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RESUMEN

El sindrome metabdlico consiste en una serie de anormalidades metabdlicas, por
lo que existe el interés de crear alimentos funcionales que prevengan el desarrollo
de estas. Investigaciones anteriores han comprobado algunos beneficios que
posse el tubérculo Oxalis tuberosa por sus compuestos polifendlicos vy
antocianinas El objetivo de este trabajo de investigacién fue evaluar las
propiedades nutricionales de una pasta enriquecida con harina de Oxalis tuberosa
y su efecto sobre marcadores del sindrome metabdlico en parametros
bioquimicos, morfométricos e histopatolégicos inducido en ratas Wistar hembra.
Con respecto a la metodologia, la harina de Oxalis tuberosa fue obtenida mediante
un secado en horno a 60°C. Posteriormente, fue realizado un analisis quimico
proximal y actividad antioxidante de la pasta. La evaluacion en las propiedades en
la salud de la pasta en un modelo animal divididos en 5 grupos: 1) Grupo control
con pasta control 2) Grupo control con pasta enriquecida con Oxalis tuberosa, 3)
Grupo con induccion con pasta control, 4) Grupo induccidén con pasta enriquecida
con Oxalis tuberosa y 5) Grupo con Induccion, en los cuales fue realizado un
monitoreo de marcadores morfométricos y metabolitos séricos, por ultimo un
estudio histopatolégico para valorar la existencia de un dafio a nivel celular y/o
tisular. Obteniendo una pasta rica en fibra (5.68+0.84 g/100 g) y proteina
(10.31+0.07 g/100 g), y un porcentaje de inhibicion de 58.21% por DPPH y
47.48% por ABTS. Al final se observaron cambios en los niveles de glucosa y en
el perfil lipidico del grupo con induccion a sindrome metabdlico alimentado con la
pasta enriquecida con Oxalis tuberosa asimismo, en este grupo no se observaron
cambios histopatoldgicos, lo que sugiere que el tiempo de experimentacion debe
ser mas amplio, dado que en los otros grupos con induccion al sindrome
metabdlico fue mas notoria la presencia de un ligero cambio graso en hepatocitos

y células de los tubulos renales.



ABSTRACT

Metabolic syndrome consists of a series of metabolic abnormalities that is why the
interest in creating viable food that prevents the development of these ones.
Previous research has demonstrated some benefits that the tuber Oxalis tuberosa
has for its polyphenolic compounds and anthocyanins. The objective of this
research work was to evaluate the nutritional properties of an enriched paste with
Oxalis tuberosa flour and its effect on metabolic syndrome markers in biochemical,
morphometric and histopathological parameters induced in female Wistar rats.
Regarding the methodology, the Oxalis tuberosa flour was obtained by drying it in
an oven at 60°C. Afterward, a proximal chemical analysis and antioxidant activity of
the paste was done. The evaluation on the properties of health of the paste in an
animal model divided into 5 groups: 1) Control group with control paste 2) Control
group with enriched paste with Oxalis tuberosa, 3) Induction group with control
paste, 4) Induction group with paste enriched with Oxalis tuberosa and 5) Induction
group, in which morphometric markers and serum metabolites were monitored, and
finally a histopathological study to assess the existence of damage at the cellular
and/or tissue level. Obtaining a paste rich in fiber (5.68+0.84 g/100 g) and protein
(10.31£0.07 g/100 g), and an inhibition percentage of 58.21% for DPPH and
47.48% for ABTS. In the end, changes in glucose levels and in the lipid profile of
the group with induction to metabolic syndrome were observed fed with the
enriched paste with Oxalis tuberosa. Beside this, no histopathological changes
were observed in this group, which suggests that the experimentation time should
be longer since the other groups with induction to the metabolic syndrome the
presence of a slight fatty change in hepatocytes and renal tubule cells was more

noticeable.



1 INTRODUCCION

El sindrome metabdlico es un conjunto de problemas de salud que incluye grasa
abdominal, presion arterial, triacilglicéridos y nivel de azucar en la sangre altos y bajo
nivel de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Islam et al., 2018). Estas alteraciones
estan dentro de en uno de los principales problemas de salud publica del siglo XXI. Su
prevalencia a nivel mundial ha aumentado vertiginosamente en los ultimos afios,
estimandose que el 25% de la poblacion adulta mundial lo presenta (Lopez, 2007;
Simmons et al., 2010), por lo que se ha considerado actualmente como una
importante forma de evaluar riesgo cardiovascular y de diabetes (Lizarzaburu, 2013).
La obesidad es considerada como parte esencial en este sindrome y se desarrolla
principalmente por una inactividad fisica junto con una mala alimentacion. El estilo de
vida actual puede promover inadecuados habitos alimenticios tales, como el consumo
de alimentos con baja calidad nutricional y capacidad antioxidante. Lamentablemente
en la dieta esta incluida la comida rapida con alto contenido en grasas, alimentos
chatarra, enlatados que contienen conservadores y bebidas con alto contenido en
azucar como refrescos, reduciendo el consumo de alimentos naturales. Esto ha
causado graves problemas de salud en nuestra sociedad como desnutricion y
obesidad, asi como el aumento de diversas enfermedades cronico degenerativas
(Delgado et al., 2010). Actualmente se buscan alternativas que disminuyan este tipo
de problemas, por lo que es importante una alimentacién con buena calidad
nutricional y por lo tanto con un beneficio a la salud, por lo que es importante incluir
alimentos funcionales, definidos como aquellos que son naturales o procesados que
contienen compuestos bioldgicamente activos conocidos o desconocidos que en
cantidades definidas proporcionan un beneficio a la salud clinicamente probado y
documentado para la prevencion, el manejo o el tratamiento de enfermedades
cronicas (Martirosyan & Singh, 2015).

La pasta alimentaria es un producto alimenticio tradicional y es favorecido por los
consumidores por la facilidad de transporte, manipulacion, coccion y propiedades de
almacenamiento. En los ultimos afios la pasta ha llegado a considerarse aun mas
popular debido a sus propiedades nutricionales, siendo considerado como un

producto de bajo indice glucémico (Wolever, 1990; Bjork et al., 2000) La sémola es el




ingrediente principal en la produccion de pastas, es ampliamente aceptado que la
mejor produccion de sémola para la produccion de este alimento es a partir de la
molienda de trigo durum (Tomalin, 1996). Como la pasta alimenticia es baja en
proteinas y aminoacidos esenciales, recientes trabajos de investigacion han tratado
de mejorar las propiedades nutricionales de este alimento con la adicién de
suplementos a partir de diversas fuentes de alto contenido de proteinas (Molina et al.,
1982).

Esta investigacion, tiene el propdsito de enriquecer una pasta con harina de Oxalis
tuberosa, con el fin de mejorar sus propiedades nutricionales y asi actuar como un
alimento funcional. En este orden, se evalu6 la funcionalidad en el sindrome
metabdlico, en un modelo animal, mediante una evaluacion nutricional y bioquimica,
midiendo los niveles séricos de glucosa, perfil lipidico y acido urico, asi como valorar

la existencia de algun dafio histopatolégico en las ratas Wistar.




2 ANTECEDENTES

2.1 Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un trastorno comun que resulta de la creciente prevalencia
de la obesidad, el cual es definido como el conjunto de factores de riesgo
cardiovascular constituido por adiposidad de distribucién central, dislipidemia
caracterizada por elevacion de las concentraciones de triacilglicéridos y disminucién
de las concentraciones de colesterol unido a lipoproteinas de alta densidad (C-HDL),
anormalidades en el metabolismo de la glucosa e hipertension arterial, estrechamente
asociado a resistencia a la insulina (Kunstmann, 2008; Bello et al., 2013). Las
complejas interacciones entre estos factores de riesgo contribuyen al dafio cronico de
los érganos como la remodelacion cardiovascular y un aumento de la deposicion de
grasa en hepatocitos, lo que lleva a una reduccion de la funcién hepatica en los
pacientes con sindrome metabdlico (Fabbrini et al., 2010; Nikolopoulou & Kadoloug,
2012). La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) estima que 25% de la poblacion
mundial tiene sindrome metabdlico (O'Neill & O'Driscoll, 2015) aunque esta
estimacion varia ampliamente debido a la edad, etnia y género de la poblacion,
estudiada (Kaur, 2014). El sindrome metabdlico es un reto clinico de salud publica
importante y creciente en todo el mundo a raiz de la urbanizacidon, el consumo
excedente de energia, el aumento de la obesidad y los habitos de vida sedentarios
(Fernandez, 2016). Este sindrome confiere un aumento en el riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedades cardiovasculares (ECV) durante los
proximos 5 a 10 afios (Alberti et al., 2009). Los criterios de diagnéstico propuestos
para el sindrome metabdlico son diversos. Reaven (1988) describe el sindrome como
una serie de anormalidades que incluye hipertension arterial, diabetes mellitus y
dislipidemia, denominandolo ,sindrome X", donde la resistencia a insulina constituia el
factor o principal mecanismo fisiopatolégico (Reaven, 1988; De fronzo, 2010). La
resistencia a la insulina, adiposidad visceral, dislipidemia aterogénica, disfuncion
endotelial, susceptibilidad genética, presion arterial elevada, estado de
hipercoagulabilidad y estrés crénico son los diversos factores que constituyen el

sindrome. La inflamacion crénica, esta asociada con la obesidad visceral y la




resistencia a la insulina, que es caracterizada por la produccién de adipocinas
anormales tales como factor de necrosis tumoral a, las interleucinas-1 y 6 (IL-1 e IL-
6), leptina y adiponectina. La interaccion entre los componentes del fenotipo clinico
del sindrome con su fenotipo bioldgico (resistencia a la insulina, dislipidemia, entre
otros) contribuye al desarrollo de un estado proinflamatorio y ademas una inflamacién
vascular subclinica cronica que modula y da lugar a procesos ateroescleréticos (Kaur,
2014).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Federacion Internacional de Diabetes
(IDF), Programa Nacional de Educacion en Colesterol (NCEP-III) a través del Panel
de tratamiento de adultos Il (ATP Ill) y la Asociacion Americana de Endocrinélogos
Clinicos (AACE) han propuesto sus criterios diagndsticos o componentes del

sindrome metabdlico (Tabla 1) (Lizarzaburu, 2013).




