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“EFECTO DEL HUITLACOCHE (Ustilago maydis-Zea mays) SOBRE
INDICADORES DE GLICEMIA Y LIPIDEMIA EN RATAS DIABETICAS”

Resumen

Los hongos constituyen un vasto e importantisimo grupo de organismos ubicados en el
Reino Myceteae o Fungi, con muy diversas aplicaciones. El valor dado a los alimentos
esta basado ampliamente en su composicion quimica. El huitlacoche contiene
carbohidratos, proteinas, grasas, minerales y vitaminas, que contribuyen a este valor
nutricional. También se han identificado compuestos fendlicos en altas concentraciones,
los cuales poseen propiedades antioxidantes y antimutagénicas que podrian ser muy
Utiles para prevenir enfermedades como el cancer, la ateroesclerosis, diabetes y otras
enfermedades crénico-degenerativas, y por lo tanto se puede incluir en lo que se conoce
actualmente como alimentos nutracéuticos. Debido a dichas caracteristicas del
huitlacoche, y a que en México la diabetes y las enfermedades cardiovasculares ocupan
los primeros lugares como causas de muerte general, es importante retomar este alimento
propio de la region, y probarlo en un modelo biolégico para comprobar su efectividad
nutracéutica. Por esta razon, en el presente trabajo se analizaron las propiedades
hipoglucémicas e hipolipidémicas del huitlacoche en ratas diabetizadas con
estreptozotocina 6 normales, proporcionando a ambos grupos una dieta base, 6 dieta
base més huitlacoche crudo al 10%, 6 dieta base mas huitlacoche guisado al 10%,
durante cuatro semanas. Con respecto a los niveles de glucosa en plasma, se pudo
observar un marcado efecto hipoglucémico en ratas diabéticas, tanto del huitlacoche
crudo como del guisado, reduciendo los niveles de glucosa en un 19% y 49%,
respectivamente. En relacién al perfil lipidico (colesterol total, triglicéridos, HDL y LDL), se
pudo observar que los niveles se mantuvieron conforme pasé el tratamiento, es decir no
hubo un marcado efecto hipolipidémico. Dichos resultados fueron respaldados por los
cortes histologicos de higado y rifidn, los cuales mostraron que en ratas diabéticas
alimentadas con las dietas con huitlacoche crudo y guisado, dichos 6rganos de alguna
manera se vieron protegidos, siendo mas efectivo el huitlacoche guisado, ya que la
citoarquitectura de dichos tejidos se vio menos dafiada respecto a el control diabético
alimentado con dieta base. Por lo tanto, los resultados muestran que el huitlacoche puede
ser una alternativa para el tratamiento de la diabetes, ya que debido a los efectos
benéficos que presenta, podria aminorar y retardar los padecimientos propios de esta

enfermedad que se presentan a mediano y largo plazo.
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“EFFECT OF HUITLACOCHE (Ustilago maydis-Zea mays) ON INDICATORS
OF GLYCEMIA AND LIPIDEMIA IN DIABETIC RATS”

Abstract

Fungi constitute a vast and very important group of organisms included in the Kingdom
Myceteae, with very diverse applications. The value given to foods is widely based on their
chemical composition. Huitlacoche contains carbohydrates, proteins, fats, minerals and
vitamins contributing to its nutritional value. In addition, phenolic compounds have been
identified in huitlacoche in high concentrations, which possess antioxidant and
antimutagenic properties that could be very useful to prevent diseases such as cancer,
atherosclerosis, diabetes and other chronic-degenerative conditions, and thus this edible
fungus can be included among nutraceutical foods. In view of such characteristics, and
because in Mexico diabetes and cardiovascular disease are main causes of mortality, it is
important to recover this food proper to our region, and test its nutraceutical efficacy in a
biological model. For these reasons, in this work the hypoglycemic and hypolipidemic
properties of huitlacoche were analyzed in diabetes-induced (with streptozotocin) or
normal rats, by feeding both groups with basal diet, or basal diet plus 10% raw
huitlacoche, or 10% fried huitlacoche, during four weeks. In respect to plasma glucose
levels, a marked hypoglycemic effect could be observed in diabetic rats, both with raw and
fried huitlacoche, which reduced glucose levels 19 and 49%, respectively. In relation to the
lipid profile (total cholesterol, tryglycerides, HDL and LDL), levels were maintained
throughout the treatment, and thus there was not a marked hypolipidemic effect. Such
results were supported by the histological analyses of livers and kidneys, which showed
that these organs were protected in the diabetic rats fed with the raw and fried huitlacoche
diets, with a greater efficacy shown by the fried huitlacoche; the cytoarchitecture of such
organs was less damaged in respect to the diabetic control fed with the basal diet. Thus,
the results show that huitlacoche can be an alternative treatment for diabetes, because in
view of the beneficial effects that it shows, it could ameliorate and postpone the mid- and

long-term complications of this disease.



INTRODUCCION

Los hongos constituyen un vasto e importantisimo grupo de organismos ubicados en el
Reino Myceteae o Fungi, con muy diversas aplicaciones en la industria farmacéutica, en
la de panificacion, en la de las bebidas, en la produccién de quesos y otros alimentos, en
medicina, en agronomia, asi como alimentos consumidos por sus propias caracteristicas
de sabor y aroma altamente apreciados (LOpez, 1986). Los hongos integran uno de los
reinos mas diversos de la naturaleza, y se calcula que existen cerca de 250,000 especies.
Son organismos heterotréficos 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 y col., 1996). Dentro de la Divisién
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; y pueden

ser comestibles 0 venenosos (Martinez-Carrera y col., 1993).

Los hongos han sido parte de la dieta humana desde tiempos inmemoriales. Se
emplearon como alimento y medicina aun antes de que el hombre entendiera el uso de
otros organismos. Ellos existian aun antes de la aparicion del hombre, como lo
demuestran los restos de un hongo hallados en depésitos de principios de la era terciaria.
En cuevas del Paleolitico se hallaron pinturas de hongos de caracter religioso que datan
del 3,500 AC. Cerca del limite entre Austria e Italia, se encontraron restos humanos de
3,300 AC preservados en hielo, junto con hongos secos de la especie Piptoporus
betulinus, que posiblemente utilizaban para iniciar fuego y tratar heridas. Hace 4,600
afos, los egipcios los conocian como “las plantas de la inmortalidad” y creian que eran un
alimento sélo para la realeza. En Mesoamérica se encontraron unas 400 figuras de piedra

representando hongos (Curvetto, 2009).

La popularidad del huitlacoche como comida tipica mexicana, ha rebasado las
fronteras de nuestro pais y su presencia en el mundo es cada vez mas Vvisible.

Recientemente la demanda de este exquisito hongo ha aumentado considerablemente y



se ha introducido a los Estados Unidos, donde se le han asignado diferentes nombres

como caviar azteca y trufa mexicana (Valdes y col., 2006).

El valor dado a los alimentos est4 basado ampliamente en su composicion quimica.
El huitlacoche contiene carbohidratos, proteinas, grasas, minerales y vitaminas, que
contribuyen a este valor nutricional. Asi, considerando esta composicion quimica, el
huitlacoche es de muy especial interés en el consumo humano (Valverde y col., 1995).
También se han identificado compuestos fendlicos en altas concentraciones, las cuales
poseen propiedades antioxidantes y antimutagénicas que podrian ser muy Utiles para
prevenir enfermedades como el cancer y la ateroesclerosis, y por lo tanto se puede incluir
en lo que se conoce actualmente como alimentos nutracéuticos (Beas-Fernandez y col.,

2008; Beas-Fernandez y col., 2006; Paredes Lopez y col., 2006).



I. ANTECEDENTES

1.1 LA NUTRICION
La nutricion en los seres bioldgicos, y en especial en el hombre, es imprescindible para la
salud fisiol6gica y mental e indispensable para su actividad diaria y su productividad. Por
otro lado algunos alimentos, en particular los llamados alimentos funcionales, pueden
prevenir o contribuir en el tratamiento de las enfermedades que han cobrado especial
interés en los Ultimos afos, debido a su elevada prevalencia; entre estas esta el cancer,
las enfermedades cardiovasculares, la hipercolesterolemia y la diabetes. En general, es
necesario hacer algunas pruebas biol6gicas o de laboratorio que justifiquen su
recomendacién, pues numerosos consumidores ingieren alimentos funcionales con
ingredientes nutracéuticos. La relacion inseparable entre la salud y la alimentacion se ha
reconocido por lo menos desde hace 2000 afios. HipGcrates el filésofo griego padre de la
Medicina, decia: “permitan a los alimentos que sean su medicina y a la medicina, que sea
su alimento”. Actualmente se considera que la alimentacidon de los seres humanos es el
conjunto de los procesos bioldgicos, psicolégicos y socioldgicos que se relacionan con
consumo de alimentos, que proveen al organismo de los nutrimentos que necesita, para
lograr una vida plena. EI consumo de alimentos con propiedades nutracéuticas se debe
hacer de manera mesurada, ya que de otra manera se puede llegar a consumos
exagerados, lo que no es recomendable. En algunos de estos ain se desconocen los
posibles efectos téxicos de su consumo desordenado, mas aun si se desconoce el efecto

a que puede dar lugar en personas que manifiesten intolerancia (Biruete y col., 2009).

1.2 ENFERMEDADES CRONICAS
La prevalencia de enfermedades crbnicas esta aumentando rapidamente en todo el
mundo. Se ha calculado que, en 2001, las enfermedades crénicas causaron
aproximadamente un 60% del total de las 56.5millones de defunciones notificadas en el
mundo y un 46% de la carga mundial de morbilidad (OMS, 2002). Se prevé que la
proporcion de la carga de enfermedades no trasmisibles aumente a un 57% para 2020.
Casi la mitad del total de muertes por enfermedades crénicas son atribuibles a las
enfermedades cardiovasculares; la obesidad y la diabetes también estdn mostrando
tendencias preocupantes, no sélo porque afectan a una gran parte de la poblacién sino

también porque han comenzado a aparecer en etapas mas tempranas de la vida. Se ha
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previsto que para 2020 las enfermedades crénicas representaran casi las tres cuartas
partes del total de defunciones, y el 71% de las defunciones por cardiopatia isquémica, el
75% de las defunciones por accidentes cerebrovasculares y el 70% de las defunciones
por diabetes ocurriran en los paises en desarrollo (OMS, 1998). El nUmero de personas
con diabetes en el mundo en desarrollo se multiplicara por mas de 2.5 y pasara de 84
millones en 1995 a 228 millones en 2025 (Aboderin y col., 2001). A nivel mundial, el 60%
de las enfermedades crénicas correspondera a los paises en desarrollo. Actualmente las
enfermedades cardiovasculares son mas numerosas en la India y China que en el
conjunto de todos los paises econdmicamente desarrollados. Las enfermedades cronicas
son en gran medida enfermedades prevenibles. Si bien pueden ser necesarias mas
investigaciones basicas sobre algunos aspectos de los mecanismos que relacionan la
dieta y la salud, los datos cientificos actualmente disponibles proporcionan una base

suficientemente sdlida para justificar la adopcién de medidas en este momento.

La nutricibn se encuentra en el primer plano como un determinante importante de
enfermedades crénicas que puede ser modificado, y no cesa de crecer la evidencia
cientifica en apoyo del criterio de que el tipo de dieta tiene una gran influencia, tanto
positiva como negativa, en la salud a lo largo de la vida. Lo que es mas importante, los
ajustes alimentarios no solo influyen en la salud del momento, sino que pueden
determinar que un individuo padezca o no enfermedades tales como cancer,
enfermedades cardiovasculares y diabetes en etapas posteriores de la vida. Mientras que
la edad, el sexo y la vulnerabilidad genética son elementos no modificables, gran parte de
los riesgos asociados a la edad y el sexo pueden ser aminorados. Tales riesgos incluyen
factores conductuales (régimen alimentario, inactividad fisica, consumo de tabaco y
consumo de alcohol), factores biolégicos (dislipidemia, hipertension, sobrepeso e
hiperinsulinemia) y, por ultimo, factores sociales, que abarcan una compleja combinacion
de parametros socioeconémicos, culturales y otros elementos del entorno que interactian
entre si. Es evidente que, desde mediados del siglo XX, el mundo ha sufrido grandes
cambios que han repercutido enormemente en el régimen alimentario, primero en las
regiones industriales y, mas recientemente, en los paises en desarrollo. Las dietas
tradicionales, basadas en gran parte en alimentos de origen vegetal, han sido
reemplazadas rapidamente por dietas con un alto contenido de grasa, muy energéticas y

constituidas principalmente por alimentos de origen animal. No obstante, la alimentacion,
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aunque fundamental para la prevencién, es s6lo uno de los factores de riesgo. La
inactividad fisica, ahora reconocida como un determinante cada vez mas importante de la
salud, es el resultado de un cambio progresivo hacia modos de vida mas sedentarios,
tanto en los paises en desarrollo como en los industrializados. La combinacién de estos y
otros factores de riesgo, como el consumo de tabaco, tiene probablemente un efecto
acumulativo, o incluso multiplicador, que puede acelerar la propagacion de la epidemia de
enfermedades cronicas (OMS, 2003).

