mencionan que las temperaturas normales

de coccidn afectan el contenido de fenoles totales.

En este estudio la capacidad antioxidante también se vio afectada con el
tratamiento térmico (dieta base 1.64, huitlacoche crudo = 1.89, huitlacoche cocido = 1.64
mg Trolox/g muestra base seca), sin mostrar diferencias significativas. Los compuestos
fendlicos y otros agentes reductores de los vegetales contribuyen a sus actividades
antioxidantes, por lo tanto, los procesos que afectan el contenido de fenoles totales
también afectara a la actividad antioxidante (Chipurura et al, 2010). En general se ha
encontrado que la coccidn disminuye la capacidad antioxidante de varios vegetales, con

pequeias diferencias entre los métodos empleados para cocinarlos (Faller y Fialho, 2009).

8.2 EFECTO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES SOBRE EL CONSUMO DE
ALIMENTO Y EL PESO CORPORAL.

Algunos de los sintomas mas tempranos y comunes que se presentan en la diabetes
mellitus incluyen la polifagia y la pérdida de peso (Cuyton y Hall, 2006). La primera razon
de que ocurra la polifagia en la diabetes es la inanicion celular. Como en la diabetes hay
ausencia o resistencia a la accion de la insulina, la glucosa no puede entrar en las células y
éstas carecen de ella. De acuerdo con la “Glucostat Theory of Feeding Regulation” la
diferencia arteriovenosa de glucosa en el hipotalamo regula la respuesta de ingesta de

alimento en los centros de saciedad y la alimentacion (Guyton y Hall, 2006). Si la
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diferencia es alta debido a que la glucosa es mas utilizada por el centro de la saciedad,
éste se activa. Y si la diferencia es baja, entonces el centro de la alimentacion es el que se
activa. En la DM la glucosa no puede entrar en las células del centro de saciedad, por lo
tanto, la diferencia arteriovenosa se mantiene baja y el centro de alimentacion esta
cronicamente activo (Guyton y Hall, 2006; Gannong, 2006). Esto explica la presencia de la
polifagia en la DM. El aumento de apetito probablemente se deba también (aunque sea en
parte) a una disminucién de la liberacion de la leptina como consecuencia de la reduccion
de la masa de tejido adiposo, asi como a la disminucion de la liberacion del péptido Y
producida por la falta de insulina (Murillo et al., 2004).

Muchos estudios revelan que las ratas con diabetes inducida con STZ presentan un
aumento significativo en la ingesta de alimento cuando se comparan con ratas control o
no diabéticas (Castro & Balaguara, 1975; Shimonura et al, 1990; Plaza et al., 1993; Modi
et al.,, 2006; Hyung-Jeong et al., 2010; Wilson, 2010; Sena-Pinheiro et a/., 2011; Okun et
al., 2012). Tras 11 semanas de experimentacion con ratas a las que se les indujo diabetes
usando STZ, Wilson (2010) reporta que la ingesta de alimento aumenta ligeramente en las
ratas diabéticas con respecto a las controles, aunque no existe diferencia significativa
entre los valores, resultado que concuerda con el presente estudio, ya que como se puede
observar en la Figura 6, aunque existe un notorio incremento en la ingesta de alimento
de 16.61 + 1.73 g a 20.55 %= 1.85 g, la diferencia no es significativa. En general, se puede
observar en todos estos estudios que, después de la induccion de la diabetes con STZ en
ratas, el consumo de alimento se incrementa en animales diabéticos no tratados, en
comparacion con animales normales, pero el peso corporal disminuye en los animales
diabéticos no tratados (Akbarzadeh et al., 2007).

Algunos estudios sugieren la presencia de agentes antidiabéticos en diversos
hongos (Polyxeni y Demopoulus, 2010). Agaricus campestris ha sido reportado como
tratamiento tradicional para la diabetes (Gray et a/, 1998). Se ha reportado que en ratas
diabéticas inducida con STZ, la adicidon a la dieta de extractos metandlicos de Hericium
erinaceus (HEM) disminuye la concentracion de azdcar en sangre (efecto hipoglucemiante)
y la polifagia, efectos ausentes en las ratas diabéticas que no fueron alimentadas con HEM
(Wang et al., 2004). El hongo Agaricus bisporus, usado tradicionalmente como tratamiento
para la DM en el norte de Europa, fue estudiado usando ratones normales y diabetizados
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con STZ con el fin de evaluar sus efectos sobre la homeostasis de la glucosa (Swanston-
Flatt et al, 1989). El hongo fue administrado en la dieta cocido, no bebido, para que
coincidiera con el método tradicional de preparacion. Swanston-Flatt y colaboradores
(1989) encontraron que el hongo reduce la polifagia y la pérdida de peso. Al respecto, en
nuestro estudio también se trabajo con el hongo cocinado para simular su manera
convencional de consumo y, de manera semejante, se encontrd que en el grupo de ratas
D-HCo disminuye el elevado consumo de alimento o polifagia, con relacion a las ratas
diabéticas no tratadas D (D = 20.55 + 1.85 g, D-HCo = 17.94 + 1.56 g) (Figura 6).