Tabla 1. Criterios para el diagndstico del sindrome metabdlico.

NCEP-III OoMS AACE IDF
Triacilglicéridos
mayores o igual a
150 mg/dL X X X X
C-HDL menor de 40
mg/dL en varones y
50 mg/dL en mujeres X X X X
Presion arterial
mayor de 130/85
mmHg X X X X
Insulinoresistencia
(IR) X
Glucosa en ayunas X X X
mayor de 100 mg/dL
Glucosa 2 h: 140 X
mg/dL
Obesidad abdominal X X
indice de masa
X X

corporal elevado
Microalbimina X

. . , Criterio .
Factores de riesgo y 3 mas Mas clinico Obesidad
diagnéstico IR de 2 abdominal

Fuente: Lizarzaburu, 2013



2.2 Fisiopatologia del sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico es un estado cronico de inflamacion de bajo grado como
consecuencia de una compleja interaccion entre factores genéticos y ambientales. La
resistencia a la insulina, la adiposidad visceral, dislipidemia aterogénica, disfuncion
endotelial, susceptibilidad genética, presidbn sanguinea elevada, estado
hipercoagulable y estrés crénico son varios factores que constituyen el sindrome
(Kruger et al.,, 2014). El aumento del tejido adiposo como resultado de las dietas
hipercaldricas y el bajo gasto energético, y en particular el incremento de la grasa
visceral abdominal, tienen un papel primordial en la patogenia y la morbilidad del
sindrome metabdlico, el cual estd asociado a un aumento de la insulinemia vy
resistencia a su accién en tejidos periféricos (Einhorn et al., 2003). La obesidad
abdominal, una de las caracteristicas del sindrome metabdlico, produce estrés
oxidativo y por consiguiente ha sido investigado que un aumento del estrés oxidativo
en los adipocitos abdominales puede aumentar varias adipocinas pro inflamatorias y
acidos grasos, que exacerban otros factores del sindrome metabdlico como la
resistencia a insulina, hipertriacilgliceridemia e hipertensién (Figura 1) (Chung et al.,
2013).

Figura 1. Fisiopatologia del sindrome metabdlico, sus principales efectos por el
aumento de tejido adiposo y el dafio en tejidos periféricos.




De manera general, el tejido adiposo secreta una gran variedad de moléculas,
conocidas como adipocinas (factor de necrosis tumoral alfa, interleucina-6, leptina,
adiponectina y resistina), que actuan en distintas localizaciones. Las sefales
procedentes de este tejido a través de las adipocinas actuan en el cerebelo y el
mesencéfalo y modulan el apetito y la funcion de distintos érganos, como el pancreas
o el musculo, existiendo una excelente correlacion entre los valores sanguineos de
adipocinas y los hallazgos histolégicos de disfuncién endotelial. Uno de los principales
factores desencadenantes de diversas alteraciones metabdlicas involucradas en el
sindrome metabdlico es el aumento del tejido adiposo en un organismo (Ridker, 2004;
Daniels et al., 2005).

2.2.1 Obesidad

El tejido adiposo o graso puede ser considerado en cierta forma, un 6rgano endocrino
en humanos, el cual es el 6rgano mas grande en un individuo obeso. Los adipocitos
juega un papel fundamental en la disfuncion metabdlica relacionada con la edad y
longevidad (Ahima, 2009; Tchkonia et al., 2010; Palmer & Kirkland, 2016). Este tejido
es una mezcla heterogénea de adipocitos, pre adipocitos, células inmunitarias, y
endoteliales, y puede responder rapida y dinamicamente a alteraciones en el exceso
de nutrientes a través de la hipertrofia e hiperplasia de sus principales células
constituyentes, los adipocitos (Halberg et al., 2008). La aparicion del fenotipo del
sindrome metabdlico es provocada por el aumento de peso, especialmente en el
aumento de la acumulacién de grasa intra-abdominal, reflejado en una gran
circunferencia de cintura (Hang & Lean, 2016). El aumento en el interés hacia la
comprension del sindrome metabdlico y su base molecular, ha producido una
revolucidon en la percepcién del tejido adiposo, que ha pasado de ser identificado
como un simple depédsito de grasa a estar reconocido como un gran drgano
metabolicamente activo y el precursor de la fisiopatologia del sindrome metabdlico. El
tejido adiposo puede considerarse como un organo endocrino, que sintetiza varios
compuestos activos que pueden agruparse bajo el nombre de adipocinas (Hutley &
Prins, 2005; Ronti et al., 2006), sustancias biolégicamente activas, incluyendo las

adinopectinas y las adipocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral




alfa (TNF-a). Los niveles plasmaticos de adinopectina estan disminuidos en el
sindrome metabdlico y obesidad. Al mismo tiempo, el aumento de secrecién de TNF-a
del tejido adiposo muestra un aumento de la resistencia de insulina. Por lo tanto, la
disminucion del estrés oxidativo en el tejido adiposo puede mejorar los niveles
plasmaticos de adinopectina y TNF-a (Kobori et al, 2014). La obesidad también es un
factor de riesgo para desarrollar aterosclerosis. Por una parte este efecto, es atribuido
a la dislipidemia producida por la resistencia a la insulina que acompafa a la obesidad
(Perticone et al., 2001; Morrow, 2003), aunque también es importante la participacion
de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas que son retenidas en la tunica
intima de las arterias, contribuyendo en muchas de las etapas posteriores del
desarrollo de la placa aterosclerdtica, tales como migracion de monocitos y formacion
de células espumosas. (Libby et al., 2002). En conclusion, en la obesidad existe una
estimulacion de la gluconeogénesis y una mayor sintesis de triacilglicéridos que
inducen el desarrollo de resistencia a la insulina, diabetes mellitus 2 (DM2),
dislipidemia, hipertension arterial y/o aterosclerosis (Arner, 2003; Beltowski, 2003;
Ouchi et al., 2003).

2.2.2 Adipocinas

2.2.21 Factor de necrosis tumoral

El TNF-a es un marcador inflamatorio asociado con adiposidad y factores de riesgo
cardiovascular. Es producido por los macrofagos dentro del tejido adiposo y por los
mismos adipocitos (Nishimura et al., 2003). La evidencia sugiere que el TNF-a induce
apoptosis de adipocitos (Xydakis et al., 2004) y promueve la resistencia a la insulina
por la inhibicién del receptor de insulina (Hotamisligil et al., 1996). EI mismo TNF-a
actua de manera que suprime la expresion de muchas proteinas que son necesarias
para la captacion de glucosa, y promoviendo el efecto de la insulina en adipocitos,
estimulando los receptores de insulina, el sustrato del receptor de insulina-1 y el
transportador de glucosa 4 (GLUT4) (Stephens et al., 1997; Ruan et al., 2002a; Ruan
et al., 2002b).




2.2.2.2 Interleucina-6

Es liberado por ambos tejidos adiposos (pardo y blanco) y musculo esquelético en
humanos (Pedersen et al., 2003). Tiene una accion antiinflamatoria como inflamatoria.
El receptor IL-6 es expresado en diversas regiones del cerebro, como el hipotalamo,
en el que controla el apetito y la ingesta de energia (Stenlof et al., 2003). La IL-6 es
una adipocina que no solo participa en las respuestas de inflamacion e infeccion, sino
también en la regulacibn de procesos metabdlicos, regenerativos y neuronales
(Scheller et al., 2011), también es capaz de suprimir la actividad de la lipoproteina
lipasa. Ha sido demostrado que esta adipocina esta asociada positivamente con el
indice de masa corporal, insulina en ayunas y el desarrollo de DM2 (Pradhan et al.,
2001) y negativamente asociado con el colesterol HDL (Zuliani et al., 2007). Una
pérdida de peso inducida por la dieta en sujetos obesos reduce los niveles en suero
de TNF-a, IL-6 y leptina que estan asociados con sensibilidad a la insulina y lipidos,
mejorando el metabolismo (Halle et al., 1998). La elevacion de la IL-6 podria tener un
mayor peso especifico que el resto de marcadores inflamatorios de la fisiopatologia
del sindrome metabdlico, ya que por si sola, puede inducir resistencia a insulina,
hipertension arterial, dislipidemia, disfuncion endotelial y un estado de

procoagulabilidad (Omoigui, 2007).