En el afio 2007, 28 millones de las muertes provocadas por enfermedades no
transmisibles ocurrieron en paises de bajo y medio ingreso, lo que significo el 80% de la
carga de mortalidad a nivel mundial; y en el mismo afio se estimé que el total de muertes
en las Américas fue de 5.1 millones, de las cuales 3.9 millones (76%) fueron relacionadas
con todo tipo de enfermedades no transmisibles, y que el 60% fueron relacionadas con
enfermedades cardiovasculares, cancer, enfermedades respiratorias cronicas y diabetes.
Existe preocupacion por los niveles crecientes de obesidad en las Américas, que
afectaron aproximadamente a 139 millones de personas en 2005 (25% de adultos) y
sobre los cuales se proyecta un rapido crecimiento hasta los 289 millones en 2015 (39%);
asi como por las alarmantes tasas crecientes de obesidad en nifios. Se observa ademas
que la obesidad esta asociada cada vez mas con altos costos en salud y una
productividad reducida, y que constituye un riesgo fuerte para la diabetes, las
enfermedades cardiovasculares, el cancer y la discapacidad adquirida. Aunado a esto, la
obesidad tiene causas complejas relacionadas con determinantes sociales tales como la
pobreza, educacion baja, transicién nutricional, dietas no saludables e inactividad fisica, y
gue empieza de manera temprana durante el embarazo y la infancia; las enfermedades
no transmisibles mas destacadas estan relacionadas con factores de riesgo comunes,
tales como el consumo de tabaco, el abuso de alcohol, una dieta inadecuada, la
inactividad fisica y los carcin6genos ambientales, conscientes de que estos factores de
riesgo tienen determinantes econdmicos, sociales, de género, politicos, de
comportamiento y ambientales, y destacando a este respecto la necesidad de dar una
respuesta multisectorial para luchar contra las enfermedades no transmisibles (Secretaria
de Salud Publica de México, 2011).
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1.2.1 La diabetes mellitus

Se calcula que hay en el mundo mas de 170 millones de personas que sufren diabetes y
se prevé que esa cifra se habra duplicado en 2030. La diabetes y sus numerosas
complicaciones son extremadamente graves para la salud y las economias de los paises
en todo el mundo. En los paises de altos ingresos, por ejemplo, el tratamiento de las
complicaciones del pie diabético requiere del 15%-25% de los recursos invertidos para
atender a esos pacientes. Ello representa un enorme gasto, no sélo de unos recursos de
salud publica escasos, sino también de vidas sanas. Se calcula que el tratamiento y
atencion basicos de la diabetes permitirian prevenir hasta el 80% de las amputaciones de
pies diabéticos (OMS, 2011).

La diabetes, es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce
insulina suficiente, o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce.
La insulina es una hormona que regula los niveles de glucosa en sangre. El efecto de la
diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento de glucosa en sangre), que con el
tiempo dafia gravemente muchos érganos y sistemas, especialmente los nervios y los

vasos sanguineos.

La diabetes es una enfermedad de muy alta prevalencia en nuestro pais (Tabla 1), y
es sin duda alguna, el mayor reto que enfrenta el sistema nacional de salud. Ademas de
ser la primera causa de muerte, es la principal causa de demanda de atencién médica en
consulta externa, una de las principales causas de hospitalizacion y la enfermedad que
consume el mayor porcentaje del gasto de nuestras instituciones publicas (alrededor de
20%). Actualmente mas de 5 millones de personas mayores de 20 afios padecen esta
enfermedad, presentando una prevalencia del 8%. Después de los 50 afios de edad, la
prevalencia supera el 20%. La diabetes incrementa el riesgo de morir por diversos
padecimientos, como las cardiopatias, las enfermedades cerebro-vasculares y la
insuficiencia renal. Ademas es la causa mas importante de amputacion de miembros
inferiores de origen no traumatico y la principal causa de ceguera (Secretaria de Salud
Publica de México, 2007).
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Tabla 1. Principales causas de mortalidad general en México.

Orden Defunciones %

1 Diabetes mellitus 75572 14.0
2 Enfermedades isquémicas del corazon 59579 11.1
3 Enfermedad cerebrovascular 30212 5.6
4 Cirrosis y otras enfermedades crénicas del higado 28 422 5.3
5 Enfermedad pulmonar obstructiva crénica 20 565 3.8
6 Accidentes de vehiculo de motor 16 882 3.1
7 Enfermedades hipertensivas 15 694 2.9
8 Infecciones respiratorias agudas bajas 15 096 2.8
9 Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal 14767 2.7
10 Agresiones (homicidios) 13 900 2.6

TOTAL 538288 100.0

Adaptada de SINAIS, 2008

1.2.2 Clasificacion de diabetes

1.2.3 Diabetes de tipo 1. También llamada insulinodependiente, juvenil o de inicio en
la infancia. Se caracteriza por una produccién deficiente de insulina y requiere la
administracién diaria de esta hormona. Se desconoce aun la causa de la diabetes de tipo
1, y no se puede prevenir con el conocimiento actual. Sus sintomas consisten, entre otros,
en excrecion excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia), hambre constante (polifagia),
pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio. Estos sintomas pueden aparecer de

forma subita.

1.2.4 Diabetes de tipo 2. También llamada no insulinodependiente o de inicio en la
edad adulta. Se debe a una utilizacion ineficaz de la insulina. Este tipo representa el 90%
de los casos mundiales y se debe en gran medida a un peso corporal excesivo y a la
inactividad fisica. Los sintomas pueden ser similares a los de la diabetes de tipo 1, pero a
menudo menos intensos. En consecuencia, la enfermedad puede diagnosticarse soélo
cuando ya tiene varios afios de evolucion y han aparecido complicaciones. Hasta hace
poco, este tipo de diabetes sélo se observaba en adultos, pero en la actualidad también

se estd manifestando en nifios.

1.2.5 Enfermedades cardiovasculares
Las enfermedades cardiovasculares, que actualmente ocupan los primeros lugares de

mortalidad en México y el mundo, afectan sobre todo al corazén y los vasos sanguineos
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circundantes (arterias y venas); pero con una adecuada alimentacién y habitos de vida
saludables, es posible prevenirlas, segun especialistas. Los padecimientos
cardiovasculares, producen alrededor de 70 mil fallecimientos al afio y la carga financiera
gue suponen para los sistemas sanitarios es cuantiosa; pero sobre todo, son una de las
principales causas de enfermedad prolongada y baja laboral. Por ejemplo, la prevalencia
de hipertension arterial, alcanza los 16 millones de mexicanos por arriba de 20 afios de
edad; en tanto que el colesterol elevado esta presente en alrededor de 11 millones
(Secretaria de Salud Publica de México, 2010).

Las enfermedades del corazén constituyen la segunda causa de muerte en el pais,
tanto en mujeres como en hombres. Los principales factores de riesgo relacionados con
esta enfermedad, son el consumo excesivo de grasa de origen animal, el sobrepeso, el
tabaquismo, la hipertensién arterial, el sedentarismo, el estrés y la diabetes (Secretaria
de Salud Publica de México, 2007).

1.2.5.1 El colesterol
El colesterol elevado en sangre, es uno de los principales factores de riesgo
cardiovascular. Los estudios demuestran que al reducir el colesterol en sangre, se reduce
considerablemente el riesgo de padecer enfermedades del corazon. El colesterol, es una
sustancia grasa (un lipido) presente en todas las células del organismo. El higado
sintetiza mayoritariamente el colesterol que el organismo necesita, para formar las
membranas celulares y producir ciertas hormonas. Cuando comemos alimentos de origen
animal, tales como carne, huevos y productos lacteos, introducimos colesterol adicional

en el organismo (Texas Heart Institute, 2010).

Los niveles de colesterol en sangre, que indican la cantidad de lipidos o grasas
presentes en la sangre, se expresan en miligramos por decilitro (mg/dL). En general, se
recomienda un nivel de colesterol inferior a los 200 mg/dL. Entre los 200 mg/dL y los 239
mg/dL, el nivel de colesterol se considera elevado o limitrofe y es aconsejable reducirlo.
Un nivel de 240 mg/dL o mas de colesterol se considera elevado y es necesario tomar
medidas para reducirlo. Algunas maneras de reducir el nivel de colesterol, son cambiar la
alimentacion, iniciar un programa de ejercicio fisico y tomar medicamentos reductores del

colesterol (Texas Heart Institute, 2010).
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1.2.5.2 LDL y HDL. La sangre lleva el colesterol a las células en particulas
transportadoras especiales denominadas lipoproteinas. Dos de las lipoproteinas mas
importantes son la lipoproteina de baja densidad (LDL) y la lipoproteina de alta densidad
(HDL) (Texas Heart Institute, 2010).

1.2.5.3 Lipoproteina de baja densidad. Las particulas de LDL transportan el
colesterol a las células. El colesterol LDL a menudo se denomina colesterol malo, porque
se cree que los niveles elevados de esta sustancia contribuyen a la enfermedad
cardiovascular. Un exceso de LDL en la sangre, da lugar a una acumulacion de grasa
(denominada “placa”), en las paredes de las arterias, la cual inicia el proceso de la
enfermedad aterosclerética. Cuando se acumula placa en las arterias coronarias que
irrigan el corazon, aumenta el riesgo de sufrir un ataque cardiaco. Los niveles de LDL
pueden ser elevados en personas cuya alimentacion tiene un alto contenido de grasa

saturada, colesterol o ambas (Texas Heart Institute, 2010).

1.2.5.4 Lipoproteina de alta densidad. Las particulas de HDL transportan el
colesterol de las células nuevamente al higado, donde puede ser eliminado del
organismo. El colesterol HDL se denomina «colesterol bueno», porque se sabe que los
niveles elevados de esta sustancia reducen el riesgo cardiovascular. Las personas con
niveles bajos de HDL tienen un mayor riesgo cardiovascular, incluso si su colesterol total
es inferior a 200 mg/dL. Los niveles bajos de HDL a menudo son una consecuencia de la
inactividad fisica, la obesidad o el habito de fumar. También es comun que las personas
gue padecen de diabetes tipo 2, tengan niveles bajos de colesterol HDL (Texas Heart
Institute, 2010).

1.2.5.5 Triglicéridos. Los triglicéridos son grasas que suministran energia a los
musculos. Al igual que el colesterol, son transportados a las células del organismo por las
lipoproteinas de la sangre. Una alimentacion alta en grasas saturadas o hidratos de
carbono, puede elevar los niveles de triglicéridos. Se sabe que los niveles elevados
aumentan el riesgo cardiovascular. Las personas con niveles elevados de triglicéridos, a

menudo son obesas o tienen niveles bajos de colesterol HDL, presion arterial alta o
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diabetes, todos estos son considerados factores de riesgo cardiovascular (Texas Heart
Institute, 2010).

1.2.5.6 Los alimentos funcionales y sus principios activos
La principal funcion de la dieta es aportar los nutrientes necesarios para satisfacer las
necesidades nutricionales de las personas. Existen cada vez mas pruebas cientificas que
apoyan la hipétesis de que ciertos alimentos, asi como algunos de sus componentes
tienen efectos fisicos benéficos, gracias al aporte de los nutrientes béasicos. Las
investigaciones se han centrado en la identificacion de componentes biolégicamente
activos en los alimentos, que ofrezcan la posibilidad de reducir el riesgo a contraer
enfermedades. Se ha descubierto que muchos alimentos tradicionales, como las frutas,
las verduras, la soya, los granos enteros y la leche contienen componentes que pueden
resultar benéficos para la salud. Ademas de éstos, se estan desarrollando nuevos
alimentos que afiaden o amplian estos componentes beneficiosos, por las ventajas que

suponen para la salud.

Generalmente se considera que los alimentos funcionales son aquéllos que se
consumen como parte de una dieta normal y contienen componentes biolégicamente
activos. Entre algunos ejemplos de alimentos funcionales, destacan los alimentos que
contienen determinados minerales, vitaminas, &cidos grasos o fibra alimenticia, los
alimentos a los que se han afadido sustancias biologicamente activas, como los
fitoquimicos u otros antioxidantes, y los probidticos, que tienen cultivos vivos de

microorganismos benéficos (EUFIC, 2006).

Recientemente el interés se ha centrado en antioxidantes naturales de plantas, tales
como taninos, polifenoles y flavonoides, los cuales reducen el efecto negativo del estrés
oxidativo y radicales libres en pacientes con diabetes, para prevenir la destrucciéon de las
células-B. Algunos extractos como el de C. sativa pueden incrementar la viabilidad de las
células del pancreas después de la induccion de diabetes con estreptozotocina (STZ), por
medio de la proteccion del DNA del dafio oxidativo y por potenciar el sistema in vitro de

antioxidantes naturales (Yin y col., 2011).
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El papel de la fibra y su efecto benéfico para la diabetes se conoce desde hace mas
de 40 afios, cuando se demostré la relacién entre el alto contenido en fibra de los
alimentos y la mejoria del control de la glucemia. El principal mecanismo por el que la
fibra mejora el control glucémico es porque hace mas lento el vaciado gastrico y permite
que la accion de los jugos pancreaticos se mantenga mas tiempo, con lo que la absorcién
de los carbohidratos se hace también méas lento (Secretaria de Salud Puablica de
México, 2007). Dietas ricas en fibra, tienden a reducir los niveles de triglicéridos por
inhibicién de lipogénesis hepética. El quitosano, es similar a la fibra dietaria, ya que es un
polisacarido indigestible por enzimas digestivas de mamiferos. Se ha reportado que la
fibra reduce el colesterol LDL por la interrupcién de la absorcion del colesterol y acidos

biliares, e incrementando la actividad del receptor de LDL (Lamiaay col., 2011).

El aumento en el aprovechamiento de hongos comestibles, se ha observado, que
aparte de su exquisito sabor, contienen propiedades nutracéuticas benéficas para la salud
de quien lo consume, considerandolos alimentos funcionales. Los hongos comestibles son
considerados como un alimento funcional con constituyentes fisiol6gicamente benéficos.
Se han reportado acidos fendlicos, dentro de los que destacan estan el acido galico, acido
tanico, acido protocatecuico y acido gentisico, que fueron la mayoria de los compuestos
fendlicos detectados en extractos acuosos, de algunos de los hongos usados en la India.
Se sugiere que la variacion en la actividad antioxidante total, puede ser atribuida al efecto
combinado de diferentes compuestos fendlicos. Se ha reportado que el acido ascorbico,
tocoferoles, y B-caroteno, son algunos de los compuestos antioxidantes frecuentes en
hongos. Con respecto a estos compuestos, se sugiere que tal vez no son extraidos dentro
de los extractos acuosos, debido a sus caracteristicas labiles como el &cido ascoérbico, asi
como también su solubilidad en grasas como los tocoferoles y -caroteno. La posibilidad
de que varios compuestos trabajen de manera sinérgica, no debe de ser excluida
(Abdullah, 2012).