Las ratas con DM no tratada experimentan pérdida de peso significativa no tanto
por la incapacidad de las células para utilizar la glucosa en la produccién de energia, sino
mas bien a que hay una activacion notable de la via de la gluconeogénesis. La utilizacion
de la proteina muscular y la excesiva movilizacién de las grasas de los tejidos adiposos
para la produccidn de energia en la via gluconeogénica, conduce a la pérdida de peso en
la DM (Aguiyi et al, 2000). Howarth et a/ (2005) afirman que en las ratas adultas
jovenes, el tratamiento con STZ produce un estado diabético caracterizado por pérdida de
peso, polidipsia, poliuria y polifagia, entre otros. Asimismo, otros estudios que reportan la
pérdida de peso en ratas diabéticas inducida con STZ incluyen a: Borges et al. (2006),
Abu-Abeeleh et al. (2009), Mathison-Natera et al. (2010), Sena-Pinheiro et al (2011),
Pournaghi et al. (2012). La disminucion de peso reportada por los autores antes citados
también se observd en este estudio, ya que el peso corporal de las ratas D disminuy6
aproximadamente en 10.83% con respecto a su respectivo control C (de 186.00 £ 7.93 g
a 165.9 £ 9.48 g) (Figura 7).

Muchas investigaciones en las que se usaron plantas tradicionales para el
tratamiento de la diabetes han concluido y reconocido a los hongos como un alimento
ideal para la prevencion y tratamiento de la diabetes (Alarcdn-Aguilera et al., 1998). En
efecto, diversos estudios han reportado la actividad antidiabética de los hongos y sus
cuerpos fructiferos (Horio et a/., 2001) y otros describen a los componentes bioactivos con
actividad antidiabética (Kiho et al., 1994; Kiho et al, 1994; Kiho et a/., 2002; Kiho et a/.,
2000; Kiho et al., 1995). Entre estas acciones se encuentra la liberacidén de insulina por las
células B del pancreas, la cual impulsa la captacién y uso de la glucosa en las células,
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favoreciendo la sintesis de aminodacidos y la disminucion de la degradacién de proteinas
procedentes del musculo; al mismo tiempo, el higado sintetiza mas glucdégeno y se
presenta disminucion de la gluconeogénesis a partir de los aminoacidos liberados del
musculo, todos estos fendmenos llevaran a un aumento del peso corporal (Murillo et al.,
2004). En el presente estudio, se observd que las ratas D pierden un 10.83% de su peso
del dia 0 al dia 28, de igual forma, las ratas D-HCr lo hacen aunque en menor porcentaje,
0.22% aproximadamente, (dia 0 = 200.4 + 7.96 g, dia 28 = 200 + 9.57 g); por el
contrario, las ratas D-HCo no bajan de peso, sino que lo aumentan ligeramente en
aproximadamente 7.91% (dia 0 = 197.70 + 6.79 g, dia 28 = 213 + 11.00 g). El efecto
mostrado en los animales cuyas dietas fueron suplementadas con huitlacoche puede

deberse al efecto antidiabético antes mencionado (Figura 8).

8.3 EFECTO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES SOBRE LA FUNCION RENAL
(GLUCOSA EN ORINA).

En la DM, debido a la ausencia o a la resistencia a la accion de la insulina, la
glucosa no puede entrar en las células lo que conduce a la inanicion de glucosa
intracelular. El sello distintivo de la DM es la hiperglucemia la cual causa hiperosmolaridad
en la sangre. A una concentracion normal de glucosa en plasma (70 — 100 mg/dL), la
glucosa filtrada en los glomérulos renales se reabsorbe en el tibulo contorneado proximal
y no se excreta. Sin embargo, en la DM el umbral renal de la glucosa es excedido, es
decir, la concentracién de glucosa en el plasma supera al transporte maximo (Tm) de las

células tubulares proximales y la glucosa se excreta en la orina (Ganong, 2006).

En este trabajo, luego de la induccién de la diabetes con STZ, las ratas presentaron
un incremento significativo de la concentracion de glucosa en orina con relacién a las
controles (de 6.34 £ 2.09 mg/dL a 2689 + 742 mg/dL); al igual que en este estudio,
varios autores reportan que, tras la induccidon de diabetes usando STZ, las ratas
incrementan su nivel de glucosa en orina en comparacion con los animales normales (Ellis
et al, 1984; Shetty et al, 2005; Akbarzadeh et al. 2007; Saravanan & Pari, 2008;
Zarmouh et al., 2010). Asimismo, en nuestro estudio, el suplemento de huitlacoche en la
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dieta de los animales disminuy6 la glucosuria tanto en las ratas controles como en las
diabéticas (C = 6.34 = 2.09 mg/dL, C-HCr = 1.91 + 0.184 mg/dL, C-HCo = 1.108 + 0.340
mg/dL y D = 2689 = 742 mg/dL, D-HCr = 1539 £+ 571 mg/dL; D-HCo = 1539 + 571
mg/dL) (Figura 9).