2.2.2.3 Adiponectina

La adiponectina es una adipocina excretada por los adipocitos que regula el
metabolismo energético del organismo, ya que estimula la oxidacion de acidos
grasos, reduce a los triacilglicéridos plasmaticos y mejora el metabolismo de la
glucosa mediante un aumento de la sensibilidad a la insulina. Ademas, la
adiponectina inhibe las fases iniciales de la aterosclerosis, ya que reduce la expresién
de moléculas de adhesion en células endoteliales, la transformacién de macrofagos
en células espumosas, la expresion del TNF-a y la proliferacion de células de tejido
muscular liso. Diferentes estados de resistencia a la insulina, como la obesidad y la
DM2, o el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, estan asociados con una

reduccion de los valores de adinopectina plasmatica (Palomera et al., 2005).




Una de las caracteristicas mas importantes de la adiponectina es que, a diferencia de
otras adipocinas, su expresion en el tejido adiposo y su concentracion plasmatica
disminuye en individuos con sobrepeso y obesidad (Arita et al., 1999; Beltowski, 2003;
Ouchi et al., 2003), causando una disminucion en la oxidacién de acidos grasos asi
como diversas alteraciones metabdlicas. El mecanismo por el que la segregacién de
adiponectina se reduce en los individuos obesos no es conocido. Dado que la
adiponectina es estimulada por la insulina y es inhibida por el TNF-q, la resistencia a
la insulina y el incremento en la expresion de TNF-a podrian contribuir a este efecto
(Beltowski, 2003).

2.2.3 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina ocurre cuando los tejidos sensibles a la insulina pierden
respuesta a ésta. En los ensayos de sensibilidad a la insulina, la resistencia a la
misma tiene las siguientes caracteristicas: hiperglucemia e hiperinsulinemia en
condiciones de ayuno, aumento de la hemoglobina glicosilada (HbA1c), hiperglucemia
postpandrial, hiperlipidemia, deterioro en la tolerancia a la glucosa, deterioro en
tolerancia a la insulina, disminucion de la infusion de glucosa, produccion hepatica
creciente de la glucosa, pérdida de la secrecidén de la primera fase de la insulina,

hipoadiponectinemia y marcadores inflamatorios crecientes en plasma (Ye, 2013).

La resistencia a la insulina lleva a hiperinsulinemia cuando las células 3 de los islotes
pancreaticos producen una gran cantidad de insulina en un esfuerzo por controlar la
glucosa en la sangre (Ye, 2013). Con el tiempo, una incapacidad de las células
pancreaticas para producir suficiente insulina para corregir el desorden de la
resistencia a la insulina tisular, lleva a la hiperglucemia y puede manifestarse en
diabetes mellitus tipo 2 (Petersen & Shulman, 2006).

2.2.4 Estrés oxidativo y obesidad

El estrés oxidativo es definido como un desequilibrio entre la produccién de oxidantes
y la capacidad antioxidante de la célula para prevenir la lesion oxidativa. El estrés

oxidativo ha sido implicado en un gran numero de enfermedades humanas incluyendo
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ateroesclerosis, fibrosis pulmonar, cancer, enfermedades neurodegenerativas, y
envejecimiento (Cross et al., 1987; Halliwell et al., 1992). Durante la fosforilacién
oxidativa hay formacion de una pequefia cantidad de especies reactivas de oxigeno
(ERO) fisioldgicamente, sin embargo, bajo ciertas condiciones patoldgicas tales como
la sobrecarga de O,, falta de adenosin difosfato (ADP), elevados niveles de acidos
grasos libres (AGL), entre otras, incrementa la formacion de ERO, en la cadena
respiratoria mitocondrial, lo cual induce dafo a biomoléculas tales como acido

desoxirribonucleico (ADN), lipidos y proteinas (Martinez et al., 2005).

Se han ido describiendo en diversas investigaciones, una correlacion positiva entre la
baja ingesta de antioxidantes naturales y la obesidad por lo que han concluido que
existe una relacion de la obesidad y el sobrepeso, con bajos niveles plasmaticos de
antioxidantes y, por ende, que favorece el desarrollo de diversas alteraciones

metabdlicas en el organismo (Pilar et al., 2009).

La obesidad por si misma puede inducir un estrés oxidativo, el cual seria uno de los
mecanismos por el cual existe la desregulacion de las adipocinas en el sindrome
metabdlico, encontrando que en individuos sanos: 1) la acumulacién de grasa es
correlacionada con el estrés oxidativo, 2) los valores plasmaticos de adiponectina
tienen correlacion en forma inversa con el estrés oxidativo, 3) el estrés oxidativo
produce una desregulacién de las adipocinas; lo cual puede generar resistencia a la
insulina, alterar la secreciéon de las células B del pancreas y participar en los
fendmenos vinculados con el sindrome metabdlico como la diabetes y la hipertension
(Furukawa et al., 2004).

Existen otros posibles mecanismos que contribuyen al aumento del estrés oxidativo
asociado a obesidad como el aumento de la actividad de la cadena respiratoria y el
consumo de oxigeno asociado al ejercicio fisico, (Vicent et al., 2005) aumento de
peso corporal (Gallagher et al., 2005), hiperglucemia (Takeda et al., 2005) o el estado
de inflamacién crénico asociado a obesidad (Pou et al., 2007), peroxidacion lipidica
entre otros. Todos ellos en su conjunto llevan a un aumento del estrés oxidativo
asociado a obesidad. En contraste, existe una relacion inversa entre la grasa corporal,
obesidad visceral y los marcadores de defensa antioxidante en individuos obesos
(Chrysohoou et al., 2007).

11



El estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de trastornos metabdlicos,
especialmente el estado de resistencia a la insulina. Los tratamientos de reduccion de la
produccion de ERO revierten las alteraciones metabdlicas, en particular mediante la
mejora de la sensibilidad a la insulina y la disminucion de hiperlipidemia o esteatosis
hepatica (Le et al., 2014).

2.3 Compuestos antioxidantes en la salud

Los antioxidantes son sustancias quimicas caracterizadas por impedir o retrasar la
oxidacion de diversas sustancias principalmente de los acidos grasos cuyas
reacciones son producidas tanto en los alimentos como en el organismo humano, en
el cual puede provocar alteraciones fisioldgicas importantes desencadenantes de
diversas enfermedades. Otra de las funciones de los antioxidantes es facilitar el uso
fisiolégico del oxigeno por parte de las mitocondrias, ayudando a reducir los efectos
del estrés oxidativo y la falta de oxigeno, formando complejos que mitigan las
reacciones productoras de radicales oxidantes también conocidos como radicales
libres (moléculas inestables de alta energia con electrones desapareados en sus
oOrbitas exteriores, que tienden a reaccionar con otros compuestos) y por consiguiente
desempenando una funcion fundamental en la prevencion de las enfermedades
cronicas no trasmisibles (Zamora, 2007). Los flavonoides forman parte de la familia de
los polifenoles y consisten en un grupo grande de compuestos solubles en agua,
responsables de colores como amarillo y rojo en flores, frutas y hojas (Bravo, 1998).
Actualmente son considerados cada vez mas como contribuidores definidos a los
beneficios de salud. Algunas de sus aportaciones son que tienen la capacidad de
inhibir la oxidacién del colesterol LDL, la agregacion de las plaquetas y la adherencia,
asi como las enzimas implicadas en el metabolismo de lipidos y de lipoproteinas.
(Reed, 2002; Chu & Liu, 2005; Basu et al., 2010). Otras sustancias antioxidantes son
las antocianinas, que exhiben diversos beneficios potenciales para la salud en
estudios con animales y humanos, incluyendo propiedades cardioprotectoras,
antidiabéticas y antiinflamatorias (Utzschneider et al., 2004; Bell & Gochenaur, 2006;
Valcheva et al., 2007; Naruszewicz et al., 2007). Los antioxidantes han sido utilizados

ampliamente para superar los efectos del exceso de ERO en varias patologias.
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Algunos de los antioxidantes comunes utilizados son las vitaminas E y C, la coenzima

Q, el acido alfa lipoico, los licopenos y los polifenoles (Abdali et al., 2015).

2.4 Fructosa

La fructosa es un azucar simple con una férmula quimica (CgH1205) que es similar a la
de glucosa. Esta difiere de la glucosa por la presencia de un grupo ceto unido al
carbono 2 de la molécula, mientras que la glucosa tiene un grupo aldehido en el
carbono 1. En la dieta, esta es consumida en diversas cantidades en frutas, miel,
bebidas endulzadas, y como constituyente de sacarosa. La ingesta de este
monosacarido ha ido incrementado considerablemente, especialmente en la forma de
“‘jarabe de maiz alto en fructosa” (HFCS), dando un gran poder edulcorante en una
gama de alimentos procesados. En los paises desarrollados y en vias de desarrollo,
el consumo de bebidas gaseosas ha aumentado significativamente, lo que implica un
elevado consumo de este azucar simple, asociado a efectos nocivos en la salud
(Riveros et al., 2014). La fructosa posee caracteristicas metabdlicas unicas, ya que es
esencialmente absorbida y metabolizada por érganos como el intestino y el higado,
que tienen mecanismos de absorcion de glucosa independientes de la insulina (Anne
& Tappy, 2006).