1.3 LOS HONGOS COMESTIBLES
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 2 000 especies de hongos comestibles; pero sélo aproximadamente 22 han sido
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cultivadas comercialmente y s6lo 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., Volvariella volvacea, por otro lado, las
trufas (Tuber melanosporum) y los hongos del tipo morel (Morchela esculenta) (Lizarraga
Guerra, 1995).

1.3.1 Produccion de hongos comestibles

En todo el mundo, la produccion de hongos aumentd casi 20 veces en los dltimos 35
afios, como se muestra en la Figura 1. La mayor parte de este incremento, se ha
producido durante los ultimos 15 afios, con un cambio dramatico en los géneros de
hongos que se han producido y vendido comercialmente. Agaricus bisporus represento
aproximadamente el 70% de la oferta mundial de setas comerciales en 1979, pero soélo el
32% en 1997. Una variedad de setas comunes y exéticas en la actualidad se producen en
todo el mundo y en los Estados Unidos. Las setas son una empresa comercial
relativamente nueva en los EE.UU. Durante los ultimos 15 afios, la produccion de setas
en los EE.UU. aument6 un promedio de 20% por afio. En 2000, el valor de este tipo de
hongos de especialidad en los EE.UU. fue de casi $45 millones, con un precio promedio
de todas las ventas de cerca de 6.40 dolares kg™ En México, la produccion comercial de
hongos comestibles ofrece notables ventajas sociales, econdmicas y ecolégicas. Se
estima que la produccion comercial en fresco, es de aproximadamente 47 mil 468
toneladas anuales (Valdez y col., 2009).
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Figura 1.Produccion mundial de hongos comestibles (toneladas/afio)
(FAOSTAT, 2007)
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1.3.2 Composicion de los hongos comestibles
Las setas comestibles, han sido parte de la dieta humana en algunas culturas por muchos
afnos. Pero si bien alrededor de 2000 especies de hongos comestibles son conocidos,
solo un pequefio grupo de estos (aproximadamente 22 especies) son comercialmente
cultivadas (Paredes Lopez y Valverde, 1999). El contenido de las setas es 90.0% de
agua, 1.0-4.0 proteina, 0.2-0.8% grasas, 0.3-2.8% carbohidratos, 0.3-7.0% fibra y 0.6-1%
cenizas; con potasio, calcio, fosforo, magnesio, fierro, zinc y cobre que representa la
mayoria del contenido mineral (Barros y col., 2007ab) las setas también contienen
aminoacidos esenciales, vitaminas (tiamina, rivoflavina y niacina), y compuestos fenélicos
(Valentdo y col., 2005). Los hongos comestibles son muy importantes nutricionalmente,
ya que la mayoria de ellos tienen un elevado contenido en proteinas (19-35%), en
comparacion con el trigo (13.3%) y leche (25.2%). La proteina es uno de los nutrientes
mas importantes en la alimentacion. Los hongos con un contenido de proteina del 25 al
40% (base seca), pueden jugar un papel importante en el enriquecimiento de la dieta
humana, cuando el suministro de carne es limitado. El contenido de proteina es casi igual
al del maiz, la leche, y las legumbres, aunque es mas bajo que el de la carne, pescados y
huevos (Chang, 1999). Como fuente de proteina en la dieta, los hongos son superiores a
la mayoria de las frutas y verduras con la excepcién de los porotos, garbanzos y arvejas.
Los hongos también contienen todos los aminoacidos esenciales, asi como las amidas y
los aminoacidos no esenciales mas comunes. La lisina, cuyo contenido es bajo en la
mayoria de los cereales, es el aminoacido mas importante en los hongos. La proteina de

los hongos, es por ello un importante aporte a la dieta humana (Feeney, 2006).

Su contenido de minerales, generalmente es mayor, que el que poseen muchas
frutas y vegetales. Los hongos contienen grandes cantidades de potasio, fésforo, cobre y
hierro pero no contienen cantidades apreciables de calcio, el que puede ser mejorado al
adicionar cloruro de calcio al agua de irrigacion. Los hongos frescos son bajos en sodio.
También proporcionan cantidades significativas de otros elementos como son
manganeso, molibdeno y especialmente zinc (Martinez Soto y col., 2001). Ademas, son
alimentos bajos en calorias y su fraccién grasa esta compuesta principalmente por acidos
grasos insaturados, lo que corresponde a 4.0% en peso seco. Por otra parte, los hongos

aportan vitaminas como la C y B (B1, B2, B12 y niacina) (Le6n-Guzman y col., 1997) Los
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hongos son los Unicos alimentos de origen no animal, que pueden proveer vitamina D, lo

cual es bueno para vegetarianos estrictos.

1.3.3 Componentes bioactivos de los hongos comestibles
La busqueda de sustancias medicinales provenientes de hongos, se ha convertido en un
asunto de gran interés, ya que como en el caso de Basidiomicetos, se ha visto que
contienen sustancias bioactivas que poseen hiperlipidémicos, antitumorales, inmuno
modulatorios, anti-inflamatorios y otras propiedades promotoras de la salud. Se ha
estimado que aproximadamente el 50% de los cultivos de setas comestibles, poseen

propiedades nutracéuticas o medicinales (Lull y col., 2005).

Hacia finales de los afios sesenta, tanto los cientificos Orientales, como los
Occidentales, comenzaron a investigar los mecanismos, por los cuales ciertos hongos
tenian efectos positivos sobre la salud. La primera investigacion exitosa, puso al
descubierto los efectos antitumorales de extractos (obtenidos en agua caliente), de varias
especies de hongos (lkekawa y col., 1969). Los componentes activos principales
demostraron ser polisacéaridos, especificamente 3-D-glucanos. Por otro lado Chihara y
col. (1969) aislaron de los cuerpos fructiferos de shiitake (Lentinula edodes) un
polisacérido antitumoral, soluble en agua que se nombrd "lentinan". Este era un
descubrimiento mayor dado que el lentinan demostré una fuerte actividad antitumoral,
previniendo el desarrollo de tumores provocados por virus y compuestos quimicos en

ratones y otros modelos experimentales de estudio (Zakany y col., 1980a; 1980b).

En 1965, en Japdn se desarrollé6 una preparacion muy popular y eficaz a partir del
hongo Trametes versicolor (conocido previamente como Coriolus versicolor). Un
polisacarido péptido de este hongo con el nombre de “krestin”, fue aceptado para el uso
contra varios tipos de cancer y fue cubierto por el plan oficial de salud japonés. El krestin
contiene 75% de glucanos y 25% de proteina (Hiroshi y Takeda, 1993). En los afios 90,
este compuesto signific el 25% de las drogas anticancer en Japon, con ventas por 350
millones de délares (Mizuno, 1999). Un producto similar se desarroll6 en China con otra
cepa de Trametes versicolor, bajo el nombre “peptide” (Rau y col., 2009). Es asi que
durante los ultimos 20 afios, el interés en los aspectos medicinales de los hongos,

aumentd notablemente, como lo demuestra la gran cantidad de estudios cientificos
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realizados por un gran niumero de grupos de investigacion en Europa, Japon, China y los
Estados Unidos (Curvetto, 2009).

Ademas de los compuestos antes mencionados, las setas contienen fibra dietaria,
como B-glucanos, quitina y heteropolisacéridos (sustancias pectinosas, hemicelulosas,
poliurénidas, etc.). Un consumo adecuado de fibra dietaria, tiene beneficios para la
prevencién de enfermedades (Dikeman y col., 2005). No todos los tipos de fibra tienen el
mismo efecto fisiolégico, en el mismo grado (Green, 2001). Otro aspecto que es
importante es la calidad, cantidad y disponibilidad in vivo de las proteinas (aminoacidos
libres y esenciales), ya que juegan un papel importante en la evaluacion de la calidad
nutricional de los hongos. Por lo tanto, la determinacion del perfil de aminoéacidos libres de
hongos, puede ser de gran valor desde el punto de vista nutricional, quimico, y
bioguimico. También se sabe que los amino&cidos libres como el glutdmico y aspartico,
juegan un papel importante en el gusto general de los alimentos. Concentraciones
relativamente altas de acidos grasos insaturados, especialmente de acido linoleico,

también son pertinentes desde el punto de vista nutricional (Leén-Guzman y col., 1997).

1.4 Uso de hongos con propiedades anti-diabéticas y antilipidémicas

Una fraccion de polisacaridos de G. frondosa (fraccibn SX) mostr6 actividad
hipoglucémica en cinco pacientes con diabetes tipo 2. Los compuestos ganoderano Ay B,
glucanos de los cuerpos fructiferos de G. lucidum, coriolano, un complejo B-glucano-
proteina obtenido de la biomasa que crece sumergida de T. versicolor, y una
glucuronoxilomanana acidica de los cuerpos fructiferos de Tremella aurantia produjeron
efectos hipoglucémicos en varios sistemas de prueba y mejoré los sintomas de la
diabetes (Lindequist y col., 2005).

En el caso del colesterol y triglicéridos, varios estudios han examinado los efectos de
maitake (Grifola frondosa) sobre los lipidos en suero, incluyendo el colesterol y los
triglicéridos, obteniendo resultados diversos. En un estudio publicado en 1988, el maitake
seco en polvo, en un 5% del alimento de ratas hipertensas, bajaba significativamente los
niveles de VLDL (lipoproteina de muy baja densidad) y colesterol total (Adachi y col.,
1988). Sin embargo, en otro estudio en el mismo tipo de ratas, alimentadas por 8

semanas incluyendo 5% de maitake en polvo, no se encontraron diferencias en los niveles
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de colesterol total y libre, triglicéridos y fosfolipidos, con respecto al control (Kabir y
Kimura, 1989). Es probable que los datos inconsistentes, se deban a la falta de
estandarizacion del maitake en polvo empleado en los estudios, y al hecho de que el
componente responsable de la reduccién de lipidos, aun no ha sido completamente
definido. En otro estudio, se alimentaron ratas con una dieta alta en colesterol y se
midieron los efectos de suplementar la dieta con 20% de maitake en polvo. En este caso
se observé una inhibicién de la acumulacion de grasa en el higado y una reduccion inicial
en el colesterol total. Sin embargo, al dia 25 la diferencia en el colesterol total ya no era
significante. Las ratas alimentadas con maitake si mantenian valores basales de HDL,
gue normalmente disminuyen con dietas altas en colesterol (Kubo y Nanba, 1996). En un
estudio siguiente con un protocolo similar, las ratas alimentadas con maitake
experimentaron significantes y duraderas reducciones en colesterol y triglicéridos y un
mantenimiento similar de los niveles de HDL (Kubo y Nanba, 1997). Fukushima y col.
(2001) investigaron los efectos del consumo de la fibra de los hongos maitake, shiitake
(Lentinus edodes) y en okitake (Flammulina velutipes) sobre el nivel de colesterol sérico y
el receptor ARNm de lipoproteinas hepaticas de baja densidad (LDL), en ratas. Los
resultados demostraron que la fibra de estos hongos baj6 el nivel de colesterol total en

suero por aumento de la excrecion de colesterol fecal, en el caso del maitake.

Pleurotus ostreatus es un importante hongo con un rol significativo en la salud y
nutricion humana, es un alimento ideal para la prevencion y tratamiento de
hipercolesterolemia debido a su alto contenido de fibra dietaria, esteroles, proteinas y
microelementos. Un posible efecto adicional de P. ostreatus es la reduccién de la
peroxidacion lipidica en sangre. P. ostreatus redujo el peso corporal significativamente en
ratas hipercolesterolémicas y normocolesterolémicas respectivamente. Una posible
explicacién para dicho fenémeno, es que los hongos contienen mevnolin (monacolin K,
lovastatin), que puede estar involucrado en el decremento de la actividad de la 3-hidroxi-
3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) enzima reductasa, que limita la biosintesis de la
enzima de colesterol. Estando este hongo involucrado en la supresion de la biosintesis de

colesterol endégeno por inhabilitacion de la HMG- CoA reductasa (Alam y col., 2011).
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1.5 Ustilago maydis
En los Ultimos afios se ha centrado un interés particular en el hongo Ustilago maydis,
surgido debido a la morfologia diferente y las condiciones de crecimiento (mazorca de
maiz, cebada, trigo, avena, etc.) con respecto a otras setas. 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 y col., 1999). Ustilago maydis pertenece a la division Amastigomycota
gue son los hongos verdaderos y a la subdivisién Basidiomycotina que se caracteriza por
producir esporas en estructuras especializadas llamadas basidios (Alexopoulos y col.,
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 teosinte (Valverde y Paredes-L6pez,
1993; Kamper y col., 2006). Ustilago maydis es un hongo dimérfico, que causa la
enfermedad conocida como “carbén comun del maiz” o “cuitlacoche”, que a su vez da
origen al alimento llamado huitlacoche. Esta enfermedad es caracterizada por la
formacion de tumores en los tejidos aéreos de la planta hospedera. La formacién de
tumores los cuales contienen una gran cantidad de teliosporas, esta asociada con el
alargamiento y proliferacion de las células hospederas, las cuales tiene como
caracteristica una pared celular delgada asi como la pérdida de plastidos. Una vez que los
tumores han madurado, estos se rompen liberando las teliosporas al ambiente
completando y a su vez dando lugar al inicio de un nuevo ciclo de vida (Valdez y col.,
2009). 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 y col., 2006).