En este contexto, dado que la disminucion de la concentracién de azlcar en sangre
se vera reflejada en la disminucion de los niveles de azlcar en la orina (Ananda-Prabu et
al., 2012), existen varias investigaciones que sustentan nuestro resultado ya que reportan
la disminucidn de glucosa en sangre de ratas diabéticas que fueron alimentadas o tratadas
con diferentes hongos (Figura 17). Entre ellas, se ha encontrado que el extracto acuoso
de Pleurotus pulmonarius posee actividad hipoglicémica (Badole et al., 2006), un similar
efecto antihiperglicémico se ha reportado para Grifola frondosa (Cui et al, 2009) y
Coprinus comatus (Han & Liu, 2009); ademas, la ingesta de Pleurotus eryngii (dieta
normal suplementada con el 5 %) disminuye los niveles séricos de glucosa en ratones
diabéticos (Jung-In et al., 2010, Kim et al,, 2010d). Un efecto parecido se ha encontrado
en Agaricus blazei (Sandeep et al, 2011), Pleurotus ostreatus (Ghaly et al, 2011),
Agaricus bisporus (Sang-Chul et al., 2010; Jeong et al., 2010), Agaricus campestris (Gray
& Flatt, 1998), exopolisacaridos (EPS) de Phellinus baumii (Hwang et al., 2005), extractos
metandlicos de Hericium erinaceus (Wang et al., 2004), Tremella fulciformis (Cho et al.,

2007) y polisacaridos de Laetiporus sulphureus (Hwang & Yun, 2010).

8.4 EFECTO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES SOBRE INDICADORES DE
ESTRES OXIDATIVO (GSH EN TEJIDOS, ATP Y MDA EN PLASMA).

Recientes estudios han mostrado que muchos tipos de hongos pueden tener
importantes efectos bioldgicos, incluyendo la actividad antioxidante (Wang et al., 2004).
Esta actividad puede deberse a los compuestos fendlicos y otros metabolitos secundarios
acumulados por los hongos (Li et al, 2005; Velioglu et al, 1998; Oyetayo, 2007). Al
respecto, la actividad antioxidante de algunos hongos ha sido reportada por Mau et al.
(2001) y Russel y Paterson (2006). Otros trabajos sobre esta accidn bioldgica incluyen: el
de Zhow et al. (2007) quienes reportan la actividad antioxidante de Ganoderma lucidum;
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el de Sun et al. (2008) en el que se describe que Inonotus obliquus posee significativa
actividad antioxidante en ratas diabéticas; Zhong et al. (2009) encontraron que Agrocybe
aegerita tiene actividad como barredora de radicales libres; Wani et al. (2010) reportan
que los extractos de Bovista plumbea, Cantharella cibarius, Sarcosypha coccinia, Coprinus
comatus y Coprinus atramentarius tienen importante actividad antioxidante; asimismo,
Keles et al. (2011) reportan con el mismo efecto a Agaricus bisporus, Chlororhyllum
rhacodes, Macrolepiota procera var. Procera, Amanita rubescens var. Rubescens, Pleurotus
dryinus, Armillaria ostoyae, Pleurotus, Polyporus squamosus, Boletus edulis, Boletus
pseudosulphureus, Leccinum scabrum, Suillus luteus, Lepista nuda, Lepista personata,
Hydnum repandum, Lactarius deliciosus, Lactarius piperatus, Lactarius salmonicolor,
Lactarius volemus, Russula delica, Russula integra var.integra, Russula nigricans, Russula

vinosay Boletus erythropus var. Erythropus.

Conviene sefalar que la accién antioxidante de los polifenoles como los flavonoides
incluye los siguientes mecanismos: a) supresion de la formacion de especies reactivas de
oxigeno (EROs) por inhibicion de enzimas que las generan o por quelacién de elementos
traza involucrados en su produccién, b) atrapando a las EROs y c) regulando la expresion

de genes y aumentando la proteccion de las defensas antioxidantes (Pietta, 2000).

8.4.1 Glutation reducido (GSH)

La hiperglicemia causa la autoxidacion de la glucosa (Wolf et al., 1987), la glicacion
de proteinas (Fu et al., 1994) y la activacion del metabolismo del poliol (Lee et a/., 1999).
Esos cambios aceleran la generacion de EROs y aumentan la oxidacion de lipidos, DNA y
proteinas en varios tejidos. Los elevados niveles de EROs pueden deberse en parte a la
disminucion o deplecion de antioxidantes como el glutation reducido (GSH) (Nourooz-
Zadeh et al., 1997; Thornalley et al., 1996; Leonhardt et al., 1997; Sinclaair et al., 1997).
Debe subrayarse que el GSH es el antioxidante intracelular mas abundante, por lo que una

falla en su regulacién se relaciona con diferentes enfermedades.

Al respecto, existen evidencias (/n vitro y clinicas) que muestran que un estado

anormal del GSH esta involucrado en la disfuncion de las células B y en las complicaciones
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de la diabetes a largo tiempo (Livingstone & Davis, 2007). Tachi et al. (2001) también
encontraron que las concentraciones altas de glucosa en ratas diabéticas (inducidas con
STZ) muestran una concentracion reducida de GSH intracelular. Mak et a/ (1996) al
estudiar los cambios que sufre el GSH en los tejidos encontraron que las alteraciones de
este antioxidante se ven reflejadas en una respuesta generalizada caracterizada por el

incremento de estrés oxidativo asociado con la diabetes.