2.4.1 Absorcion y metabolismo de la fructosa

En el intestino delgado, especificamente en la membrana apical del enterocito es
llevada a cabo la absorcién de fructosa, en donde esta localizado el transportador de
glucosa 5 (GLUT5), que la transporta en forma pasiva desde el lumen a la sangre
(Anne & Tappy, 2006; Douard & Ferraris, 2008). El transportador GLUT5 esta ausente
en las células B del pancreas y el cerebro, lo que indica entrada limitada de este
azucar en estos tejidos (Mayes, 1993). Otro transportador de fructosa, de baja
afinidad, es el GLUT2, que también es capaz de reconocer otros monosacaridos
como la glucosa y galactosa. Después del transporte apical mediado por GLUT2 o
GLUTS, es transportada en la membrana basolateral por GLUT2, donde

posteriormente desde la circulacion portal es llevada al higado a través de GLUT2 o
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GLUTS. La fructosa es absorbida mas lentamente que la glucosa, aunque es captada
y metabolizada de manera mas rapida por el higado. Su efecto estimulante sobre la
liberacion de insulina es inferior al de la glucosa y su captaciéon es independiente de
ésta (Riveros et al., 2014) En el higado es rapidamente metabolizada por accién de la
fructoquinasa, una enzima hepatica independiente de insulina, dando como resultado
fructosa 1-fosfato. Esta es dividida a continuacion por la accién de la fructosa-
bisfosfato aldolasa (aldolasa B) convirtiéendose en gliceraldehido y dihidroxiacetona
fosfato. Ambos productos son transformados por vias distintas en gliceraldehido 3-
fosfato. De este modo, los dos productos de la hidrélisis de la fructosa en higado
entran en la via glucolitica en forma de gliceraldehido 3-fosfato (Figura 2) (Sun &
Empie, 2012; Zago et al., 2017).

Figura 2. Metabolismo hepatico de la fructosa y glucosa. Fuente: Zago et al., 2017
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2.4.2 Daios en la salud causados por la fructosa

La prevalencia de la obesidad ha incrementado de forma paralela al consumo de
fructosa (Bantle, 2016). Se menciona que el consumo de bebidas gaseosas con
HFCS, ha demostrado estar asociado al desarrollo de insulinorresistencia (IR)
(Yoshida et al., 2007), higado graso no alcohdlico (Abdelmalek et al., 2010), diabetes
mellitus, obesidad y enfermedades cardiovasculares (Riveros et al., 2014). Evidencia
reciente en modelos animales ha mostrado que el consumo a largo plazo de fructosa
libre, glucosa y sacarosa induce sindrome metabdlico, acumulacién intrahepatica de
triacilglicéridos y acido urico, ganancia de peso, hiperglicemia, intolerancia a la
glucosa e hipertension. Asimismo, la fructosa aumenta las concentraciones de TNF-a
y activa una respuesta de estrés celular en modelos animales. Algunos de los efectos
de este azucar en la sefalizacion de insulina pueden ser similares a los de lipidos,
que estimulan la produccion de adipocinas proinflamatorias y activan respuestas de
estrés celular (Figura 3). Especificamente, las dietas con alto contenido de fructosa
aumentan la concentracion de triacilglicéridos en el plasma y estimulan la lipogénesis
de novo (LDN) a nivel hepatico. Al aumentar la LDN, es incrementada la sintesis de
apolipoproteina B (Apo B) que antecede el aumento de la sintesis de colesterol de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lo que podria provocar el aumento de las
lipoproteinas transportadoras de triacilglicéridos plasmaticos. Han descrito cambios en
otras lipoproteinas como las de colesterol HDL y LDL, que podrian relacionarse con el
desarrollo de aterosclerosis en sujetos que consumen fructosa en comparacion a
aquellos que ingieren glucosa (Riveros et al., 2014). En la Tabla 2, estan reflejados
los efectos adversos en la salud que conlleva un consumo elevado de fructosa tanto
en roedores como en humanos. Se muestra que en roedores, dietas altas en este
azucar aumentan la concentracion plasmatica de triacilglicéridos por estimulacion de
la LDN hepatica y resistencia a la insulina a nivel muscular y hepatico. Se ha
demostrado que la administracion de antioxidantes previene los efectos metabdlicos
adversos de la fructosa en roedores (Thirunavukkarasu et al., 2004; Son et al., 2005;
Armutcu et al., 2005) por lo que existe el interés de buscar alimentos que sean
fuentes importantes de antioxidantes y, de este modo crear alimentos funcionales

como alternativa a este tipo de problemas.
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Fructosa/ metabolitos
lipidicos
Proteina quinasa s Especies reactivas de
IKKB oxigeno (ROS)

Factor de Transcripcion

NFkB
Citoquina Inflamatorias —_— Estrés Celular

TNF-a /

Resistencia a la Insulina

Figura 3. Efecto del consumo alto de fructosa sobre la alteracion metabdlica.

Tabla 2. Efectos cronicos por un alto consumo de fructosa en roedores y humanos.

EFECTOS DEL ALTO CONSUMO DE ROEDORES HUMANOS
FRUTOSA

Incremento de peso y tejido adiposo * N.D.
Incremento de lipogénesis en novo * *
Incremento en plasma de + +
triacilglicéridos y C-VLDL
Resistencia a la insulina hepatica + +
Resistencia a la insulina en todo el + N.D.
cuerpo y musculos

+ +

Presion arterial elevada

N.D.= No demostrado

Fuente: Anne & Tappy, 2006
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2.5 Pastas

La pasta como alimento es consumido por su bajo costo, facil preparacion y larga vida
util. Incluso es considerada de alta calidad por ser fabricada con sémola de trigo
durum. (Kim et al., 2016), asi mismo es un alimento basico por lo que es consumido
regularmente en gran cantidad que constituye una porcion dominante de la dieta en
todo el mundo (IPO, 2014), dentro del grupo de carbohidratos, es un alimento con un
bajo indice glucémico, el consumo de estos alimentos pueden ayudar a reducir el
riesgo de enfermedades metabdlicas, como la DM2, las enfermedades
cardiovasculares y obesidad. La OMS y la Administracion de Medicamentos vy
Alimentos (FDA) consideran la pasta un buen vehiculo para la adicion de diferentes
nutrientes a la dieta, ya que puede ser enriquecida con proteina, fibra dietética,
vitaminas y minerales (Chillo et al., 2008). El almiddn es el componente principal de
la pasta (67% aproximadamente), sin embargo, la pasta es baja en proteinas (<15%)
y es relativamente deficiente en lisina, un aminoacido esencial (Doxastakis et al.,
2007). Dado a que la pasta es baja en estos nutrimentos, se han tratado de mejorar
las propiedades nutricionales de la pasta por la adicion de suplementos a partir de
diversas fuentes de alto contenido de proteinas (Prabhasankar et al., 2009).

Es ampliamente aceptado que la sémola para una mejor produccion de pasta es la
que es molida a partir de trigo durum (Tomalin, 1996). Estas pastas son normalmente
altas en almidon pero bajas en contenido de fibra dietética, minerales, vitaminas y
compuestos fendlicos. Con el fin de mejorar el valor nutricional de la pasta, varios
estudios han buscado la posibilidad de agregarle ingredientes funcionales (Bustos et
al., 2013; Fiorda et al., 2013).

El mercado de pastas alimenticias presenta un crecimiento acelerado, segun la
International Pasta Organisation (IPO), México es el décimo productor de pasta a nivel
mundial, el consumo de este producto a nivel nacional aun esta por debajo de paises
como ltalia, que es el mayor consumidor con 26 kilos per capita. Mientras tanto en

México se tiene una produccion de 330,000 toneladas y un consumo per capita de 2.7
kg.
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2.5.1 Pastas como alimento funcional

Los alimentos funcionales han ganado gran importancia recientemente en respuesta a
la problematica de salud en los paises en desarrollo. A medida que aumentan los
costos de atencion médica y la expectativa de vida media, la poblacion ha buscado
maneras de ser mas saludables y desarrollar una mejor calidad de vida (Martirosyan
& Singh, 2015). Dentro de las mas grandes preocupaciones de salud, hoy en dia, son
la obesidad y el sobrepeso, asi mismo, la presién arterial y el colesterol que también
han alcanzado dimensiones de la pandemia, lo que pone en gran preocupacion los

riesgos de enfermedades cardiovasculares (Bleiel, 2010).

La pasta por su larga vida util y bajo costo, asi como el hecho de que es consumida
por personas de todas las edades y de todos los ambitos de la vida, hacen de este un
producto adecuado para enriquecerse con ingredientes funcionales de diversos tipos
y origenes (Bustos et al., 2015). La pasta es considerada una matriz muy buena para
estabilizar fitoquimicos que de lo contrario en vegetales frescos son facilmente
degradados durante el almacenamiento y transporte (Jin et al., 2014). Por todas estas
caracteristicas mencionadas anteriormente de la pasta, ha sido evaluada por ser

considerada una buena base alimenticia para un alimento funcional.