1.6 EL HUITLACOCHE (Ustilago maydis-Zea mays)
Huitlacoche (cuitlacoche) es el 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. En todo el mundo, estas agallas son mejor
conocidos como carbén comun o carbén de ebullicién, una enfermedad destructiva del
maiz. En el centro de México, huitlacoche es un manjar muy apreciado que se ha comido
desde los tiempos precolombinos. Alrededor de 400-500 toneladas de huitlacoche se
venden cada afio en julio y agosto en los mercados de la Ciudad de México. Durante la

temporada de lluvias, el huitlacoche se produce de forma natural en los campos de maiz
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del centro de México donde es recogida por los agricultores de maiz para su venta en la
Ciudad de México y sus alrededores. La popularidad de huitlacoche esta aumentando
rapidamente en los EUA, debido tanto al tamafio creciente de la comunidad mexicano-
estadounidense y un interés en nuevos alimentos y la cocina de fusion, especialmente en
los restaurantes de alta gama. Restaurantes de EUA pagan entre $ 30 y $ 40 kg™ de
huitlacoche congelado, producido por los productores especializados en este hongo
(Tracy y col., 2007).

Durante mucho tiempo el tizén del maiz (o huitlacoche), han estado bajo estudio
constante, los agricultores en el pasado habian tratado de eliminar al hongo de los
campos de maiz, a finales del siglo XIX, fueron publicadas pérdidas ocasionadas por el
tizon del maiz en diferentes publicaciones (Pope y McCarter, 1992), pero los agricultores
previeron su potencial econdmico por su sabor exquisito. 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 ningln otro alimento conocido
(Lizarraga Guerra, 1995; Paredes Lopez y col.,, 2006). La composicion de
monosacaridos y alditoles en el huitlacoche es muy diferente a la encontrada en otros
hongos comestibles; en el huitlacoche predominan 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).

1.6.1 Composicion del huitlacoche
El huitlacoche contiene carbohidratos, proteinas, grasas, minerales y vitaminas que
contribuyen a su valor nutricional. Valverde y Paredes-Lopez (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/100 g 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 aminoécidos esenciales, para la dieta de un
adulto; pero para la dieta de nifios, es deficiente en isoleucina, leucina, treonina y
amino&cidos azufrados. Se puede decir que el huitlacoche tiene proteinas de muy buena

calidad, con un alto contenido de lisina (6.6 g/100 g proteina); muy elevado, en relacién a
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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 complementacion histdrica, que hicieron las distintas culturas mexicanas al
consumir huitlacoche con tortilla (Paredes Lépez y col.,, 2006). El contenido de
carbohidratos (55.1-66.5%) vy fibra (16.0-23.5%) es muy alto y contiene poca grasa (1.6-
2.3%); no obstante tiene gran cantidad de &cido linoléico, esencial para el consumo
humano (Valverde y Paredes-Lbépez, 1993; Vanegas y col., 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 fdlico, 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; Paredes Lopez y
col., 2006).

1.6.2 Los compuestos fendlicos en alimentos nutracéuticos
Los compuestos fendlicos pueden ser clasificados como fenoles simples y &acidos
fendlicos tales como el acido gélico, acido benzoico, acido siringico, acido clorogénico, y
otros asociados; y polifenoles, los cuales son clasificados dentro de muchos grupos tales
como flavonoides, taninos, estilbenos, etc. Los flavonoides son un grupo de compuestos
polifendlicos, con propiedades conocidas de beneficio a la salud, los cuales incluyen
atrapamiento de radicales libres, inhibicién de enzimas hidroliticas y oxidativas, y accién
antiinflamatoria. Algunas evidencias sugieren que las acciones biolégicas de estos
compuestos, son relacionadas a su actividad antioxidante. Los compuestos fendlicos
tienen propiedades farmacolégicas y bioldgicas significativas, y algunos han demostrado
una capacidad notable para alterar la conjugacion de sulfato. La bioactividad de los
compuestos fendlicos, puede estar relacionada a su capacidad para quelar metales,
inhibir lipooxigenasa, y atrapar radicales libres (Kim y col., 2008). Los radicales libres son
definidos como, cualquier molécula o &omo con uno o mas electrones desapareados.
Con la posesion de electrones desapareados, los radicales libres son usualmente
inestables y altamente reactivos. El radical peroxilo, es un paso clave en la peroxidacion

lipidica y es una causa importante de destruccion de la membrana celular y de esta
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manera dafo tisular. Asi, el consumo de antioxidantes dietarios de estos recursos es

benéfico en la prevenciéon de enfermedades (Lo y Cheung, 2005).

Los compuestos fendlicos son originados de una de las principales clases de
metabolitos secundarios en plantas derivados de la fenilalanina y, en menor grado en
algunas plantas, de la tirosina. Quimicamente, los fendlicos pueden ser definidos como
sustancias que poseen un anillo aromético, portando uno o mas grupos hidroxilos,
incluyendo sus derivados funcionales. Su presencia en tejidos animales y materiales no
vegetales es generalmente, debido a la ingesta de alimentos vegetales (Shahidi y Naczk,
2004).

Las plantas y alimentos contienen una gran variedad de derivados fendlicos,
incluyendo fenoles simples, fenil propanoides, acido benzoico y derivados, flavonoides,
estilbenos, taninos, lighanas y ligninas. Junto con los 4cidos carboxilicos de cadena larga,
los compuestos fendlicos son también componentes de la suberina y cutina. La
contribucién de los compuestos fendlicos a la pigmentacion de los alimentos es también
bien conocida. Ademas, los compuestos fendlicos actlan como antibiéticos, pesticidas
naturales, sustancias sefiales para el establecimiento de simbiosis, atrayentes de
polinizadores, agentes protectores contra la luz ultravioleta (UV), materiales de
aislamiento para hacer las paredes celulares impermeables al gas y agua y como

materiales estructurales (Shahidi y Naczk, 2004)

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) del huitlacoche, ninguno de los cuales nunca han sido
explorados en cuanto a sus posibles propiedades nutracéuticas (Beas-Fernandez y col.,
2008; Beas-Fernandez y col., 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; ademas se ha confirmado la
ausencia de mutagenicidad y promutagenicidad en los extractos metandlicos de
huitlacoche (Beas-Fernandez y col., 2008). Los compuestos fendlicos, son uno de los

productos secundarios de plantas mas ampliamente distribuidos. Los hongos por su parte,
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contienen una variedad de metabolitos secundarios, incluidos varios compuestos
fendlicos, los cuales han demostrado actuar como excelentes antioxidantes (Dubost vy
col., 2007).

1.6.3 Efecto de la coccidn
Hay algunos informes acerca de los cambios en el contenido de compuestos promotores
de la salud en varios hongos comestibles. Algunos de estos estudios incluyen el efecto del
proceso de coccion y el estado de madurez (Barros y col., 2007a; Barros, Baptista,
Estevinho y col., 2007; Dikeman y col., 2005), el proceso de coccion da lugar a una
pérdida de humedad y una posterior concentracibn de nutrientes y compuestos que
promueven la salud (Barros y col., 2007a; Dikeman y col., 2005). Barros, Baptista,
Estevinho y col. (2007) reportaron que la etapa de madurez afecta los fenoles totales,
flavonoides, pro-vitaminas y la actividad antimicrobiana de los cuerpos fructiferos de
Lactarius deliciosus y Lactarius piperatus. Ellos encontraron las concentraciones mas

bajas de estos compuestos en la Gltima etapa de madurez (Kettawan y col., 2011).
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II. JUSTIFICACION

En los udltimos 40 afios, el mercado de hongos comestibles a nivel mundial ha
experimentado un crecimiento anual de 4.3%, de acuerdo a los datos obtenidos de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). Por lo
cual resulta importante el estudio de dichos productos, ya que como se ha comprobado,
estos contienen sustancias bioactivas que poseen actividad hipolipidémica, antitumoral,
inmunomodulatoria, anti-inflamatorios, promueven el control de la diabetes y otras
propiedades promotoras de la salud. Es necesario hacer algunas pruebas bioldgicas o de
laboratorio que justifique su recomendacién, ya que en la actualidad se esta optando con
mayor frecuencia por el uso en este caso, de hongos denominados medicinales o
nutracéticos, en los cuales, en muchos de ellos, no se han comprobado sus propiedades
(solo de manera empirica), o no se han hecho estudios con modelos bioldgicos
experimentales, como ratas o ratones, etc. en los cuales se vea el efecto que tienen estos
hongos, en diversos parametros que resulten de importancia para la salud de las

personas.

En el caso especifico del huitlacoche se carece de informacion, del efecto de este
alimento sobre la dieta en modelos biolégicos experimentales y mas aun en modelos con
enfermedades como la diabetes mellitus y otras mas; en el caso especifico de esta
enfermedad, se ha encontrado que hongos basidiomicetos (a los cuales pertenece
Ustilago maydis), como por ejemplo Ganoderma frondosa, tienen efecto sobre la diabetes
mellitus no dependiente de insulina, en ratones alimentados con una dieta que incluia
20% de polvo del fruto (Kubo y col., 1994). Independientemente del modelo experimental
con la enfermedad, se ha generado muy poca informacién sobre el efecto del huitlacoche
en modelos animales, lo cual es de gran importancia, ya que es un alimento que esta
tomando gran auge, no solo en México, sino que también en estados Unidos y Europa, y
seria importante ver el efecto positivo 0 negativo si existiese y asi de esta hacer las
recomendaciones pertinentes, pero basados o sustentados bajo un marco cientifico y no

uno meramente empirico, como es el caso de muchos hongos y plantas.
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l1l. HIPOTESIS

El huitlacoche tiene efectos benéficos sobre algunos indicadores de glicemia y
lipidemia en ratas diabéticas y tales efectos se ven alterados como consecuencia del

procesamiento térmico del hongo.

IV. OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar el efecto del huitlacoche (Ustilago maydis-Zea mays), sobre algunos
indicadores de glicemia y lipidemia en ratas diabéticas y normales.

Objetivos Especificos
Evaluar el efecto del tratamiento térmico sobre el contenido de fenoles y capacidad

antioxidante del huitlacoche.

Determinar en ratas diabéticas las propiedades hipoglucemiantes e hipolipidémicas

de dietas suplementadas con huitlacoche sometido a tratamiento térmico.
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V. METODOLOGIA

5.1 Obtencién y preparacion de las muestras de huitlacoche
Para el estudio se utiliz6 huitlacoche fresco, proveniente de la ciudad de lIrapuato,
Guanajuato. Primero fueron desprendidas las agallas de la mazorca, una vez separadas
éstas, la mitad fue molida con una licuadora de la marca Oster®, para preparar las dietas
experimentales que contenian: la dieta base (alimento para ratas de la marca Rodent
Laboratory Chow* 5001) mas huitlacoche crudo al 10% base seca (bs), la parte restante
de huitlacoche fue guisada para la preparacion de la dieta base, mas huitlacoche guisado

al 10% base seca (bs), y molida de igual manera que el huitlacoche crudo.

5.2 Guisado del huitlacoche
Para el guisado del huitlacoche se usé un sartén eléctrico, al cual se le agregé 1 kg de
huitlacoche crudo (el guisado se realizé en lotes de 1 kg). Primero se dejé calentar el
sartén por 5 min a 250 °F, después se agreg6 1 kg de huitlacoche el cual era guisado por
20 minutos con agitacion constante; posteriormente de los 20 min se tomaba la
temperatura, y se pesaba el huitlacoche nuevamente para ver cuanto peso perdia
(alrededor del 24% con respecto a su peso inicial), dicho procedimiento se repitié de igual
manera en cada kilogramo de huitlacoche que se guisaba. Luego de dejarlo enfriar era
molido y se le determinaba la humedad, para posteriormente preparar las dietas

experimentales con huitlacoche cocido 10% (bs).

5.3 Determinacion de humedad de las muestras de huitlacoche crudo, cocido y
dieta base
Todos los alimentos, cualquiera que sea el tipo de procesado al que hayan sido
sometidos, contienen agua en mayor 0 menor proporcién oscilando entre un 90 y 95% en
verduras y menos de 5% en alimentos como galletas y harinas. La determinacion de
humedad por el método de pérdida de peso, se basa en la reduccién de peso que
experimenta un alimento cuando se elimina el agua que contiene por calentamiento, bajo
condiciones normalizadas de presion, temperatura y tiempo, después de haberlo pesado
previamente. La diferencia entre el peso del alimento y el peso resultante después de
eliminar el agua es la humedad. En este método se emplea, por tanto una técnica

gravimétrica de volatilizacion.
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Para la determinacion de humedad, la muestra alimentaria (huitlacoche
crudo/guisado y dieta base) se coloc6 en capsulas de fondo plano y se pesaron tanto la
capsula por separado, asi como la capsula con la pasta. A continuacion, se llevo la
capsula con el alimento a una estufa a 105°C, y se dejé durante un tiempo. Se sacé y se
lleva al desecador para enfriar, se volvié a pesar y se llevd de nuevo a la estufa, hasta

tener al menos tres pesos consecutivos iguales (peso constante) (AOAC, 2000).

5.4 Cuantificacion de fenoles solubles totales
Para la determinacion de fenoles solubles totales se utilizé el método de Folin-Ciocalteu
(1927), descrita por (Waterman y Mole, 1994). Dicha técnica cuantifica la concentracion
total de grupos hidroxilicos fendélicos presentes en la muestra que se estd analizando.

Este método se basa en una reaccion 6xido-reduccion obteniendo una coloracién azul.

Para la curva de calibracion, se pipetearon 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 y 400
uL de la solucién patrén de acido galico 0.10 mg/dL. Después cada tubo fue completado a
1 mL con metanol al 30% (v/v); de este modo se obtuvieron soluciones estandar de acido
galico a 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, y 40 pg/mL. A cada tubo se afiadieron 125 pL de
reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu 2 N y se agit6, dicha mezcla se dejo reaccionar por 6
min, y posteriormente se afiadié a cada tubo 1.25 mL de carbonato de sodio al 7% y se
volvié a agitar. Después se afiadieron 625 pL de agua destilada a cada tubo, para
completar la mezcla final de reaccion a 3mL; se agité y se dejo reaccionar por 90 min.
Transcurrido el tiempo se calibré el espectrofotometro a cero de absorbancia a 757 nm
con el estandar de 0 mg/mL, y se leyeron la absorbancia de los deméas estandares de

acido galico.