En este contexto, Saleh y Davis (1987) reportaron que el GSH muestra un
decremento en ratas diabéticas inducidas con STZ; ademas, Venkateswaran y Pari (2002)
encontraron que en las ratas diabéticas, inducidas con STZ, la concentracion de GSH
disminuye en higado y rifdn respecto a las ratas normales. En el presente estudio se
encontrd un comportamiento similar, ya que en los rifiones de las ratas diabéticas D
disminuy6 significativamente la concentracion de GSH con respecto a las controles C (de
570.40 £ 19.6 a 229.02 + 5.89 ug/g de tejido); ademas, los niveles de GSH en el higado
de las ratas D disminuyeron de manera no significativa respecto a las controles C (de
1366.80 = 84.40 a 1222 + 176 ug/g de tejido) (Figura 11).

Se ha encontrado que los niveles de GSH pueden aumentar hasta un 79% en ratas
diabéticas tratadas con extractos etandlicos de Pleurotus ostreatus, respecto a las que no
recibieron el tratamiento (Gaafar et al., 2010; Ghaly et a/., 2011); resultados similares se
han encontrado también con extractos del hongo Fomes fomentarius (Le, 2005). De
manera semejante, en este estudio también se encontré que las concentraciones de GSH
aumentan en los tejidos de ratas diabéticas cuyas dietas fueron suplementadas con
huitlacoche. Este efecto fue mucho mas notorio en los rifones, en donde se encontraron
concentraciones mayores de GSH en el grupo D-HCr (317.33 £ 8.37 pg/g de tejido) y en
el grupo D-HCo (317.33 = 8.37 y 352.77 + 6.56 pug/g de tejido) con relacion a las ratas D
(229.02 = 5.89 ug/g de tejido), lo que representa un incremento del 38% y 54%
respectivamente. Aunque en menor medida, las concentraciones de GSH también
aumentaron en el higado de las ratas diabéticas cuyas dietas fueron suplementadas con
huitlacoche crudo y cocido (D-HCr = 1490.90 + 98.20 y D-HCo = 1451 + 106 ug/g de
tejido), lo que representa incrementos de 21% y 18% respectivamente, en comparacion

con sus respectivos controles D (1222 + 176 ug/g de tejido) (Figura 11).
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8.4.2 Adenosin Trifosfato (ATP).

Cuando una célula sufre dafio oxidativo disminuyen sus niveles de ATP (Ceriello et
al, 1992). Se ha demostrado que el ATP intracelular decrece significativamente a los 7
dias después de la inyeccion de STZ y sigue decreciendo hasta un 24% a los 35 dias
después de la induccion de la diabetes (Moore et al, 1983). Samson et al. (1980)
encontraron que los niveles de ATP en hepatocitos de ratas diabéticas se reducen, aunque
no significativamente, con respecto a las ratas controles (de 19 + 1 nmoles/10° células a
16 £ 2 nmoles/10° células). En este estudio se encontré que el ATP plasmatico disminuye
un 36% en las ratas D (58.55 + 5.44 pmoles/mL) con respecto a las ratas C (90.56 + 6.33

pMmoles/mL).

Existen pocos reportes que indican que el tratamiento con algunos hongos
aumenta los niveles de ATP en las ratas con respecto a las que no lo fueron; ejemplo de
ello es el hongo Cordyceps sinensis, el cual aumenta los niveles de ATP tisular (Miller,
2009). De manera similar, en este trabajo se encontré que el ATP plasmatico aumenta en
los animales diabéticos alimentados con huitlacoche: a) a los 7 dias del tratamiento, las
ratas D presentaron valores de 58.55 + 5.44 pmoles/mL mientras que en el grupo D-HCr
aumentd a 88.34 + 4.71 pmoles/mL y en el grupo D-HCo subié hasta 106.44 + 11.20
pumoles/mL; b) a los 14 dias de tratamiento, el valor de las ratas D fue de 72.70 + 9.78
pumoles/mL, en las ratas del grupo D-HCr aumentd a 87.56 + 3.31 pymoles/mL y en el
grupo de ratas D-HCr subidé hasta 99.66 + 8.57 pmoles/mL; c) a los 28 dias, el valor del
grupo de ratas D fue de 97.61 £ 4.65 pmoles/mL, los animales del grupo D-HCr
presentaron 106.80 + 8.16 pmoles/mL y en el grupo de ratas D-HCo aumentd hasta
141.50 £ 13.00 pmoles/mL. (Figura 13).

8.4.3 Malondialdehido (MDA).

El dafo producido por las EROs sobre los lipidos de las membranas de las células
es conocido como lipoperoxidacion. Durante este proceso, la degradacion de los acidos
grasos no saturados de los lipidos genera malondialdehido (MDA), sustancia altamente

reactiva con el grupo amino de las proteinas. Las sustancias generadas durante la
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lipoperoxidacion pueden difundir a cierta distancia del sitio de produccion y originar edema

celular, cambios en la permeabilidad vascular, inflamacién y quimiotaxis.