Gull et al. (2016) evaluaron el efecto de la fibra de algarroba en propiedades de la
pasta (firmeza, color, tiempo de coccién, analisis sensorial y propiedades
antioxidantes), sustituyendo el trigo de la pasta en diferentes cantidades por fibra de
algarroba, como resultado obtuvieron poco efecto sobre la aceptabilidad general de la
pasta, sin embargo aumentd significativamente su contenido de fenoles totales asi
como la actividad antioxidante. Otro estudio realizado por Merendino et al. (2014)
evaluaron el efecto biolégico hipotensor in vivo mediante las respuestas antioxidantes
que contienen los brotes de trigo sarraceno sustituyendo harina de este (30%) por
sémola de trigo en una pasta. Los resultados mostraron que el trigo sarraceno, mejoré
los niveles plasmaticos de vasodilatadores y un nivel mas bajo de vasoconstrictores
asi como una mejor capacidad antioxidante. Por lo que estos datos sugieren que la
pasta con trigo sarraceno puede ayudar a reducir la hipertension y el estrés oxidativo

in vivo.
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2.6 Oxalis tuberosa

La regién andina es conocida por su gran diversidad de raices y tubérculos, que son
consumidos por la poblacion como alimentos basicos debido a su alto contenido de
hidratos de carbono, especialmente almidén. Ejemplos de raices andinas y tubérculos
son maca (Lepidium meyenii W.), olluco (Ullucus tuberosus Caldas), mashua
(Tropaeolum tuberosum Ruiz y Pavén), Papa (Solanum tuberosum), zanahoria
peruana (Arracacia Xanthorrhiza) y la oca (Oxalis tuberosa Molina) (Yamani et al.,
2013).

Oxalis tuberosa (Figura 4) comunmente conocida como "oca", es una de las primeras
dos docenas de cultivos domesticados en los Andes centrales (Emeshwiller, 1998).
Segun el Consejo Nacional de Investigacion de Estados Unidos, la oca tiene un valor
nutricional igual o mejor que la papa (Solanum tuberosum). En promedio, la oca
contiene 84,1% de agua, 1,1% de proteina, 0,6% de lipidos y 14% de carbohidratos
(Gross et al., 1989). Los tubérculos pueden agruparse en ovoides, claviformes y
cilindricos; en cuanto a sus colores, existen tubérculos blancos, cremas, amarillos
anaranjados, rojizos, violetas oscuros y hasta morados (Figura 5) (Cardenas, 1950).
Dentro de las variedades de la oca, estan reconocidas tres formas basicas: alba, flava
y roseo violacea a negra: albas: son las ocas blancas, flavas: las ocas amarillas
claras, pigmentadas, de pigmentos o flavonas de color amarillo intenso y las
anaranjadas, con pigmentos de caroteno; roseo violaceas: son pigmentadas con
antocianinas y de colores rosa claro, violeta muy oscuro hasta negro. (Tapia & Fries,
2007).

Figura 4. Oxalis tuberosa
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Figura 5. Diversidad de Oxalis tuberosa

2.6.1 Composicién quimica y nutricional de Oxalis tuberosa

La oca es considerada una buena fuente de calcio y hierro, en segundo lugar, en
contenido antioxidante después de la mashua (Tropaeolum tuberosum) continuando con
la papa (Solanum tuberosum) y el ulluco (Ullucus tuberosus). Ademas, han encontrado
cantidades significativas de fructooligosacaridos en la oca (Flores et al., 2003; Campos
et al., 2006; Jiménez et al., 2015). Para la parte comestible de la oca, por 100 g de
material fresco, valores de energia 61 kcal; humedad 84,1 g; proteina 1,0 g; grasa 0,6 g;
fibra 1,0 g; carbohidratos 13,3 g y cenizas 1,0 g (Ledn et al., 2011). En la Tabla 3 se
muestra el contenido nutricional. El tubérculo oca es utilizado en la medicina tradicional
popular de la regién andina para aliviar las ulceras cutaneas y recuperacion post-parto.
Le atribuyen a las ventajas de que pueden estar relacionados a la diversa gama de
fitoquimicos presentes en los tubérculos (Chirinos et al., 2009). La oca contiene
cantidades significativas de compuestos fendlicos. Estos proporcionan importantes
propiedades sensoriales a los alimentos, que son las responsables del color, olor y sabor
de muchas plantas, y también pueden desempefar un papel importante en la prevencion
de diversas enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Ross & Kasum, 2002;
Tsa & Deng, 2004).
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Tabla 3. Composicién Nutricional de Oxalis tuberosa fresca, asoleadas y deshidratadas.

PARAMETROS OCA DESHIDRATADA OCA DESHIDRATADA
FRESCA 80°C ASOLEADA 80°C

Humedad

(%) 80.1 15.1 51.0 13.0

Ceniza (%) 3.9 7.3 4.3 8.1

Azlcares

totales (%) 141 59.1 36.4 61.8

Azlcares

Reductores 4.7 21.9 211 34.6

(%)

Azlcares no

reductores 94 37.2 15.6 27.2

(%)

Fibra (%) 0.8 6.8 3.0 7.3

Proteina (%) 1.1 8.6 5.3 9.8

pH 454 6.30 5.70 6.0

Almidon (%) 10.6 23.7 7.2 17.4

Acido

oxalico 135 314 72 54 .4

mg/100g

Acido

ascorbico 187.19 71.93 65.34 41.96

mg/100g

Fuente: Cajamarca, 2010
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2.7 Estudios in vivo en ratas Wistar

Los estudios en modelos animales constituyen una valiosa herramienta para
comprender los procesos fisiopatoldgicos asociados al sindrome metabdlico, sus
caracteristicas histolégicas y evaluar nuevas terapias. Los estudios en roedores se
han desarrollado teniendo en cuenta su similitud biolégica con el hombre y el
conocimiento acumulado que se tiene de esta especie desde el punto de vista
genético, molecular, y enzimatico, lo cual facilita la interpretacién de los resultados y
la interpolacion con el hombre (Gdénzalez et al., 2015). Rattanavichit et al. (2016)
comprobaron en su estudio, que la ingesta de fructosa induce multiples alteraciones
metabdlicas en ratas, incluyendo hipertension, hiperinsulinemia, intolerancia a la
glucosa y resistencia a la insulina en el musculo esquelético. Por lo que esta el interés
en la busqueda de alternativas para la intervencién en la mejora de estas multiples
alteraciones metabdlicas en ratas. Vasdev et al. (2002) mencionan que tratamientos

con antioxidantes han demostrado reducir la presion arterial en ratas hipertensas.

La actividad antioxidante en el ciego es incrementada en ratas alimentadas con
comida experimental con respecto a la dieta control, de tal modo que los
componentes de la fibra dietética y compuestos fendlicos contenidos en el yacén
(Smallanthus sonchifolius) y oca (Oxalis tuberosa) producen efectos que contribuyen
a la salud intestinal de los animales de experimentacion (Jiménez et al., 2015).

Paulin. (2016), utilizd cascara de Oxalis tuberosa con capacidad antioxidante, que
mostré reduccion en la formacién de acrilamida en productos de panificacion tipo
dona; en dicha investigacion estos productos de panificacion no mostraron diferencia
en contenido nutrimental (energia), sin embargo, a la adicién de harina de cascara de
Oxalis tuberosa, se obtuvo una dona con mayor contenido de fibra en comparacién a
una dona estandar, lo que la hace excelente fuente de ésta, ademas de elevar su
valor nutricional por presentar actividad antioxidante. Para dicho estudio fueron
utilizados como modelo animal, ratas Wistar hembra, en las cuales se mostré una
disminucién en lesiones a nivel hepatico y cerebral, en comparacion al tratamiento

gue consumia donas estandar.
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3 JUSTIFICACION

En la actualidad existe un gran impacto de enfermedades cardiovasculares y diabetes
tipo Il en la poblacion humana, que inician por mostrar un conjunto de anormalidades
metabdlicas que recibe el nombre de sindrome metabdlico, el cual es promovido con
relacion a los habitos dietéticos y estilo de vida como factores principales, es
importante mencionar que en cuanto a los habitos dietéticos, la poblacion lleva una
dieta arriba de los requerimientos necesarios incluyendo alimentos altos en grasa y

azucar, junto con un estilo de vida sedentario.

Un estilo de vida saludable en conjunto a una dieta equilibrada conllevara a una
prevencion primaria, eliminando el riesgo de enfermedades cardiovasculares. En la
actualidad esta el interés en incluir alimentos funcionales que ayuden a este tipo de

prevenciones y por lo tanto que sean incluidos en la dieta.