Para la extraccién de la muestra alimentaria, se pesaron 100 mg de la muestra y se
le adicionaron 10 mL de metanol al 30%. La mezcla se agité en Vortex por 20 min y se
filtré en papel Whatman No. 541. Después se tomaron 125-500 L del extracto metandlico
completando a 1.0 mL con metanol al 30%. Y a continuacion se repitieron los pasos
desde donde se afiadieron los 125 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu, hasta completar la
mezcla final de reaccion de 3.0 mL agregando agua destilada (anteriormente descritos).

Transcurrido el tiempo de reaccion en la oscuridad, se leyo la absorbancia a 757 nm.
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5.5 Determinacién de actividad antioxidante equivalente a Trolox (TEAC), por el
método DPPH
En este ensayo, se evalla la capacidad que tiene un posible antioxidante para neutralizar
un radical (Antolovich y col., 2002). EI compuesto 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH) es
un radical estable que presenta una intensa coloracion violeta y que absorbe radiacion a
517 nm, de forma que su concentracion se puede determinar mediante métodos
espectrofotométricos (Matsukawa y col.,, 1997). En el ensayo se determina la
concentracion inicial de DPPH y la concentracion resultante una vez que se ha afiadido el
posible antioxidante, de forma que una disminucion de la absorcion de radiacién se
traduce en una disminucion de la concentracion de DPPH debida a la cesion de

electrones de la especie antioxidante.

Para la curva de calibracion, se preparé a partir de la solucion patrén de Trolox 1 mM,
soluciones de trabajo a concentraciones de 0, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 uM. la
solucion de trabajo a 0 uM consisti6 simplemente en metanol absoluto. Después se
colocaron 100 yL de cada una de las concentraciones en un tubo de ensaye, y se
agregaron 600 puL de DPPH 0.13 mM y se mezcl6. Posteriormente se cubrieron los tubos
rapidamente con papel aluminio, y se guardaron por 20 min en oscuridad total a
temperatura ambiente. Para las muestras, se mezclaron 100 pL de extracto metandlico y
600 pL de DPPH y se guardaron en la oscuridad y se ley6 la absorbancia en
espectrofotobmetro a 515 nm.

5.6 Grupos de estudio
Para la experimentacion in vivo se formaron 6 grupos (ratas Wistar macho de 280 a 320 g
de peso corporal) que se explican en la Tabla 2. Los animales fueron adquiridos del
bioterio de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes). Durante cuatro semanas (los
dias 7, 14, 21 y 28) se registr6 el consumo de alimento, peso corporal y la
ganancia/pérdida de peso, asi como, la sobrevivencia de los grupos de estudio, ademas
se determiné el nivel de glucosa y lipidemia en sangre durante los dias antes
mencionados. Se incorpord huitlacoche crudo y guisado a la dieta de los animales, este

segundo representaria la forma en que comunmente es ingerido por las personas.
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Tabla 2. Grupos de experimentacion con ratas Wistar para el estudio in vivo.

GRUPO TRATAMIENTO n=
1 Rata normal/dieta base
2 Rata normal/db + huitlacoche 9
crudo 10%
3 Rata normal/db + huitlacoche 9
guisado 10%
4 Rata diabética/dieta base 9
5 Rata diabética/db + huitlacoche 9
crudo 10%
6 Rata diabética/db + huitlacoche 9

guisado 10%

db= dieta base

5.7 Elaboracién de dietas experimentales con dieta base mas huitlacoche
crudo/cocido al 10% (bs)
Se mezclaron las siguientes cantidades para la elaboracién de las dietas experimentales
con una concentracion final de 10% de huitlacoche (crudo/guisado): para huitlacoche
crudo, se mezclaron 982.54 g de huitlacoche crudo himedo mas 1000 g de dieta base
huimeda; para la dieta de huitlacoche guisado, se mezclaron 691 g de huitlacoche guisado
mas 1000 g de dieta base humeda. Una vez mezcladas dichas cantidades de alimento, y
de haber obtenido una pasta homogénea (propia de cada dieta experimental), esta se
extendia y era cortada en pequefias croquetas o bloques de unos 3 cm de largo x 1.5 cm
de ancho x 0.5 cm de espesor, las cuales fueron secadas en una incubadora con flujo de

aire a 40 °C (aproximadamente 24 h).

5.8 Induccién de diabetes a las ratas en estudio
Para la induccién, los animales permanecieron en ayuno durante 15 h y posteriormente se
indujo la diabetes inyectando por via intraperitoneal una dosis Unica de estroptozotocina
(STZ) de 55 mg/kg de peso corporal, disuelta en una solucion amortiguadora de citratos
0.1 M, pH 4.5. Se determinaron los niveles de glucosa en ayuno de los animales en
estudio transcurridos cinco dias después de la inyeccién de STZ. Aquellos animales que
presentaron niveles de glucosa mayores a 220 mg/dL, se consideraron dentro del grupo

experimental.
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5.9 Determinacion de glucosa
El nivel de glucosa (mg/dL) se cuantifico de la sangre obtenida de la vena caudal de los
animales (localizada en el extremo de la cola del animal), con un minimo de 8 horas en
ayuno. Para ello, se utilizé un glucémetro de la marca ROCHE®, cuya sensibilidad va de
20-600 mg/dL de glucosa y tiras reactivas de la marca Accu-Chek®.

La medicion se llevo a cabo a través de bioamperometria, la cual mide la corriente
generada al convertir la glucosa de la muestra de sangre (colocada sobre la tira) en

gluconolactona por la enzima deshidrogenasa.

5.10 Determinacion de perfil lipidico
La sangre obtenida por puncion cardiaca después del sacrificio se centrifugo
inmediatamente para obtener el suero. La determinacion del perfil lipidico se realiz6 por
medio de un kit enzimatico de la marca RANDOX, para la determinacion especifica de

triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL, bajo los siguientes fundamentos:

a) Los triglicéridos presentes en la muestra de sangre reaccionan con una lipasa para
formar glicerol. El glicerol, convertido a glicerol 3 - fosfato por la enzima glicerol cinasa,
reacciona con la enzima glicerol fosfato oxidasa para formar fosfato de dihidroxiacetona y
peréxido de hidrégeno, el cual reacciona con la enzima con 4-aminoantipirina/p-clorofenol
y a través de la enzima peroxidasa se lleva a cabo la formacion de un compuesto de color
rojo intenso llamado quinoeimina, el cual se lee espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 500 nm.

b) El colesterol se determina con el indicador quinoneimina que se forma a partir de
peréxido de hidrogeno y 4-amino-antipirina en presencia de fenol y peroxidasa. Los
ésteres de colesterol presentes en la muestra reaccionan con la enzima colesterol
esterasa para liberar colesterol, que al reaccionar de nuevo con esta enzima produce
colesten-3-ona y peroxido de hidrogeno, a partir del cual se obtiene el indicador antes

mencionado, que se lee a una longitud de onda de 546 nm.
c) Las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y las fracciones de quilomicrones
precipitan cuantitativamente al afiadir &cido fosfotingstico en presencia de iones

magnesio. Después de centrifugar, la concentracion de colesterol se determinard en la
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fraccion HDL (lipoproteinas de alta densidad) que queda en el sobrenadante. Por lo que
esta determinacién se basa en el mismo principio que la determinacion enzimética de
colesterol. La concentracion de LDL se determin6 por medio de la formula de Friedewald
(Rijks, 1995).

5.11 Sacrificio y obtencion de muestras
Al final de las 4 semanas de estudio, las ratas fueron sacrificadas por medio de anestesia
con éter etilico. Ya anestesiada cada rata, se tomaron muestras de sangre por medio de
puncién cardiaca. Posteriormente se extrajo el higado, rifiones y una fraccién del intestino
delgado (proximal al estbmago), los cuales fueron fijados algunos en formaldehido neutro
(para tincién con hematoxilina-eosina y la técnica de acido peryodico de Schiff), y otros en
paraformaldehido al 4% que posteriormente fueron congelados en nitrégeno liquido y
almacenados a -70° C hasta su posterior utilizaciéon (para histoquimica de lipidos con

negro Sudan).
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VI. RESULTADOS

6.1 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de las distintas dietas
experimentales.
En la Figura 2 se muestra la curva de calibracion de acido galico, cada uno de los puntos
que en la figura se presentan, fueron leidos a una absorbancia de 757nm y nos marcan
una concentracién definida en este caso de acido gdlico. Dicha curva se utilizé para
determinar la concentracibn de compuestos fendlicos solubles totales de las distintas
dietas utilizadas, como lo fueron: la dieta base; dieta base + huitlacoche crudo 10%; vy
dieta base + huitlacoche guisado 10%. De tal manera que para determinar la
concentracion de compuestos fendlicos de las dietas, o que se hizo fue interpolar el
resultado obtenido de la absorbancia arrojada por las distintas dietas (a 757nm), la cual
de acuerdo con la figura nos dio una concentracion de acido gdlico, misma que fue
utiizada para determinar la concentracion de compuestos fendlicos totales, pero
expresada en miligramos de equivalentes de &cido gdlico por gramo de muestra en base
seca (mg EAG/g de muestra bs).

y =0.0331x + 0.0134
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Figura 2. Curva de calibracién de &cido galico para contenido de fenoles solubles.

En la Tabla 3 se muestra la concentracion de fenoles solubles totales de las distintas
dietas experimentales, expresadas en mg EAG/g de muestra base seca. Como se

observa en dicha tabla no hay una diferencia marcada entre las tres muestras, ya que los
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resultados obtenidos son muy similares, aunque hay una ligera tendencia a tener una
mayor concentracion de compuestos fendlicos por parte de la dieta base (14.98 mg
EAG/g muestra base seca) siendo significativa con respecto al huitlacoche guisado 10%
(14.08 mg EAG/g muestra base seca) (ANOVA,prueba de Tukey, *p < 0.05), también se
puede observar que la dieta huitlacoche crudo 10% (14.34 mg EAG/g muestra base seca)
muestra mayor concentracion de compuestos fendlicos con respecto a la que tiene
huitlacoche guisado 10% (14.98 mg EAG/g muestra base seca,) y aunque no son
significativos, se puede decir que el proceso de guisado afecta a la concentracién de
compuestos fendlicos. Es importante mencionar que el huitlacoche fue adicionado a las
dietas en una concentracién del 10%, lo cual nos habla de que éste estéa diluido y que es
mayor la proporcién de dieta base 90% (alimento con el cual fue mezclado el huitlacoche),
factor que contribuyé a que los resultados de las tres dietas experimentales fuera muy
similar, y no existiera una diferencia significativa entre éstas (ANOVA,prueba de Tukey, *p
< 0.05).

Tabla 3. Concentracion de fenoles solubles totales en las dietas experimentales.

Dieta Experimental Concentracion de fenoles solubles totales en
equivalentes de acido galico (mg EAG/g
muestra base seca)

dieta base 14.98 £+ 0.18
dieta base + huitlacoche crudo 10% 14.34 + 0.25
dieta base + huitlacoche guisado 10% 14.08 £ 0.45

En la Figura 3 se muestra la curva de calibracién de Trolox, cada uno de los puntos que
en la figura se presentan, fueron leidos a una absorbancia de 515nm y nos marcan una
concentracion definida en este caso de Trolox. Dicha curva se utilizé para determinar la
capacidad antioxidante de las distintas dietas utilizadas, como lo fueron: la dieta base;
dieta base + huitlacoche crudo 10%; y dieta base + huitlacoche guisado 10%. De tal
manera que para determinar la capacidad antioxidante, lo que se hizo fue interpolar el
resultado obtenido de la absorbancia arrojada por las distintas dietas (a 515nm), la cual

de acuerdo con la figura nos dio una concentracion en equivalentes de Trolox, misma que
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fue utilizada para determinar la capacidad antioxidante, pero expresada en miligramos de

equivalentes de Trolox por gramo de muestra en base seca (mg ET /g de muestra bs).
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Figura 3. Curva de calibracién de Trolox para la determinacion de la capacidad

antioxidante.

En la Tabla 4 se muestra actividad o capacidad antioxidante en este caso equivalente a
Trolox de las distintas dietas experimentales, expresadas en mg ET /g de muestra base
seca. Como se observa en estos resultados y al igual que en los compuestos fendlicos
totales (Tabla 3), no hubo una diferencia marcada entre las tres muestras, ya que los
resultados obtenidos son muy similares, aunque hubo una ligera tendencia a tener una
mayor concentracion de equivalentes de Trolox por parte de la dieta base + huitlacoche
crudo 10% (1.89 mg ET/g muestra base seca) con respecto a las otras dos dietas
experimentales, ya que resultaron con una concentracion igual (1.64 mg ET/g muestra
base seca). También es importante mencionar que el huitlacoche fue adicionado a las
dietas en una concentracion del 10%, lo cual nos habla de que este, esta diluido y que es
mayor la proporcion de dieta base 90% (alimento con el cual fue mezclado el huitlacoche),
factor que contribuyé a que los resultados de las tres dietas experimentales fuera muy
similar, y no existiera una diferencia significativa entre éstas (ANOVA,prueba de Tukey, *p
< 0.05).
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Tabla 4. Actividad antioxidante equivalente a Trolox de las dietas experimentales.