En la diabetes, la persistente hiperglicemia incrementa la produccién de EROs a
través de la autoxidacién de la glucosa (Hunt et a/., 1990; Wolf et al., 1991). El estrés
oxidativo ha sido asociado con estados diabéticos en animales y humanos (Kakkar et a/.,
1995; Ihara et al, 1999; Opara, 2002; Davi et al, 2005). En algunos estudios que
utilizaron ratas diabéticas (inducida con STZ) para evaluar el estrés oxidativo producido
por este padecimiento, se encontraron aumentados los niveles de MDA, producto de la
peroxidacion lipidica y uno de los marcadores de la presencia de estrés oxidativo (Yeh &
Ashton, 1990; Kakkar et al., 1995; Ugochukwu et a/., 2003; Nwanjo et al., 2006; Nwanjo
et al, 2007; Matsunami et al, 2010). En este estudio se encontré un fendmeno
semejante, ya que los niveles plasmaticos de MDA aumentaron significativamente en el
grupo de ratas D con relacion al grupo control C (de 83.11 + 5.92 nmoles/mL a 157.9 +
30.50 nmoles/mL).

En este contexto, varias investigaciones reportan que en ratas tratadas con
diversos hongos disminuyen los niveles de MDA comparadas con los controles; tal es el
caso de Pleurotus ostreatus (Gaafar et al,, 2010; Mishra & Singh, 2010), polisacaridos del
hongo Pleurotus tuber — regium (Huang et al., 2012) y Grifola frondosa (Lei et al., 2007),
asi como extractos crudos y polisacaridos de 7remella aurantialba (Zhang et al., 2009). Al
igual que en tales investigaciones, en este estudio se encontré que las concentraciones
plasmaticas de MDA disminuyen en las ratas que fueron alimentadas con dietas
suplementadas con huitlacoche: en el dia 7 (D = 157.90 + 30.50 nmoles/mL, D-HCr =
131.10 £ 11.00 nmoles/mL, D-HCr = 99.85 + 7.07 nmoles/mL) y en el dia 14 de
tratamiento (D = 174.70 £ 26.40 nmoles/mL, D-HCr = 174.70 = 23.20 nmoles/mL, D-
HCr = 96.46 £ 3.22 nmoles/mL) (Figura 14). Los valores anteriores representan una
disminucion de 63% al dia 7 y de 55% al dia 14, sustentando asi que las dietas
suplementadas con hongos favorecen el tratamiento de las complicaciones provocadas por

la diabetes en donde esta involucrado el estrés oxidativo.
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8.5 EFECTO DE LAS DIETAS EXPERIMENTALES SOBRE INDICADORES DE LA
FUNCION HEPATICA (TGP y TGO) Y RENAL (ACIDO URICO, UREA, NITROGENO
UREICO EN SANGRE).

8.5.1 TGPY TGO

En presencia de necrosis de células hepaticas, las aminotransferasas TGO y TGP
son liberadas y pasan al torrente sanguineo, aumentando sus valores en este fluido en
cantidades proporcionales a la lesion del higado (Navarro et al, 1993). Por ello, estas
enzimas son utilizadas como marcadoras de dafo hepatico. La medicion de las actividades
enzimaticas de TGO y TGP son de importancia clinica y toxicoldgica, ya que cambios en su
actividad son indicativos de dafio tisular por toxicos o en algunas enfermedades (Singh et
al.,, 2001).

El incremento de las actividades plasmaticas de TGO y TGP se puede asociar con un
efecto hepatotoxico de la STZ. Bolkent et a/. (2008) encontraron que los niveles séricos de
TGO y TGP de ratas diabéticas aumentan significativamente con respecto a los controles.
Este incremento significativo también se ha encontrado en otras investigaciones en donde
las concentraciones plasmaticas de aminotransferasas aumentan en ratas diabéticas
inducidas con STZ (Saeed et al., 2008; Zafar et al., 2009; Kade et al., 2010; Edet et al.,
2011; Krishnakumari et al., 2011; Javad et al., 2012). Esto concuerda con los resultados
de este estudio en donde los niveles de TGO y TGP en ratas diabéticas D (378 + 154 y
TGO = 679 £ 314 U/L, respectivamente) se ven significativamente incrementados con
respecto a las controles C (50.20 £ 11.20 y TGO = 92.88 £ 9.29 U/L, respectivamente)
evidenciando el dafio hepatico producido por la STZ (Figuras 15 y 16).

Gaafar et al. (2010) encontraron que tras el tratamiento de ratas con el hongo
Pleurotus ostreatus, la actividad sérica de TGP disminuye 44.88% Yy la de TGO 40.33% con
respecto a las ratas no tratadas. Efecto similar se ha encontrado con dietas suplementadas
con Collybia confluens (Yang et al., 2010), exopolisacaridos de Phellinus baumii (Hwang et
al.,, 2005), exobiopolimeros de Coriolus versicolor, Cordyceps sinensis, Paecilomyces
japonica, Armillariella mellea y Fomes fomentarius (Yang et al., 2008) y Agaricus bisporus
(Jeong et al., 2010). Este efecto fue identificado también en el presente estudio, ya que

las actividades de las aminotransferasas de las ratas diabéticas alimentadas con
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huitlacoche se redujeron significativamente (TGP: D-HCr = 99.80 + 23.70 U/L, D-HCo =
151.60 = 54.50 U/L y TGO: D-HCr = 164.90 = 42.90 U/L, D-HCo = 166.00 + 65.60 U/L)
con respecto al grupo de ratas diabéticas D (TGP = 378.00 + 154.00 U/L, TGO = 679.00
+ 314.00 U/L) (Figuras 15 y 16).