Por lo tanto, en el presente estudio se evaluan los beneficios a la salud que puede
aportar el tubérculo Oxalis tuberosa en un alimento funcional utilizando como base
una pasta alimenticia, siendo una alternativa el uso de la harina del tubérculo por sus
compuestos bioactivos, que puedan demostrar en un modelo animal su funcionalidad

con respecto a la disminucion o prevencion de marcadores del sindrome metabdlico.
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4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las propiedades nutricionales de una pasta enriquecida con harina de Oxalis
tuberosa y su efecto sobre los marcadores del sindrome metabdlico inducido en ratas
Wistar hembra, mediante la medicion de parametros bioquimicos y valoracion

histopatoldgica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar la composicion de una pasta enriquecida con el tubérculo
Oxalis tuberosa, con los parametros quimico-proximales por medio de técnicas y
métodos especificos para obtener informacion de las propiedades vy

funcionalidades de la pasta.

. Comparar valores bioquimicos como glucosa, colesterol, triacilglicéridos y
acido urico en los grupos de experimentacion para comprobar las propiedades

funcionales del alimento.

o Relacionar parametros morfométricos como peso, circunferencia abdominal
e indice de masa corporal para analizar el estado nutricional de los grupos de

experimentacion.

o Identificar los cambios histopatolégicos en higado, intestino, rifidn,
pancreas y corazén, para observar efectos de las pastas en los 6rganos de las

ratas Wistar con y sin induccion a sindrome metabdlico.
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5 HIPOTESIS

El enriquecimiento de una pasta con harina de Oxalis tuberosa actuara como un
alimento funcional y contrarrestara o disminuira las alteraciones metabdlicas en el

desarrollo de sindrome metabdlico inducido en un modelo animal.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Materias primas

El tubérculo Oxalis tuberosa fue adquirido del municipio de Acaxochitlan, Hidalgo con
coordenadas 20° 9" 30" N, 98° 12' 8" P. La sémola de trigo (Elizondo) para la
elaboracion de la pasta fue obtenida de la central de abastos del municipio de
Tulancingo de Bravo, Hidalgo con coordenadas 20° 05’ 09" N, 98° 21" 48" O.

6.2 Obtencion de la harina de Oxalis tuberosa

Para la obtencion de la harina, del tubérculo Oxalis tuberosa, primero fue pesado y
lavado correctamente con agua y jabon y posteriormente cortado con un pelador para
obtener rebanadas finas de 1mm, las cuales fueron colocadas en una charola con
papel encerado para deshidratarlas en un horno, marca Luckie San Juan, a 60°C, a
continuacion fueron molidas con una licuadora marca Black-decker, modelo
BL1000RG, finalmente la harina obtenida fue tamizada con un colador de malla 8xx

fina de acero inoxidable. Alimacenada en bolsas de polietileno para evitar la humedad.

6.3 Elaboracion de pastas con harina de Oxalis tuberosa

La formulacién de la pasta es con 50% de harina de sémola de trigo y 50% de harina
de Oxalis tuberosa, dichas formulaciones fueron utilizadas ya que investigaciones
previas muestran buenos resultados utilizando dicha formulacion. Los 100 g de ambas
harinas fueron mezcladas agregando agua, por consiguiente fueron amasadas
durante 15 min, posteriormente fueron laminadas y por ultimo colocadas sobre papel
encerado dejando secar por 24 h (Merendino et al., 2014; Vicente, 2016). El proceso
de laminado fue realizado con una laminadora de pastas manual, marca Atlas 150

Wellnes.
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6.4 Analisis quimico proximal

Los analisis quimicos proximales de la pasta enriquecida con harina de Oxalis
tuberosa fueron realizados por medio de los métodos oficiales de la AOAC (1995):
Humedad: Método indirecto (AOAC 925.10, 1990), Cenizas: Método de incineracion
(AOAC 923.03, 1990), Grasa: Método de Soxhlet (AOAC 985.15, 1990), Fibra:
Método de fibra (AOAC 920.86, 1990) y Proteinas: Método de Kjeldahl (Pearson 7.2,
1993).

6.5 Determinacion de fenoles totales

Para la determinacion de fenoles totales fue utilizado el reactivo Folin-Ciocalteu,
siguiendo la técnica de Singleton y Ross (1995) con modificaciones en las cantidades
de los reactivos. Las muestras fueron preparadas colocando 1.58 mL del extracto
diluido obtenido de la muestra de la pasta en tubos de ensayo, adicionando 100 ul del
reactivo Folin-Ciocalteu, la mezcla se realizé con un vortex, dejando un reposo de 6
minutos, posteriormente fueron afadidos 300 ul de solucion de carbonato de sodio
(Na2CO3) al 20%, dejando en reposo 15 minutos a 50°C, finalmente para la medicion,
la lectura fue por medio de un espectrofotometro (OPTIMA SP-3000 nano), a 765 nm.
Los resultados fueron expresados en mg Eq. de acido galico/g de muestra. Se realizo
una curva de calibracion preparando una solucion de acido galico a una concentracion
de 20 pg/mL, realizando disoluciones con las siguientes concentraciones 0, 0.5, 1,
1.5, 2.5y 5 mg/L (Paulin, 2016).

6.6 Determinacién de porcentaje de inhibiciéon por el radical
DPPH

La determinacion del porcentaje de inhibicion por el radical fue realizada por medio de
la técnica establecida por Brand-Williams et al. (1995). Para dicha técnica primero fue

preparado el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) a 0.1 mM diluyéndolo en
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metanol al 80%, estabilizado el radical a una absorbancia de 517 nm; a partir de esta
solucién, fueron preparadas cinco disoluciones de un volumen de 10 mL en
concentraciones de 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1 mM; y finalmente fue preparado un
blanco que unicamente contenia 10 mL de disolvente, para medirse las absorbancias
de estas disoluciones a una longitud de onda de 517 nm y asi realizar la curva de
calibracion.

Para medir la actividad antioxidante de los extractos obtenidos fueron colocados en
tubos de ensayo, 2 mL de la disolucién de DPPH 0.1 mM, afiadiendo 0.5 mL de cada
uno de los extractos, obtenidos con una absorbancia de 517 nm, cada 10 min en un
lapso de 60 min, midiendo el porcentaje de inhibicién 50% considerando asi la
existencia de un efecto antioxidante (Paulin, 2016). La actividad del radical es

cuantificada en términos de porcentaje de inhibicion.

6.7 Determinacién de porcentaje de inhibicion por el radical
ABTS

La actividad antioxidante fue determinada por la inhibicion del radical Acido 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) para evaluar la capacidad de los
compuestos fendlicos y captar los radicales libres, segun la técnica descrita por Re et
al. (1999) con modificaciones; se prepard una solucion del reactivo ABTS a 7 mM
dejandola reaccionar con 13.2 mg de K;S;0g al 2.45Mm, durante 30 min, medida con
una absorbancia de 732 nm. Se realizd una curva estandar utilizado trolox como
antioxidante de referencia a diferentes concentraciones; 0 a 500 pmol ET/L
obteniendo una R?*= 0.9758. Obtenida la solucién, es disuelta con etanol al 100%
hasta obtener una absorbancia de 0.7 nm, posteriormente se toman 1450 pl de la
solucion ABTS y 50 ul de la muestra, por ultimo se midié la absorbancia, posterior a
los 30 minutos de reposo. Los resultados fueron expresaron en porcentaje de

inhibicion de la formacion de radicales ABTS.
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6.8 Modelo animal

Para la parte experimental in vivo fueron utilizadas 24 ratas hembra, de la cepa
Wistar, con una edad de 8 semanas con peso promedio de 160 g, proporcionadas por
el Bioterio de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. Estuvieron en
condiciones controladas, tal como lo marca la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999. Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio. Es decir, con temperaturas de 18 a 26°C, humedad de 40-
70% y 12 horas luz /12 horas oscuridad. Todas las ratas tuvieron acceso ad libitum a

agua y alimento.

6.8.1 Evaluaciones a los grupos experimentales

Las 24 ratas hembra Wistar, fueron divididas en 5 grupos; 4 grupos con 5 ratasy un
grupo con 4 ratas, de forma aleatoria, marcadas de la cola para ser distinguidas
(Tabla 4), la fase experimental fue durante un periodo de 2 meses, con una

adaptacion de dos semanas.

6.8.1.1 Evaluacion de metabolitos séricos

Fueron evaluados metabolitos séricos de glucosa una vez a la semana con un
glucometro Contour TS (Figura 6), el perfil lipidico de colesterol y triacilglicéridos
fueron tomados en la semana 4 con un monitor sanguineo Accutrend Plus (Figura 7),
la muestra de sangre para dichas mediciones fue obtenida en condiciones de ayuno y
mediante una puncion en la cola de cada rata y al final del experimento fueron
realizados estudios bioquimicos de perfil lipidico completo (colesterol total, C-HDL, C-
LDL, C-VLDL vy triacilgliceridos) y acido urico, para el cual primero fue la recoleccion
de la muestra de sangre antes del sacrificio de forma intracardiaca, las muestras
fueron colocadas en un tubo BD vacutainer para suero con activador de coagulacion,
posteriormente fueron almacenadas en un refrigerador a una temperatura de 4 a 8°C.

Por consiguiente las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpom durante 10 min para
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separar el suero del coagulo, por ultimo se utilizé el método de espectrofotometria

para el analisis de dichas muestras, obteniendo los resultados de forma automatizada.

Figura 6. Monitor sanguineo y tiras reactivas para monitoreo de glucosa.