DIETA EXPERIMENTAL ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EQUIVALENTE A
TROLOX (mg ET /g muestra bs)

dieta base 1.64 +0.42
dieta base + huitlacoche crudo 10% 1.89 +0.35
dieta base + huitlacoche guisado 10% 1.64 £ 0.38

6.2. Ganancia en peso por consumo de alimento
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 4 se muestra la ganancia en peso de las ratas sanas y se
observa que el grupo de ratas sanas alimentadas con croqueta (C) aumentaron su peso
en un 4.05% al final de los 28 dias, las ratas sanas alimentadas con huitlacoche crudo (C-
HCr) aumentaron su peso el 1.12% y las ratas sanas alimentadas con huitlacoche cocido
(C-HCo) ganaron un 3.04% al final del muestreo. En cuanto a las ratas diabéticas, el
grupo de ratas diabéticas alimentadas con croqueta (D) disminuyeron su peso en un
10.83% al final de los 28 dias, las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche crudo (D-
HCr) disminuyeron su peso en un 0.22% y las ratas diabéticas alimentadas con
huitlacoche cocido (D-HCo), no s6lo no perdieron sino que ganaron un 7.91% al final del

muestreo (Figura b).
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Figura 4. Ganancia de peso de ratas Figura 5. Ganancia de peso de ratas
sanas alimentadas con dieta basal (C), diabéticas alimentadas con dieta basal (D),
sanas alimentadas con huitlacoche crudo diabéticas alimentadas con huitlacoche
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(C-HCr) y sanas alimentadas con crudo (D-HCr) y diabéticas alimentadas con
huitlacoche cocido (C-HCo) del dia 0 al dia huitlacoche cocido (D-HCo) del dia 0 al dia
28 del muestreo. 28 del muestreo.

6.3. Efecto de las dietas experimentales, sobre la glucosa y el perfil lipidico en
ratas normales durante los 28 dias de tratamiento
En la Figura 6 se muestra el efecto de las dietas experimentales sobre la concentracion
de glucosa en sangre. Como se puede observar en la figura, los 3 grupos normales, es
decir los sanos alimentados con las tres dietas experimentales, durante todos los dias de
tratamiento no mostraron cambios significativos manteniéndose estables con niveles de
glucosa en sangre normales; caso contrario se presentdé con los grupos de ratas
diabéticas alimentados con las distintas dietas, ya que como se puede observar en la
figura, mientras que el control diabético alimentado con dieta base aumenté conforme
pasaron los dias, siendo mas evidente del dia 7 al 21, los grupos diabéticos alimentados
con el huitlacoche crudo y guisado, disminuyeron significativamente sus niveles con
dichos tratamientos, reduciendo en un 49% (con huitlacoche guisado) y 19% (con
huitlacoche crudo) con respecto a su control diabético alimentado con dieta base.
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Figura 6. Efecto de las dietas experimentales, sobre glucosa en sangre de ratas normales
(sanas) y diabéticas, durante los 28 dias de tratamiento. Los resultados estan reportados
como la media £ D.E. de las observaciones (n=9). ANOVA (prueba de Tukey), *p < 0.05.

(*) significativo; (**, ***) altamente significativo
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En la Figura 7 se observa el efecto de las dietas experimentales sobre el colesterol en
plasma (reportado en mg/dL), tanto de ratas normales y diabéticas alimentadas con las
distintas dietas experimentales antes descritas. En el caso de los tres grupos de ratas
normales no se observo ningun tipo de efecto por parte de las dietas, a estos grupos se
les denominaron controles normales, ya que las mediciones de los distintos parametros
resultaron en rangos normales (glucosa 70-90 mg/dL, colesterol total 40-60 mg/dL,
triglicéridos 90-110 mg/dL, HDL 20-30 mg/dl y LDL 60-80 mg/dL). En el caso de los tres
grupos de ratas diabéticas se puede observar que en el dia 7 hubo un aumento
significativo en las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche guisado (533 mg/dL),
también hubo un aumento con la dieta base con respecto a los controles sanos, pero
dichos valores se encuentran dentro de los valores normales (en ratas diabéticas al
mismo dia de tratamiento), ademas de que hubo una disminucién significativa con el
huitlacoche crudo en las ratas diabéticas al dia 7 de tratamiento. A partir de la segunda
semana, es decir a partir del dia 14 y en adelante, hubo cambios pero no fueron
significativos y cayeron dentro de los valores normales, de tal modo que se mantuvieron

estables los niveles de colesterol a partir de la segunda semana de tratamiento.
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Figura 7. Efecto de las dietas experimentales, sobre el colesterol total en plasma de ratas
normales (sanas) y diabéticas, durante los 28 dias de tratamiento. Los resultados estan
reportados como la media + D.E. de las observaciones (n=9). ANOVA (prueba de Tukey),

*
p <0.05
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En la Figura 8 se muestra el efecto de las distintas dietas experimentales sobre la
concentracion de triglicéridos en plasma tanto de ratas normales y diabéticas. Al igual que
en el colesterol total se puede observar que los cambios mas significativos se presentaron
el dia 7 de tratamiento (primera semana de experimentacion), sobre todo en las ratas
diabéticas. Se puede observar que hubo un aumento significativo de triglicéridos
plasmaticos en las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche guisado (387 mg/dL) y
con dieta base (208 mg/dL) con respecto a los controles normales. Caso contrario se
presentd con las ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche crudo en el dia 7 de
tratamiento, en donde hubo una disminucién de triglicéridos significativa (66.86 mg/dL),
pero que recae dentro de los valores normales, muy similar a los de los grupos control
sanos. A partir de la segunda semana como en el caso del colesterol total dicho

parametro permanecié estable dentro de los valores normales.
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Figura 8. Efecto de las dietas experimentales, sobre triglicéridos en plasma de ratas
normales (sanas) y diabéticas, durante los 28 dias de tratamiento. Los resultados estan
reportados como la media £ D.E. de las observaciones (n=9). ANOVA (prueba de Tukey),

*
p <0.05

En la Figura 9 se muestra el efecto de las dietas experimentales sobre la
concentracion de colesterol HDL en ratas normales y diabéticas. Se puede observar que
en los dias 7 y 14 con el huitlacoche crudo en ratas diabéticas con respecto a su control

diabético, hubo un aumento significativo de este parametro; este mismo fenémeno se
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presentd en ratas normales con el mismo alimento, ya que la concentracion del colesterol
HDL fue aumentando conforme transcurrieron los dias del tratamiento (9.82 mg/dL el dia
7y 41.69 mg/dL el dia 21). Los valores se encuentran dentro del rango normal y no se
presentaron aumentos significativos que sobrepasaran los valores normales como en el

caso del colesterol total y triglicéridos.
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Figura 9. Efecto de las dietas experimentales sobre colesterol HDL en plasma de ratas

normales (sanas) y diabéticas, durante los 28 dias de tratamiento. Los resultados estan

reportados como la media £ D.E. de las observaciones (n=9). ANOVA (prueba de Tukey),
*p < 0.05. (*) Significativo; (**, ***) altamente significativo.

En la Figura 10 se muestra el efecto de las dietas experimentales sobre la
concentracion del colesterol LDL. En dicha figura se muestra que al dia 7 hubo un
aumento significativo con el huitlacoche guisado en ratas diabéticas y una disminucion
con el huitlacoche crudo (38.12 mg/dL); para el dia 14 se revirtio este fenébmeno, ya que el
grupo alimentado con huitlacoche guisado (74.97 mg/dL) tuvo una disminucion
significativa con respecto al huitlacoche crudo (96.72 mg/dL) y el grupo control diabético
alimentado con dieta base (92.74), aunque los parametros se encuentran dentro de los

valores normales de colesterol LDL.
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Figura 10. Efecto de las dietas experimentales, sobre colesterol LDL en plasma de ratas
normales (sanas) y diabéticas, durante los 28 dias de tratamiento. Los resultados estan
reportados como la media + D.E. de las observaciones (n=9). ANOVA (prueba de Tukey),

*
p <0.05

6.4 Efecto histolégico de las dietas experimentales, sobre rifidn e higado en ratas
normales y diabéticas durante los 28 dias de tratamiento
Las Figuras 11 y 12 muestran el efecto histologico de las dietas experimentales en el
higado, con la tincién de HE (hematoxilina-eosina) en dos aumentos totales, 200x (Figura
11) y 400x (Figura 12) del mismo campo. Se puede observar que en las tres primeras
imagenes (de la letra A-C), que corresponderian a los grupos de ratas normales, no se
observé ningun cambio, ya que la citoarquitectura de los hepatocitos es normal, y no se
observé ningun tipo de dafio. En el caso de la imagen D, que corresponde a nuestro
control diabético alimentado con dieta base, se pudo observar una gran cantidad de
células con acidofilia citoplasmatica, dicho patrén de tincion es mayor con respecto a los
tres grupos controles normales (imagen A-C). En el caso de los grupos diabéticos
alimentados con huitlacoche, el nimero de células con acidofilia disminuyd, siendo mas
evidente dicho fenémeno en el huitlacoche guisado, ya que en este caso la cantidad de
células normales fue mayor que células con acidifilia citoplasmatica, observandose solo
algunas células con dicha condicién como se muestra en la Figura 12. Comparado con el
control diabético, es evidente la disminucion de células con acidofilia citoplasmatica tanto

con huitlacoche crudo como guisado.
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Figura 11. Efecto histoldgico de la alimentacion del huitlacoche sobre los hepatocitos
(higado). Tincién con hematoxilina-eosina. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas.
db=dieta base; db+hc10%-=dieta base + huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%-=dieta
base + huitlacoche guisado al 10%. Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 200x

Figura 12. Efecto histoldgico de la alimentacion del huitlacoche sobre los hepatocitos
(higado). Tincion con hematoxilina-eosina. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas.
db=dieta base; db+hc10%-=dieta base + huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%-=dieta
base + huitlacoche guisado al 10%. Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 400x
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Las Figuras 13 y 14 muestran el efecto histolégico de las dietas experimentales en el
rifibn, con la tincion de HE (hematoxilina-eosina) en dos aumentos totales, 200x (Figura
13) y 400x (Figura 14) del mismo campo. Se puede observar que en las tres primeras
imagenes (de la letra A-C), que corresponderian a los grupos de ratas normales, no se
observo ningun cambio, ya que la citoarquitectura del rifién fue normal y no se observo
ningun tipo de dafo. En el caso de la imagen D, que corresponde al control diabético
alimentado con dieta base, se pudieron observar células dafiadas edematizadas, tubulos
proximales necroéticos con células muertas, células con incremento de acidofilia
citoplasmatica, y en general mucho edema celular. En el caso de los grupos diabéticos
alimentados con huitlacoche, el dafio se fue revirtiendo, ya que el grupo diabético
alimentado con HC mostr6 una menor cantidad de tubulos proximales dafiados, con
respecto a su control diabético; en el caso del grupo diabético alimentado con huitlacoche
guisado practicamente no hubo tubos proximales dafiados, ademas de observarse una

menor cantidad de células necroticas con respecto a los dos grupos antes mencionados.

Figura 13. Efecto histoldgico de la alimentacion del huitlacoche sobre rifién. Tincién con
hematoxilina-eosina. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas. db=dieta base;
db+hc10%=dieta base + huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%-=dieta base + huitlacoche
guisado al 10%. Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 200x
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Figura 14. Efecto de las dietas experimentales sobre la histologia del rifidn. Tincion
con hematoxilina-eosina. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas. db=dieta base;
db+hc10%=dieta base + huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%-=dieta base +
huitlacoche guisado al 10%. Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 400x

Las Figuras 15 y 16 muestran el efecto histolégico de las dietas experimentales en el
higado, con la tincién de PAS en dos aumentos totales, 200x (Figura 15) y 400x (Figura
16) del mismo campo. En las tres primeras imagenes (de la letra A-C), que
corresponderian a los grupos de ratas normales, no se observo ningin cambio, ya que la
citoarquitectura de los hepatocitos fue normal, y no se observé ningun tipo de dafio,
ademas de que sélo algunos hepatocitos dieron positivo a la prueba de PAS (que es
especifica para depositos de glucogeno). En el caso de la imagen D, que corresponde al
control diabético alimentado con dieta base, se pudieron observar una gran cantidad de
células PAS positivas con alta cantidad de depdsitos de glucogeno (tefiidos en color rosa).
En el caso de los grupos diabéticos alimentados con huitlacoche, el nimero de células
PAS positivas disminuyd, siendo méas evidente dicho fenomeno en el huitlacoche guisado
gue en el huitlacoche crudo, ya que en este caso la cantidad de células PAS positivas fue

menor que en los dos grupos descritos anteriormente.
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Figura 15. Efecto de las dietas experimentales sobre la histologia de los hepatocitos
(higado). Tincién de PAS. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas. db=dieta base;
db+hc10%=dieta base + huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%=dieta base + huitlacoche
guisado al 10%. Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 200x

Figura 16. Efecto de las dietas experimentales sobre la histologia de los hepatocitos
(higado). Tincion de PAS. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas. db=dieta base;
db+hc10%=dieta base + huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%-=dieta base + huitlacoche
guisado al 10%. Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 400x

Las Figuras 17 y 18 muestran el efecto de las dietas experimentales sobre la
histologia del rifién, con la tinciébn de PAS en dos aumentos totales, 200x (Figura 17) y
400x (Figura 18) del mismo campo. En las tres primeras imagenes (letras A-C), que
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corresponderian a los grupos de ratas normales, no se observo ningun cambio, ya que la
citoarquitectura del rifién fue normal, y no se observé ningun tipo de dafio, lo Unico que se
observaron fueron granulaciones citoplasméticas de tubulos proximales. En el caso de la
imagen D, que corresponde al control diabético alimentado con dieta base, se pudieron
observar células dafiadas edematizadas, tabulos proximales necroéticos con células
muertas, y en general mucho edema celular. En el caso de los grupos diabéticos
alimentados con huitlacoche, el dafio se fue revirtiendo, ya que el grupo diabético
alimentado con HC mostré una menor cantidad de tubulos proximales dafiados, con
respecto a su control diabético; se siguieron observando granulaciones citoplasmaticas
PAS positivas. En el caso del grupo diabético alimentado con huitlacoche guisado
practicamente no hubo tubos proximales dafiados, ademas de observarse una menor

cantidad de células necrdticas con respecto a los dos grupos antes mencionados.