8.5.2 Acido Urico, Urea y Nitrégeno Ureico en Sangre.

El incremento en la produccién de nitrégeno ureico en la diabetes puede explicarse
por un mayor catabolismo de las proteinas de higado y plasma (Jorda et a/., 1981; Jorda
et al., 1982).

Es evidente que las concentraciones de urea (Kumar et a/., 2007; Gupta et al., 2011;
Seyed-Mostafa et al., 2012), BUN (Mitra et al., 1996; Morsy et al., 2006; Sawiress, 2011) y
acido Urico (Kumar et al., 2007; Sawiress, 2011; Gupta et a/., 2011) son mas elevadas en
las ratas diabéticas inducidas con STZ comparadas con los valores de ratas controles,
resultados que pudieron verificarse en este estudio (Urea C = 33.63 £ 6.42 mg/dL, D =
104.90 + 18.90 mg/dL; BUN C = 15.75 + 2.90 mg/dL, D = 49.14 + 8.81 mg/dL, Acido
Urico C = 0.23 + 0.07 mg/dL, D = 0.80 + 0.31 mg/dL) (Figuras 18, 19 y 20). Sin
embargo, no existe mucha evidencia que relacione el tratamiento con hongos de ratas
diabéticas con la reduccion de estos indicadores de funcidon renal. Al respecto, algunas
investigaciones han demostrado que Cordyceps sinensis (Lo et al., 2006) y Ganoderma
lucidum (He et al, 2006) ayudan a que las concentraciones plasmaticas de BUN
disminuyan en ratas diabéticas tratadas con estos hongos con relacién a las que no lo

fueron.

En ratas hipercolesterolémicas, se ha documentado el efecto que tienen algunos
hongos sobre estos parametros, encontrandose que Pleurotus ostreatus (Alam et al.,
2011), Pleurotus ferulae (Alam et al., 2011), Lentinus edodes (Yoon et al., 2011), Lentinus
lepideus (Yoon et al., 2011) y Pleurotus citrinopileatus (Alam et al.,, 2011) disminuyen los
niveles de Acido Urico en ratas tratadas con respecto a las ratas no tratadas; asimismo,
también se ha demostrado que Pleurotus sajor — caju, Pleurotus ostreatus y Pleurotus

florida (Alam et al., 2009), Pleurotus ostreatus (Alam et al., 2011), Pleurotus ferulae (Alam
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et al., 2011), Lentinus edodes (Yoon et al., 2011), Lentinus lepideus (Yoon et al., 2011)

reducen los niveles de BUN en ratas tratadas con respecto a las controles.

En este trabajo, se pudo confirmar el efecto benéfico del huitlacoche en las ratas
diabéticas tratadas con este hongo respecto a las que no lo fueron, encontrando que el
Acido Urico disminuye de 0.80 + 0.31 mg/dL en el grupo de ratas diabéticas D a 0.27 +
0.04 mg/dL y 0.25 £ 0.03 mg/dL en los grupos D-HCr y D-HCo, respectivamente. El
mismo efecto se observo en el BUN cuyos valores disminuyeron de 49.14 + 8.81 mg/dL en
las ratas diabéticas D, a 28.63 + 3.64 mg/dL y 21 + 3.11 mg/dL en los grupos D-HCr y D-
HCo, respectivamente. Respecto a la funcién renal, el ultimo parametro evaluado fue la
concentracion plasmatica de Urea, cuyos resultados fueron los siguientes: en las ratas
diabéticas D la concentracion fue de 104.09 + 18.90 mg/dL y este valor disminuyé en las
ratas cuyas dietas fueron suplementadas con huitlacoche a 61.38 £ 7.91 mg/dL en el
grupo D-HCr y hasta 43.33 = 7.28 mg/dL en el grupo D-HCo (Figuras 18, 19 y 20).

Finalmente, respecto a lo antes descrito conviene subrayar lo siguiente: En afios
recientes, se ha reportado que la diabetes esta relacionada con la sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs) causada por la hiperglicemia y que este evento es
clave en la patogénesis de las complicaciones asociadas a esta enfermedad. El aumento
de EROs provoca la acumulacion de metabolitos como la fructosa, el sorbitol y las triosas
fosfatos que pueden generar productos de glicosilacion avanzada (Pérez-Gallardo et a,
2009). Pero el aumento de estrés oxidativo descrito en los diabéticos no se explica
solamente por la sobreproduccion de EROs, sino también por la disminucion de
antioxidantes celulares como el NADPH y el GSH, lo que aumenta el estrés oxidativo
(Guerra, 2001). De alli, la importancia de suministrar sustancias con actividad antioxidante

para disminuir las complicaciones de la diabetes.
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9. CONCLUSIONES

a)

b)

Una dieta suplementada con huitlacoche ayuda a disminuir las concentraciones de
glucosa (orina y plasma) y las concentraciones plasmaticas de MDA; ademas,
aumenta las concentraciones plasmaticas de ATP.