Figura 7.Monitor sanguineo Accuntred plus para determinar colesterol y triacilglicéridos.
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6.8.1.2 Determinacién de indice aterogénico y cardiaco

Fue determinado el indice aterogénico, el cual es la relacién de colesterol total con el

colesterol HDL, usando la siguiente formula (Harnafi et al., 2008).

indice aterogénico = (Colesterol total (mg/dL) - HDL-C (mg/dL)) /HDL-C (mg/dL)

Mientras que para el indice cardiaco fue utilizada la siguiente férmula (Adeneye et al.,
2010).
indice cardiaco = Colesterol total (mg/dL)/HDL-C (mg/dL)

6.8.1.3 Evaluacion nutricional — morfometria

Para la evaluacion del estado nutricional de las ratas hembra de la cepa Wistar fueron
utilizados parametros morfométricos, tales como peso el cual fue evaluado una vez a
la semana con ayuda de una bascula marca AE Adam, circunferencia abdominal y
longitud de nariz—ano con una cinta métrica y para determinar el indice de masa
corporal (IMC) fue utilizada la siguiente formula:
IMC= Peso (g)/ Longitud (cm?)

Con respecto a la alimentacion, fue llevado a cabo un monitoreo del consumo de
alimento, alimentandolos con una cantidad de 20 g por rata y de agua alta en fructosa,
preparada para el primer mes al 10% y al segundo mes al 20%, con la finalidad de

tener una progresion en los sintomas del sindrome metabdlico.
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Tabla 4. Grupos de ratas Wistar hembra con diferentes dietas.

GRUPOS CANTIDAD DE ALIMENTACION
RATAS

Control + t
c:rrl‘t:c?l pasta 4 Dieta esct:irrl?;rl + pasta
(CPC)
Control + pasta
enriquecida con 5 Dieta estandar + pasta
Oxalis tuberosa Oxalis tuberosa
(CPOT)
Induccién a sindrome
metabdlico + pasta 5 Dieta estandar + pasta
control control + agua con fructosa
(IPC)
Induccién a sindrome
metabdlico + pasta Dieta estandar + pasta
enriquecida con 5 Oxalis tuberosa + agua con
Oxalis tuberosa fructosa
(IPOT)
Induccién a sindrome Diet tandar +
metabélico 5 ieta estandar + agua con

(1)

fructosa

6.9 Estudios histopatolégicos

6.9.1 Sacrificio de animales y recoleccion de las muestras

Una vez terminada la fase experimental, el sacrificio de las ratas Wistar hembra, fue

mediante dislocacion cervical siguiendo las recomendaciones por parte del Comité de

Etica de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. Posterior a la eutanasia fue
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realizada una necropsia con una incision en la linea media y se extrajeron los 6érganos

de interés; higado, rifidn, intestino, corazon y pancreas. Al momento de extraer los



organos, fueron lavados y colocados en formalina al 10% en solucidon acuosa,

bufferada con fosfatos, en la que se dejaron fijar por lo menos 24 h (Paulin, 2016).

Con respecto a la evaluacion de la morfometria de érganos, antes de la preparacion
de las muestras histologicas, se llevo a cabo el pesaje de 6rganos; corazon e higado
con ayuda de una balanza de precisién Marca Velab, modelo ES-100H.

El proceso para la preparacion de las muestras histoldégicas y su posterior
observacion, interpretacion y registro fotografico, fue llevado a cabo en el Laboratorio
de Histologia e Histopatologia del Instituto de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo.

6.9.2 Método por inclusién en parafina

Para la preparacion de las muestras histologicas de los érganos; higado, rifion,
intestino, corazon y pancreas, se utilizd este método con el fin de obtener cortes
delgados para su observacion al microscopio. Para que el tejido pudiese ser infiltrado

en parafina paso antes por los siguientes tratamientos (Prophet & Mills, 1995):

Lavado: En agua destilada para eliminar el exceso de fijador y asi evitar la formacion
de cristales. Deshidratacion: ElI agua que contienen los tejidos es extraida
gradualmente por medio de inmersiones en concentraciones crecientes de etanol,
desde 60 hasta el 100%. Aclaramiento: El etanol presente en los tejidos debe ser
sustituido por xileno, benceno o tolueno, convirtiéndose las muestras traslucidas. Esto
es realizado por medio de dos o0 mas inmersiones de la muestra en el reactivo.
Infiltracién: Las muestras son colocadas en recipientes que contienen parafina para

uso histoldgico, a 60°C.

Estos tratamientos fueron realizados por medio de un procesador automatizado de

tejidos, (Marca: Microm, Modelo TP1020) mejor conocido como histokinette (Figura 8).

33



Figura 8. Procesador automatizado de tejidos.

-Inclusién: La muestra infiltrada, fue colocada en un recipiente cubico obteniendo un
bloque de parafina con ayuda de un dispensador de parafina.

-Corte: El bloque de parafina con la muestra del tejido fue cortado con ayuda de un
micrétomo (Marca Leica, modelo RM2125RT), en rebanadas de 6 um de espesor
(Prophet & Mills, 1995) (Figura 9).

Los cortes obtenidos fueron extendidos sobre agua destilada con grenetina, a 37°C,
en un bafo de flotacion de tejidos (Marca Premier, modelo XH-1001) para facilitar la

adhesion al portaobjetos (Figura 10).
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Figura 9.Micrétomo.

COLORACION

Los cortes obtenidos fueron desparafinados y coloreados por el método de
Hematoxilina- Eosina, la cual emplea dos colorantes (Prophet & Mills, 1995):
Hematoxilina: Colorante que confiere un tono azul a purpura intenso, colorea los
componentes nucleares, por la presencia de acidos nucleicos (Prophet & Mills, 1995).
Eosina: Colorante acido que produce un matiz rozado-naranja o rojo a los
componentes citoplasmaticos, asi como la colagena, fibras musculares y elementos
que no captaron hematoxilina (Prophet & Mills, 1995).

Para la aplicacion de este método fue empleado un tren de tincidn, el cual consiste en
varios recipientes, las laminillas fueron colocadas en canastillas para sumergirse en
los siguientes reactivos de forma secuencial; Xileno, alcohol del 100, 95, 80 y 75%,

agua destilada, hematoxilina, agua corriente, alcohol acido, agua corriente, agua
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amoniacal, agua corriente, agua destilada, alcohol al 80%, eosina, alcohol al 95 y al
100% vy xileno (Prophet & Mills, 1995).

Figura 10. Bafio de flotacién de tejidos.

MONTAJE

Paso final en la preparacion de la muestra, la cual, una vez coloreada, fue colocada
una gota de resina sobre el tejido y cubierta con un cubreobjetos, después se dejo
secar por 24 h para su observacion al microscopio sin dafiar el tejido (Figura 11)
(Prophet & Mills, 1995).

6.7.3 Observacion, analisis y captura de imagenes

Las preparaciones histologicas resultantes fueron observadas y analizadas con un
microscopio compuesto de campo claro, marca Motic, modelo BA210, con oculares de
10x y objetivos de 4x, 10x, 40x, y 100x (Figura 12). Las imagenes seleccionadas
fueron capturadas con una camara digital, marca Moticam, modelo 2300 de 3.0 Mpx
mediante el software Motic-lmagines Plus 2.0 M2, instalado en una computadora
marca Pavilion t530m con 1 Gb de RAM.
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Figura 11. Montaje de la muestra.

Figura 12. Microscopio compuesto de campo claro.
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7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron integrados en una base de datos para posteriormente ser
analizados. Fue utilizado el paquete estadistico IBM SPSS Statistics.

Para el analisis de los resultados; quimico proximal, actividad antioxidante, perfil
lipidico completo y acido durico fue realizando una ANOVA con un disefio
completamente al azar. Mientras tanto para el analisis de los demas resultados se

realizé con una comparacion de medias utilizando el método Tukey (p< 0.05).
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8 RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Analisis quimico proximal

Los resultados obtenidos del analisis quimico proximal de la pasta enriquecida con un
50% de harina de Oxalis tuberosa y 50% de sémola de trigo son mostrados en la
Tabla 5. En los datos obtenidos puede observarse que dicha pasta tiene un mayor
contenido en el porcentaje de fibra (5.948%+0.69) asi como de proteina
(10.31%x0.07) en comparacion a la informacion nutricional de la pasta control
mostrando un contenido menor tanto en fibra como en proteina. En cuanto al
contenido de grasa en ambas pastas no existe una diferencia numérica, ya que los
valores de ambas pastas, no se encuentran por arriba de 1g/100g. Con respecto al
alto contenido en hidratos de carbono (70.87%+0.24) que presentd la pasta con
Oxalis tuberosa, es dado a que la pasta fue enriquecida con este tubérculo,
Cajamarca (2010) menciona que la oca es buena fuente de energia debido a su

contenido de carbohidratos, como en todos los tubérculos.

Tabla 5. Informacién nutricional de pasta enriquecida con harina de Oxalis tuberosa y

pasta control.