PAS. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas. db=dieta base; db+hc10%=dieta base
+ huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%=dieta base + huitlacoche guisado al 10%.
Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 200x
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PAS. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas. db=dieta base; db+hc10%=dieta base
+ huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%=dieta base + huitlacoche guisado al 10%.
Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 400x

La Figura 19 muestra el efecto histolégico de las dietas experimentales en el higado,
con la tincion con negro Sudan con un aumento total de 400x. Se pudo observar que el
grupo que presentd mayor cantidad de inclusiones lipidicas fue el de ratas normales
alimentadas con dieta base (A), después le siguid el grupo alimentado con huitlacoche
guisado (C), y por ultimo el grupo alimentado con huitlacoche crudo (B). Con respecto a
los grupos diabéticos, se pudo observar que hubo una menor cantidad de depdsitos de
lipidos con respecto a los grupos normales; el grupo de ratas diabéticas alimentadas con
huitlacoche guisado (F) presenté mayor cantidad de depdsitos con respecto al grupo
alimentado con dieta base y huitlacoche crudo (con la misma condicién); este ultimo
presentd mayor cantidad de depésitos con respecto al alimentado con dieta base
diabético.
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Figura 19. Efecto de las dietas experimentales sobre la histologia del higado. Tincién
con negro Sudan. A-C, ratas normales; D-F, ratas diabéticas. db=dieta base;
db+hc10%=dieta base + huitlacoche crudo al 10%; db+hg10%-=dieta base +
huitlacoche guisado al 10%. Nota.- fotos tomadas con un aumento total de 400x
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VII. DISCUSION

7.1 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de las distintas dietas
experimentales
Con respecto a estos parametros, hay una serie de factores que pueden llegar a
afectarlos, como puede ser el procesamiento térmico que afecta directamente la
capacidad antioxidante, el lixiviado de compuestos fendlicos, y ambos parametros
dependen de caracteristicas especificas, como son forma color composicion y textura
(Zhang y Hamauzu, 2004), de acuerdo con los resultados que nosotros obtuvimos (Tabla
3y 4), en efecto, la capacidad antioxidante y también la concentracién de compuestos
fendlicos se vio afectada en las tres dietas experimentales, ya que en ambos casos
(compuestos fendlicos y capacidad antioxidante), el huitlacoche guisado fue el que
presentd menor concentracion, de las tres dietas experimentales tanto en compuestos
fendlicos totales (dieta base 14.98; huitlacoche crudo 14.34; y huitlacoche guisado 14.08
mg EAG/g muestra bs) y capacidad antioxidante (dieta base 1.64; huitlacoche crudo 1.89;
y huitlacoche guisado 1.64 mg ET /g muestra bs). Con lo cual se puede observar la
influencia del procesamiento térmico, que en este caso fue guisar el huitlacoche a 250°F
durante 20 min con agitacion constante, al hacer disminuir tanto los niveles de fenoles

solubles totales como la capacidad antioxidante(ANOVA,prueba de Tukey, *p < 0.05).

Otro aspecto importante es el que Kettawan y col. (2011) mencionan, en relacion a
que el proceso de hervido reduce significativamente la actividad antioxidante y el
contenido de polifenoles en una serie de variedades que fueron estudiadas, dentro las
gue destacan: Flammullina velupites, Astraceus hygrometricus, Tremella fusiformis; como
se menciond anteriormente el proceso térmico utilizado por nosotros, fue guisado de
huitlacoche a 250°F por 20 min, con lo cual no podemos decir a ciencia cierta que al igual
que el hervido, el guisado afecta significativamente la concentracion de compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante, ya que como se muestra en la metodologia, a las
dietas experimentales se les adiciond solo un 10% de huitlacoche, este hecho por si
mismo afecta ambos pardmetros, ya que en nuestro caso, el huitlacoche esta diluido en
una proporcion 1:10 con la dieta base y en el caso de Kettawan usaron extractos crudos
sin diluir; como se puede observar en las Tablas 3 y 4 no hay practicamente diferencia en

ninguna de las tres dietas experimentales, de hecho la dieta base es la que presenta
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mayor concentracion de compuestos fendlicos con respecto a las otras dos
(ANOVA,prueba de Tukey, *p < 0.05), esto se debe posiblemente, a la proporcion en la
cual se adicioné el huitlacoche (10%) y al procesamiento térmico, esto en el caso del
huitlacoche guisado, siendo el primero el que mayor afectacién tuvo.

7.2 Efecto de las dietas experimentales sobre glucosa en sangre.

Se han utilizado una gama muy diversa de hongos, en los cuales se ha comprobado que
tienen efecto hipoglucémico, los resultados son muy variables, desde un 6.6% en el caso
de Tremella aurantia, hasta un 60-82% en el caso de Codyceps militaris, en modelos de
ratas diabetizadas con STZ. En nuestro caso, los resultados fueron favorecedores en los
grupos de ratas diabéticas alimentadas, tanto con huitlacoche crudo como guisado,
teniendo un mayor efecto hipoglucémico en este Ultimo, ya que como se observa en la
Figura 6,conforme aumentan los niveles de glucosa en el grupo control diabético
alimentado con dieta base, en los grupos diabéticos alimentados con huitlacoche crudo y
guisado este disminuye significativamente; para la tercera semana se presenta una
disminucion significativa en un 49% (con huitlacoche guisado) y 19% (con huitlacoche
crudo), con respecto a su control diabético alimentado con dieta base. Con lo cual se
puede decir que ambas dietas tienen un claro efecto hipoglucémico, siendo mas efectiva
la dieta con huitlacoche guisado.

Hasta el momento no se sabe la causa probable del efecto hipoglucémico, se manejan
diversas teorias, desde reparacién y regeneracion de las células B danadas del pancreas
y de esta manera se promueve la liberacion de insulina (Yang y col., 2006);en el caso de
Griffola frondosa la accién hipoglicémica se presume estd asociada con la activacion de
receptores de insulina (Konno y col., 2001); ademas de la compaosicién, ya que el alto
contenido de fibra, proteina y un bajo contenido de lipidos (como es el caso del
huitlacoche), proveen un alimento ideal para la prevencion de hiperglicemia (Yang y col.,
2006). De acuerdo a la evidencia antes mencionada, se puede decir que el huitlacoche
tiene un efecto benéfico curativo contra la diabetes, ya que la dieta fue adicionada
después de diabetizar, teniendo efectos positivos con respecto a su control diabético. Lo
que restaria por hacer en estudios posteriores, es probar si el huitlacoche tiene efecto

preventivo, es decir proporcionar el huitlacoche antes de la induccion de diabetes, para
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determinar si con esto se aminoran los efectos adversos que tiene la STZ en érganos
blanco, que directamente afectan la condicion del animal.

De acuerdo a las propiedades hipolipidémicas del huitlacoche, y a que en la diabetes
gran parte del dafio que se genera es a causa del estrés oxidativo, que a su vez es
consecuencia de la hiperglicemia (Rosen y col., 2001), el huitlacoche podria ser utilizado

en pacientes diabéticos, para disminuir las complicaciones de la diabetes.

7.3 Efecto de las dietas experimentales sobre el perfil lipidico.
Yin y col. (2011) mencionan con respecto a lipidos séricos, que la induccion de diabetes
con STZ después de 12 dias, causa incrementos significativos en la concentracion de
triglicéridos, colesterol total y colesterol LDL, y una significativa reduccion del colesterol
HDL; mientras que en animales normales no se observa ninguna diferencia significativa
en los parametros antes mencionados. Con respecto a nuestros resultados, como se
muestra en las Figuras 7, 8 y 10, se puede observar un fenémeno similar al mencionado
por el autor, ya que se presentd un incremento en los niveles de colesterol total (533
mg/dL), triglicéridos (387 mg/dL) y colesterol LDL (974 mg/dL) al dia 7 de tratamiento, en
ratas diabéticas sobre todo alimentadas con huitlacoche guisado. De acuerdo con lo
anterior, multiples factores pudieron haber afectado al perfil lipidico, uno de ellos es que la
rata al estarse adaptando al alimento no comia; esto aunado el desarrollo de la diabetes
del animal y el autoconsumo que se produce del mismo, para suplir las carencias
nutricionales generadas a causa del desorden metabdlico que en esta etapa de la
enfermedad se presentan, pudo haber generado dicho desorden, que concuerda con el
aumento en los niveles de triglicéridos, colesterol total y colesterol LDL reportado por Yin
y col. a los 12 dias de la induccién con la STZ. En el caso del huitlacoche crudo, se
puede observar contrario al efecto del huitlacoche guisado en ratas diabéticas, que hay
disminucion significativa con respecto a este y al grupo diabético alimentado con dieta
base, de colesterol total, triglicéridos y colesterol LDL, todo puede estar relacionado con
un aumento significativo de colesterol HDL, ya que este es el denominado colesterol
bueno y que ayuda a la recirculacion de lipidos que no fueron utilizados (y asi evitar la
formacion de ateromas) hacia el higado, donde este los reutiliza o los desecha y de esta

manera mantener los niveles de lipidos plasmaticos y evitar la formacion de ateromas.
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En otros estudios realizados por Adachi y col. (1988) con el hongo Grifola frondosa o
maitake encontraron que en el caso del colesterol y triglicéridos, se han obteniendo
resultados diversos. En un estudio publicado en 1988, el maitake seco en polvo, en un 5%
del alimento de ratas hipertensas bajaba significativamente los niveles de colesterol LDL
(lipoproteina de baja densidad) y colesterol total. Sin embargo, en otro estudio en el
mismo tipo de ratas, alimentadas por 8 semanas incluyendo 5% de maitake en polvo, no
se encontraron diferencias en los niveles de colesterol total, triglicéridos y fosfolipidos, con
respecto al control (Kabir y Kimura, 1989). Jones (1998) menciona que es probable que
los datos inconsistentes se deban a la falta de estandarizacion del maitake en polvo
empleado en los estudios, y al hecho de que el componente responsable de la reduccion
de lipidos aln no ha sido completamente definido; como mencionamos anteriormente,
nosotros adicionamos huitlacoche en un 10% a las dietas experimentales, sin realizar
ningdn tipo de extraccion con etanol o liofilizado como se ha realizado en estudios
similares, probablemente si realizdramos algun procedimientos como estos, el efecto se
hubiera visto mas marcado, no podemos decir que las dietas adicionadas tienen un efecto
hipolipidémico, pero tampoco podemos decir que tienen un efecto adverso, lo que se
puede decir al respecto es que tiene un efecto estabilizador, ya que como se puede
observar en las Figuras 7, 8, 9 y 10 (que corresponden a perfil lipidico), en la primera
semana hay aumento significativo de colesterol, triglicéridos y colesterol LDL sobre todo
con huitlacoche guisado en ratas diabéticas, pero a partir de la segunda semana, los
valores comienzan a disminuir significativamente, al grado de estar dentro de los valores
normales, en donde la condicién del animal no corre ningun tipo de riesgo, en los grupos
control (ratas normales), no se presentaron cambios significativos, encontrandose siempre
dentro de los valores normales. Otro aspecto que es importante mencionar, como
reportaron Adachi y col. (1988) y Alam y col. (2011) en cuyos trabajos los tratamientos
duraron mas de 6 semanas, en nuestro caso el tratamiento duré cuatro semanas y lo que
pudo haber sucedido, es que en la cuarta semana, el tratamiento con huitlacoche apenas
empezaba a tener efecto, ya que la tendencia es a disminuir como se muestra en las
figuras de perfil lipidico. Rosen y col. (2001) mencionaron que en la diabetes al haber
hiperglicemia, el colesterol LDL es mas susceptible a oxidarse, y con esto dar lugar a la
generacion de autoanticuerpos los cuales trataran de eliminar dichas moléculas; caso
contrario si se logra reducir los niveles de colesterol LDL, también se reduciran

automaticamente los niveles de autoanticuerpos que van dirigidos contra el LDL
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modificado a cusa de la hiperglicemia. Como se puede observar en la Figura 10, hay una
disminucion significativa en el grupo de ratas diabéticas alimentadas con huitlacoche
crudo en el dia 7 de tratamiento; en el dia 14 y 28 hay un ligero aumento que no es
significativo pero que se mantiene estable y dentro de los valores normales, lo importante
de mencionar es que al tener el huitlacoche un efecto regulador lipidémico, aunado con un
claro efecto hipolipidémico, las complicaciones y dafios antes mencionadas por Rosen y
col. (2001) se aminorarian considerablemente evitando o retardando el dafio que se

genera por la enfermedad.

Existe evidencia sustancial de los efectos benéficos de la fibra dietaria; dichos efectos
no solo son reconocidos como una reduccién en la densidad de energia de una dieta y un
incremento en el peso de la frecuencia de defecacién, sino también es una medida
preventiva contra la prevalencia de desérdenes en el tracto intestinal bajo, por ejemplo en
diverticulitis o cancer de colon, ademas de que dietas ricas en fibra, tienden a reducir los
niveles de triglicéridos por inhibicién de lipogénesis hepatica (Lamiaa, 2011), lo que
importante recalcar es que el huitlacoche posee de un 55-65% de fibra dietaria base seca
(Beas-Fernandez y col., 2008) , por lo tanto esperdbamos que éste tuviera un efecto
hipolipidémico, entonces seria necesario probar varias concentraciones de huitlacoche en
las dietas, ademas de probar con una serie de extractos o con liofilizados, o probar con
tratamientos mas extensos superiores a 6 semanas, para ver si de esta manera se

pueden tener un efecto hipolipidémico mas claro.

En la Figura 7, 8, 9 y 10 no se present6 el muestreo del dia 21 de los tres grupos de
ratas diabéticas, debido a que para esta etapa del tratamiento los ratas se encontraban en
una condicion de enfermedad avanzada, y para no poner en riesgo dichos grupos y que
ademas el tratamiento llegara hasta el dia 28 como se habia planeado, se decidié omitir
dicho muestreo para que las ratas se recuperaran un poco y asi llegar a la culminacion del

experimento.