El consumo de una dieta suplementada con huitlacoche ayuda a disminuir las
concentraciones plasmaticas de TGO, TGP, glucosa y acido Urico y disminuye
significativamente las concentraciones de urea y BUN.

El tratamiento térmico del huitlacoche no alterd sus efectos fisioldgicos benéficos

sobre indicadores de estrés oxidativo en las ratas diabéticas.
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10. GLOSARIO

Acido urico: Es un producto de desecho del metabolismo del nitrdgeno en el cuerpo
humano y se encuentra en la orina en pequenas cantidades. Un incremento de acido Urico

en la sangre puede ser indicativo de afecciones renales, artriticas, etc.

Alimento funcional: Alimento valorado no solo por sus caracteristicas nutricionales, sino
también por cumplir una funcién especifica como puede ser el mejorar la salud o reducir el

riesgo de contraer enfermedades.

Aminoacidos: Molécula organica con un grupo amino y un grupo carboxilo, que cuando

se condensan entre si, forman enlaces polipeptidicos y con ello dan origen a una proteina.

Antioxidante: Molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras moléculas. Los
antioxidantes terminan las reacciones de oxidaciéon oxidandose a ellos mismos,

produciendo especies menos reactivas que las especies reactivas de oxigeno.

Base seca: Término utilizado para expresar que la composicion o caracterizacion quimica

de un alimento fue determinada sin tomar en cuenta el agua total de la muestra.

Carbohidrato: Molécula compuesta por carbono, hidrogeno y oxigeno y cuya principal

funcidn en los seres vivos es de reserva energética y estructural.

Colesterol: Lipido que se encuentra en tejidos corporales y en la sangre de los
vertebrados. Pese a tener consecuencias perjudiciales en altas concentraciones, es
esencial para crear la membrana plasmatica que regula la entrada y salida de sustancias

que atraviesan la célula.

Compuestos fenodlicos: Compuesto organico en cuya estructura molecular con al menos
un grupo fenol, un anillo aromatico unido al menos a un grupo funcional. Muchos son
clasificados como metabolitos secundarios de las plantas. Este grupo juega un rol muy
homogéneo de funciones en las plantas, muchos de ellos son productos de defensa ante

herbivoros y patdgenos, soporte mecanico, atraccién de polinizadores, etc.

Diabetes mellitus: Conjunto de trastornos metabdlicos, que afecta a diferentes drganos

y tejidos, caracterizado por un aumento de la glucosa en sangre.
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Enfermedad degenerativa: Afeccion generalmente cronica, en la cual la funcién o

estructura de los tejidos u érganos afectados empeoran con el transcurso del tiempo.

Especie reactiva de oxigeno: Conjunto de moléculas que incluyen iones de oxigeno,
radicales libres y perdxidos. Son generalmente moléculas muy pequefas altamente

reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de valencia no apareada.

Estrés oxidativo: Es un estado del organismo causado por un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno y los sistemas antioxidantes de defensa, los
cuales no tienen la capacidad de detoxificar rapidamente los reactivos intermedios o

reparar el dafo resultante.

Fibra alimentaria: Puede definirse como la parte de las plantas comestibles que resiste
a la digestion y absorcion en el intestino delgado humano y que experimenta una
fermentacion parcial o total en el intestino grueso. A pesar de no ser considerada como un
nutriente, desempefia funciones sumamente importantes, como aumentar la peristalsis

intestinal.

Fructosa: Es una forma de azlcar encontrada en los vegetales, las frutas y la miel. Es un

monosacarido con la misma forma empirica que la glucosa pero con diferente estructura.

Glucosa: Monosacarido con formula molecular C¢H;,06 Es una hexosa, es decir, contiene
6 atomos de carbono. Es una forma de azlcar que se encuentra libre en frutas y en la
miel. En clinica, concentraciones incrementadas de glucosa en sangre o en orina, sugieren

la presencia de enfermedades como la diabetes.

Hipercolesterolemia: Es la presencia de niveles elevados de colesterol en la sangre. No
puede considerarse una patologia, sino mas bien un desajuste metabdlico secundario a

muchas enfermedades.

Hiperglicemia: Etimoldgicamente significa cantidad excesiva de glucosa en sangre. Es el
hallazgo basico en todos los tipos de diabetes mellitus, cuando no esta controlada o en

Sus inicios.
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Huitlacoche: Nombre nativo que se le da en México a las agallas carnosas jovenes
comestibles que se forman cuando el maiz (Zea mays L.) es infectado por el basidiomiceto

Ustilago maydis.

Malondialdehido: Producto de la peroxidacion lipidica de los acidos grasos insaturados.

Es un marcador de la degradacion oxidativa de la membrana celular.

Nitrégeno uréico: Cantidad de nitrégeno circulando en forma de urea en el torrente
sanguineo. La urea es una sustancia secretada a nivel del higado, producto del

metabolismo proteico, a su vez, es eliminada a través de los rifiones.

Nutracéutico: Palabra derivada de nutricién y farmacéutico, hace referencia a todos
aquellos alimentos que se proclaman poseedores de un efecto beneficioso sobre la salud

humana.

Oxidacion: Proceso electroquimico por el cual un ion o atomo pierde uno o varios
electrones. Como resultado, se producen moléculas muy inestables, denominadas especies
reactivas de oxigeno y de nitrdgeno, que tienen electrones desapareados capaces de

reaccionar con varios sustratos organicos, tales como lipidos, proteinas y ADN

Perdxido: Sustancias que presentan un enlace oxigeno — oxigeno y que contienen al
oxigeno en estado de oxidacion -1. Generalmente se comportan como sustancias

oxidantes.

Quimioprotector: Cualidad de algunos medicamentos usados para tratar el cancer. Los
quimioprotectores protegen el tejido sano de los efectos toxicos de los medicamentos

contra el cancer.

Radicales libres: Es una especie quimica, en general, extremadamente inestable y por lo

tanto con un gran poder reactivo por poseer un electrén desapareado.

Transaminasa: Sinon. Aminotransferasa. Conjunto de enzimas del grupo de las
transferasas, pues transfieren grupos amino desde un metabolito a otro, generalmente

aminoacidos.
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Transaminasa glutamico oxalacética (TGO) y Transaminasa glutamico piravica
(TGP): Las transaminasas estan por todo el organismo. La TGO o AST esta en el higado,
miocardio, rifdn, encéfalo y musculatura esquelética. La TGP o ALT estd presente en

concentraciones mucho mas elevadas en el higado que en los demas tejidos.

Estas enzimas son importantes en la produccion de varios aminoacidos, y su medicién en
sangre se utiliza para diagnosticar y rastrear muchas enfermedades, y en especial para
evidenciar la presencia de dano hepatico. Sus valores normales se indican en los partes
meédicos de laboratorio y varian segun la metodologia analitica adoptada. Un valor elevado

de las transaminasas suele ser indicativo de dafio en el higado.

Trifosfato de adenosina: o Adenosin Trifosfato. Molécula utilizada por todos los
organismos Vivos para proporcionar energia en las reacciones quimicas. Es un nucledtido

trifosfato que se compone de adenosina y tres grupos fosfato.

Urea: Compuesto quimico de formula CO (NH,),. Se encuentra abundantemente en la
orina y en la materia fecal. Es el principal producto terminal del metabolismo de las

proteinas en el hombre y en los demas mamiferos.

Ustilago maydis: Hongo perteneciente a la division Amastigomycota que son los hongos
verdaderos y a la subdivisién Basidiomycotina que se caracteriza por producir esporas en
estructuras especializadas llamadas basidios. Este hongo basidiomiceto es patogénico e
infecta al maiz (Zea mays), uno de los principales cereales en el mundo, y a su ancestro el

teosinte.
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APENDICES

APENDICE A

CURVAS DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION PLASMATICA DE
GLUTATION REDUCIDO (GSH), MALONDIALDEHIDO (MDA).

a) Curva de calibracion para la determinacion plasmatica de glutation
reducido (GSH).

- Concentraciones e intensidades de fluorescencia obtenidas en la técnica
para cuantificar GSH:

Concentracion pg/mL Intensidad de Fluorescencia

1 254.280
2 441.589
3 630.625
4 863.360

- Curva de calibracion:

y=201.63x+43:395
R*=0.997
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b) Curva de calibracion para la determinacion plasmatica de
Malondialdehido (MDA)

- Concentraciones y absorbancias obtenidas en la técnica para cuantificar
MDA:

Volumen de solucion madre Absorbancia

(pL)
10 0.050
20 0.094
30 0.149
40 0.213
50 0.310

- Curva de calibracion:

y =0.0064x - 0.0285
R*=0.976
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APENDICE B

CURVAS DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE FENOLES SOLUBLES
TOTALES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN LA DIETA BASE Y EN LAS DIETAS
SUPLEMENTADAS CON HUITLACOCHE.

a) Curva de calibracion para la determinacion de fenoles solubles totales en
equivalentes de acido galico, en las distintas dietas experimentales.

- Concentraciones de acido galico y absorbancias obtenidas en la técnica
para la determinacion de fenoles solubles totales:

_ Concentracién de
Acido Galico (ug/mL) Absorbancia a 757 nm

5 0.187
10 0.352
15 0.485
20 0.673
25 0.8395
30 1.016
35 1.178
40 1.33

- Curva de calibracion:

y =0.0331x + 0.0134
R?=0.9992
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b) Curva de calibracion para la determinacion de la capacidad antioxidante
en las distintas dietas experimentales utilizando el método de Trolox.

- Concentracion de Trolox y absorbancias obtenidas en la técnica para la
determinacion de capacidad antioxidante:

Actividad antioxidante
equivalente a trolox(mg Trolox) Absorbancia

0 1.218
50 1.085
100 0.996
150 0.771
200 0.648
250 0.457
300 0.236

- Curva de calibracion:
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