7.4 Efecto histoldgico de las dietas experimentales sobre rifién e higado en ratas
normales y diabéticas a los 28 dias de tratamiento
Se sabe que la STZ induce dafio irreversible a las células B-pancreaticas, la accion

citotoxica de ésta, es mediada por especies reactivas de oxigeno (probablemente es el
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segundo modelo experimental mas usado después de la rata espontaneamente
hipertensa), y que ademas puede provocar toxicidad hepatica y renal (Rosen y col.,
2001; Veldzquez, 2008). Como se puede observar tanto en higado como en rifidén
(Figuras 11-17), en los tres primeros grupos (A, B y C), que corresponden a los grupos
normales no diabéticos, no se observé ningin cambio, ya que la citoarquitectura de los
hepatocitos en higado, asi como en rifion, fue normal; caso contrario ocurrié en los grupos
que fueron diabéticos, ya que en éstos se observaron dafios que a continuacion se

explican.

Tincion con HE. Con esta técnica en el caso del higado (Figuras 11 y 12) se observé
en el caso del grupo control diabético, alimentado con dieta base (D), una gran cantidad
de células con incremento de acidofilia citoplasméatica, acompafado de incremento en el
tamafio de los nlcleos celulares. Dicho tipo de células generalmente estdn destinadas a
morir, ya que esta condicion esta dada por algun tipo de dafio, en este caso por la accion
de la STZ, ya que como menciona Mora y col. (2009), el principal érgano blanco para la
toxicidad de la STZ es el pancreas, aunque otros 6rganos implicados en el metabolismo y
eliminacion de la glucosa reflejan alteraciones funcionales y o anatomicas como es el
caso del higado y rifién. En el caso de los grupos diabéticos alimentados con huitlacoche,
el numero de células con acidofilia citoplasmatica disminuye, siendo dicho efecto mas
marcado en el caso del grupo diabético alimentado con huitlacoche guisado, aunque
también se presenté una disminucién de dicho tipo de células con el huitlacoche crudo

(pero menor que con el huitlacoche guisado), con respecto al control diabético.

Con respecto al rifién (Figura 13 y 14), en el grupo control diabético alimentado con
dieta base (D) se pueden observar células edematizadas, tabulos proximales necréticos
con células muertas y células con incremento de acidofilia citoplasmatica, como se
comento anteriormente a causa del efecto citotoxico de la STZ. Este caso no fue la
excepcion, ya que se replicé el mismo fendmeno que en el higado, donde se pudo
observar que los grupos diabéticos alimentados con huitlacoche crudo y guisado (E y F
respectivamente) mostraron un nuamero menor de tubulos proximales dafiados, con
respecto al control diabético, siendo dicho fendmeno mas evidente en el caso del grupo
alimentado con huitlacoche guisado, ya que practicamente no se observaron tubulos

proximales dafiados que son los que se vieron mas severamente afectados. En base a
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esto se puede decir que el huitlacoche guisado contrarrestdé el dafio en los érganos
ocasionado por la diabetes (inducida por el farmaco STZ). En un estudio realizado por
Yamac y col. (2009), donde utilizaron un exopolisacéarido crudo de Cerrena unicolor, se
presentd un efecto protector de dicho hongo en la histologia del pancreas de ratas
diabetizadas con STZ, observando ademas que los islotes de Langerhans presentaban
menor dafio con respecto al control diabético no tratado.

Tincion de PAS. Con respecto a esta técnica especifica para depdsitos de glucégeno,
no se observé en higado como en rifién, en los tres grupos controles normales (Figuras
15-18, letras A-C), ningun tipo de cambio, es decir la condicion de dichos 6rganos fue

normal como era de esperarse.

En un estudio realizado por Yamac y col. (2009) con exopolisacaridos de Cerrena
unicolor, lograron reducir los niveles de glucosa en sangre en un 42.78% en ratas
diabéticas con STZ, lo cual concuerda con los resultados obtenidos tanto histologicos
como bioquimicos en la presente investigacion, ya que en el caso del higado,
especificamente en el grupo control diabético alimentado con dieta base, se present6 una
gran cantidad de células PAS positivas, con alta cantidad de depdésitos de glucégeno. En
el caso de los grupos diabéticos alimentados con huitlacoche crudo y guisado, dicho
patron se revirtio, es decir el numero de células PAS positivas disminuyd, siendo como en
casos anteriores, mas evidente dicho fenébmeno en el grupo diabético alimentado con
huitlacoche guisado, con respecto al huitlacoche crudo, pero ambos, con una menor
cantidad de células PAS positivas con respecto a su control diabético. Ademas dichos
resultados concuerdan con los resultados obtenidos en la glucosa en sangre en nuestro
caso (Figura 10), donde los grupos alimentados con huitlacoche crudo y guisado,
disminuyeron los niveles de glucosa (en 19 y 49% respectivamente), con respecto al
control diabético alimentado con dieta base. Es importante recalcar que tanto el
huitlacoche crudo como guisado presentaron un efecto hipoglucémico favorable para la
condicion del animal, por lo que dicho fendmeno se vio reflejado con la técnica de PAS en
el higado, ya que como se mencion6 anteriormente, los grupos diabéticos alimentados
con huitlacoche presentaron menor cantidad de depdsitos de glucégeno con respecto a su

control diabético.
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En el rifién se siguié presentando el patron antes mencionado, donde en el control
diabético se observaron células dafiadas edematizadas y gran cantidad de tdbulos
proximales necroticos con células muertas. En los grupos diabéticos alimentados con
huitlacoche el dafio se fue revirtiendo, mostrando mayor efectividad nuevamente el
huitlacoche guisado, donde practicamente no hubo tubulos proximales dafiados, ademas
de presentar menor cantidad de células necréticas con respecto a su grupo control
diabético y al grupo alimentado con huitlacoche crudo. De esta manera se hace evidente

el efecto benéfico del huitlacoche sobre érganos blanco como higado y rifién.

Tincion de lipidos con negro Sudan. Con esta técnica especifica para depésitos de
lipidos, obtuvimos resultados que nos llamaron mucho la atencion, ya que como se
observa en la Figura 19, el grupo que presenté mayor cantidad de inclusiones lipidicas,
es el de ratas normales alimentadas con dieta base, después le sigue el grupo alimentado
con huitlacoche guisado y por ultimo el grupo alimentado con huitlacoche crudo (ambos
con ratas normales). Dichos resultados tienen relacion con la ganancia en peso de dichos
grupos, ya que como se muestra en las Figuras 4 y 5, el grupo normal alimentado con
dieta base, fue el que mas peso gano (4.05%), después le siguié el grupo alimentado con
huitlacoche guisado (3.04%) y por ultimo el grupo alimentado con huitlacoche crudo
(1.12%), relacionando ambos resultados (ganancia en peso e inclusiones lipidicas),
podemos decir que la presencia de depdsitos de lipidos en higado, se encuentra
estrechamente relacionado con la ganancia en peso del animal, segun nuestros

resultados obtenidos.

Con respecto a los grupos diabéticos, en los tres casos se presentd una menor
cantidad de depdésitos de lipidos, con respecto a los tres grupos de ratas normales. Dentro
de los grupos diabéticos, el que presenté mayor cantidad de depdsitos de lipidos fue el
alimentado con huitlacoche guisado, después le siguid el alimentado con huitlacoche
crudo y por ultimo el alimentado con dieta base; estos resultados se relacionan
nuevamente con el peso del animal, ya que el Unico grupo de ratas diabéticas que tuvo
ganancia en peso fue el alimentado con huitlacoche guisado (7.91%), el grupo alimentado
con huitlacoche crudo tan solo perdié 0.22% de su peso corporal, y el grupo alimentado
con dieta base perdio 10.83% de su peso. Es importante mencionar que dicha ganancia o

pérdida de peso son del dia O de tratamiento al dia 28. Con dichos resultados podemos
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decir que, a mayor cantidad de depdsitos lipidicos, mayor sera la ganancia en peso de la
rata en nuestro caso; lo cual nos puede estar hablando de que el huitlacoche aparte de su
efecto protector en 6rganos blanco, pudiera estar teniendo un papel en el recambio (turn-
over) de los lipidos.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Huerta Esparza y col. (2012) (datos no
publicados), en los grupos alimentados con huitlacoche el flujo urinario se normalizo, los
niveles de glucosa en orina disminuyeron notablemente, ademas en plasma las
concentraciones de ATP y GSH (glutatién reducido) aumentaron y los niveles de MDA
(malondialdehido) disminuyeron; dichos resultados con respecto a su control diabético
alimentado con dieta base. Cotejando dichos resultados con lo obtenido en nuestra
investigacion, podemos decir en términos generales que el alimentar a ratas diabéticas
con huitlacoche (sobre todo guisado), les ayuda a controlar y reducir el dafio ocasionado
por dicha enfermedad, ya que como se mencioné anteriormente, las pruebas bioquimicas
realizadas por Huerta-Esparza y col. (2012) respaldan los resultados obtenidos por
nuestro grupo de investigacion, pudiendo ser el huitlacoche una alternativa para mejorar

la calidad de vida de los pacientes diabéticos.
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VIII. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir lo siguiente:

1.

Las dietas experimentales adicionadas con huitlacoche al 10% no fueron
diferentes con respecto a la dieta base, esto con respecto a la capacidad
antioxidante y a la cantidad de compuestos fendlicos totales.

De las dietas experimentales proporcionadas a ratas sanas y diabéticas, las que
tuvieron efecto tanto en el perfil lipidico como en la glucosa fueron las que
estuvieron adicionadas con huitlacoche tanto crudo como guisado al 10%, esto
solo en ratas diabéticas; en ratas normales no tuvieron efecto.

Las dietas experimentales adicionadas con huitlacoche crudo y guisado tuvieron
un efecto estabilizador del perfil lipidico en ratas diabéticas.

Las dietas experimentales adicionadas con huitlacoche crudo y guisado tuvieron
efecto hipoglucémico en ratas diabéticas, siendo el huitlacoche guisado mas
efectivo que el crudo con respecto a este parametro.

A nivel histolégico en ratas tanto en higado como en rifién, se observé un efecto
protector, disminuyendo los dafios causados por la diabetes por parte del
huitlacoche crudo y guisado, siendo con el segundo més efectivo dicho efecto.

El huitlacoche puede ser una alternativa para el tratamiento de la diabetes, ya que
debido a los efectos benéficos que presenta, podria aminorar y retardar los
padecimientos propios de esta enfermedad que se presentan a mediano y largo

plazo.
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IX. PERSPECTIVAS

Con respecto a este trabajo se tienen buenas perspectivas, ya que se obtuvieron
resultados bastante interesantes que se deben retomar y mejorar, pero sin lugar a duda lo
realizado en la presente investigacion aporta a un campo que estd en crecimiento
continuo, que son los alimentos funcionales; y qué mejor que utilizar un alimento propio de
la region el cual aparte de nutrir ayude a prevenir y aminorar o retardar enfermedades

cronico degenerativas, entre las que se encuentra la diabetes.

Lo que se pretenderia que se realizara posteriormente, es el replicar dichos
experimentos aqui realizados afiadiendo algunos que puedan enriquecer esta
investigacion, como seria afladir un grupo que fuera alimentado con las dietas
experimentales aqui utilizadas antes de la induccion de diabetes, es decir para ver qué
efecto preventivo pudiera tener. Asimismo, utilizar un modelo de rata diabético que tenga
una mayor duracién, para de esta manera montar un experimento mas prolongado
(superior a cuatro semanas), para ver si el efecto es mayor sobre todo en el perfil lipidico
y ver qué sucede con la glucosa.

Por dltimo, una vez realizadas las recomendaciones antes dadas, proceder a la
realizacion de un extracto de huitlacoche el cual sea liofilizado y proporcionado en crudo a
ratas diabéticas, y por qué no, a ratas obesas, para ver si se presenta efecto
hipolipidémico. De tener resultados satisfactorios, se podria proceder a utilizarse con
personas diabéticas pero a manera de suplemento, para ver si el efecto benéfico

presentado en ratas diabéticas se replica en humanos.
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X. GLOSARIO

Alimentos funcionales: es todo alimento que puede prevenir o contribuir en el

tratamiento de alguna enfermedad

Compuestos bioactivos: Tipo de sustancia quimica que se encuentra en pequefas
cantidades en las plantas y ciertos alimentos (como frutas, verduras, nueces, aceites y
granos integrales). Los compuestos bioactivos cumplen funciones en el cuerpo que

pueden promover la buena salud.

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 accién de

la insulina, secretada por las células 3 del pancreas.

Enfermedades no transmisibles: son todas aquellas enfermedades que no son
contagiosas, pero que son perjudiciales para la vida de cualquier persona que ha sido
diagnosticada por un especialista. Son aquéllas que una vez diagnosticadas se producen
durante muchos afios, ocasionan la muerte en un plano mas o menos largo y necesitan

un control médico periddico y tratamiento por toda la vida.

Estreptozotocina: es un farmaco utilizado para inducir diabetes experimental, por medio

del insulinismo pancreatico, ocasionado por la destruccion progresiva de las células .

Fendlicos: pueden ser definidos como sustancias que poseen un anillo aromatico,
portando uno o0 mas grupos hidroxilos, incluyendo sus derivados funcionales. Su
presencia en tejidos animales y materiales no vegetales es generalmente debida a la

ingesta de alimentos vegetales.

Hipoglucémico: Es la disminucién de glucosa en sangre venosa (< 60 mg/dL) o capilar (<
50 mg/dL). Puede existir clinica evidente con cifras mayores o valores inferiores sin

sintomas.

Hipolipidémico: Reduccion de las concentraciones plasmaticas de lipoproteinas por

disminucion de su sintesis o incremento de su eliminacion.

64


http://www.ecured.cu/index.php/Sangre

Huitlacoche (cuitlacoche): es el 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.

Ustilago maydis: Hongo perteneciente 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. 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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