PRODUCTO ENERGIA PROTEINA GRASA FIBRA HIDRATOS DE

CARBONO
(KCAL) (g/100g) (g/100g) (9/100g) (9/100g)
Pasta con
Oxalis 334.2+1.36 10.31+0.07 1.04+0.19 5.94+0.69 70.87+0.24
tuberosa
Pasta 173 6 1 2 35
control

*Valores de pasta con Oxalis tuberosa fueron por triplicado*Pasta control: valores obtenidos de la etiqueta

nutricional del producto.

Vicente (2016), menciona que la composicion quimica proximal de la harina nativa de

Oxalis tuberosa reflej6 ser una materia prima que posee propiedades nutritivas
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reportando valores de fibra 2.19+£0.04 y proteina 12.59+0.33, mientras que en la
presente investigacion con respecto al contenido de fibra fue mayor, por lo que al
utilizar un 50% de harina de Oxalis tuberosa para la elaboraciéon de una pasta, las
cualidades nutricionales del tubérculo no se vieron afectadas. Por otra parte, Gull et
al. (2016) muestran valores de una pasta funcional con orujo de uva, obteniendo de
proteina 10.16+0.85, fibra 3.20+0.24 y grasa de 6.00£0.42, por lo que su contenido de
fibora y proteina es relativamente menor mientras que el contenido de grasa es

superior al obtenido en la pasta con Oxalis tuberosa de la presente investigacion.

8.2 Capacidad antioxidante

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos de la actividad antioxidante asi como el
contenido de fenoles totales en los cuales puede observarse que no disminuyeron
drasticamente, haciendo la comparacién de una pasta con 100% harina de Oxalis
tuberosa a una con el 50% de ésta. Al realizar la comparacién con respecto a una
pasta control, puede destacarse que estos valores son mayores en la pasta
enriquecida con Oxalis tuberosa, mostrando una actividad antioxidante con porcentaje
de inhibicion por DPPH de 58.21% y por ABTS de 47.48%, en cuanto al contenido de
fenoles totales fue de 1.46 mg Eq. de acido galico/g de muestra, lo cual le da mayor

aporte nutricional al producto obtenido.

Los resultados de la actividad antioxidante y fenoles totales de la pasta enriquecida
con 50% harina de Oxalis tuberosa son similares a los que reportan Merendino et al.
(2014), reportando en una pasta con harina de trigo sarraceno un porcentaje de
inhibicién por DPPH del 60%, en cuanto al contenido de fenoles totales fue de 2.3 de
mg Eq. de acido galico/g de muestra. Mientras que Gull et al. (2016), que obtienen en
su pasta con orujo un porcentaje de actividad antioxidante de 38.45% por DPPH y
fenoles totales de 0.67 de mg Eq. de acido galico/g de muestra, valores que estan por
debajo a lo que presenta la pasta con Oxalis tuberosa lo cual es interesante, ya que
ellos concluyen que su pasta con estos valores es un producto con una buena fuente
de compuestos fendlicos. Asi mismo en otro estudio realizado por Lorusso et al.
(2017), evaluaron las propiedades nutricionales de la harina nativa y fermentada de

quinoa en una pasta, encontrando una capacidad antioxidante por el método DPPH,
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un porcentaje de inhibicion de 26 y 35%, respectivamente, por lo que dedujeron que
su pasta con harina de quinoa fermentada obtuvo mayor actividad antioxidante y que
su producto final con esta harina le dio mayor calidad nutricional, asi como un alto
potencial antioxidante, sin embargo, cabe resaltar que estos valores también estan
por debajo a lo que presentd de actividad antioxidante la pasta con Oxalis tuberosa de

la presente investigacion.

Tabla 6. Capacidad antioxidante y contenido de fenoles de dos pastas con 50 y 100%
de harina de Oxalis tuberosa.

DPPH % de ABTS% de FENOLES
inhibicion inhibicion TOTALES
(mg Eq. de

acido galico/g
de muestra)

Pasta Oxalis

tuberosa 58.21% 47 .48%2.40 1.46+0.001
(50%)

Pasta Oxalis

tuberosa e 3.28+0.016

Pasta Control 815% 0.34+0.007

Valores determinados por triplicado.

Retomando las investigaciones anteriormente mencionadas, es importante resaltar
que el tubérculo Oxalis tuberosa en comparacion a otros alimentos, como la quinoa y
el orujo, su capacidad antioxidante es mayor, lo cual es interesante, relacionandolo
con lo reportado por Ganesan et al. (2008) los compuestos fendlicos poseen actividad
biolégica como actividad antioxidante. Asi mismo Kruger et al. (2014) reportan los
beneficios de los flavonoides de frutas y vegetales, incluyendo proantocianidinas y
antocianinas, demostrando ser protectores contra muchos factores de riesgo

cardiovascular
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8.3 Parametros bioquimicos de perfil lipidico, acido urico y

glucosa

Los resultados analizados del perfil lipidico estan reportados en la Tabla 7, en la cual
puede observarse que los niveles de colesterol total, C-VLDL, C-LDL vy triacilglicéridos
dentro de los grupos con induccion, el grupo IPOT fue el que obtuvo valores mas
bajos. Con respecto a la relacion con el efecto de la fructosa, puede observarse que
en los resultados de los grupos con induccién al sindrome metabdlico, el grupo |y el
grupo IPC mostraron valores mayores a 93 mg/dL en triacilglicéridos; asi también
fueron obtenidos valores mas altos en colesterol total, C-LDL y C-VLDL. En
correlacion a los resultados de los grupos con induccién, cabe mencionar que con
respecto al grupo IPOT, los componentes bioactivos de la Oxalis tuberosa tuvieron
impacto en mantener en intervalos normales ciertos parametros lipidicos. En relacion
a los valores obtenidos en el presente trabajo del C-HDL, estan dentro de los
parametros normales. En cambio puede observarse que los niveles de acido urico en
todos los grupos, estan elevados; cabe mencionar que este valor fue tomado como
indicador dentro de los parametros de alteracion para el desarrollo del sindrome
metabdlico en ratas, por la relacidn que hace Hallfrisch (1990) resaltando que la
fructosa es unica entre los azucares, ya que también da como resultado una marcada
sintesis de acido urico; este efecto es secundario a la fosforilacién de la fructosa por
la fructocinasa, que usa adenosin trifosfato (ATP) como donador de fosfato. La
acumulacion de fructosa-1-fosfato causa el agotamiento del ATP hepatico y aumenta

la degradacion de nucledtidos a acido urico.

Con respecto a la dislipidemia reflejada en el presente trabajo, Hallfrisch (1990)
menciona que el consumo de fructosa es capaz de producir hipertriacilgliceridemia, ya
que ésta es mas lipogénica que la glucosa y generalmente causa mayores
elevaciones de triacilglicéridos lo que, a su vez, aumenta el contenido intramiocelular
de triacilglicéridos en el musculo esquelético, provocando resistencia a la insulina. Asi
mismo existe relacién entre la peroxidacion lipidica y las ERO elevadas que han sido
identificadas como factores de la disminucion en la defensa antioxidante (Silva et al.,
2016), lo que también es relacionado a una alteracién en los parametros del perfil

lipidico. De igual manera Mayes (1993) reporta que los triacilglicéridos pueden
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empaquetarse con apo B y secretarse al plasma en forma de particulas de C-VLDL,
relacion reflejada en los resultados en el grupo IPC, en donde los niveles de
triacilglicéridos son mayores y por tanto también el C-VLDL.

Como se menciond anteriormente el efecto de Oxalis tuberosa se vio reflejado en los
resultados del grupo IPOT, haciendo referencia a esto, Schroeter et al. (2002) refieren
que los compuestos fendlicos que actuan como antioxidantes pueden funcionar como
terminadores de cadenas de radicales libres y como quelantes de iones metélicos
activos redox que son capaces de catalizar la peroxidacion lipidica. Los antioxidantes
fendlicos interfieren con oxidacion de lipidos y otras moléculas por la rapida donacion
del atomo de hidrégeno a los radicales ROO- (Balsano & Alisi, 2009). En un estudio
realizado por Qin & Anderson (2012) obtuvieron resultados similares, en dicho estudio
evaluaron la actividad antioxidante del extracto de chokeberry durante 6 semanas, en
ratas alimentadas con una dieta rica en fructosa, con valores reducidos de glucosa en
ayunas, insulina en plasma, triacilglicéridos, colesterol total, C-LDL y concentraciones

plasmaticas de acidos grasos no esterificados (NEFA).
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Tabla 7. Perfil lipidico y acido urico en los grupos de ratas Wistar hembra.
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo control
Induccién induccion induccion control pasta pasta control
()] pasta pasta Oxalis (CPC)
Oxalis control tuberosa
tuberosa (IPC) (CPOT)
(IPOT)
COLESTEROL INICIAL
(mg/dL) 154+ 2.8 15344.2 157.546.3 114.5+62.9 160.54+6.3
COLESTEROL FINAL
(mg/dL) 92.9+17.6 70.1£5.0 75.5+8.4 67.9113.6 66.8+2.1
C-VLDL (mg/dL)
19.9+44.9 18.5+4.6 27.7£12.8 36.4+2.5 25.5114
C-LDL (mg/dL)
41+18.3 21+4.2 19.5£4.9 21.5+7.7 19+2.8
C-HDL (mg/dL)
46.5+2 1 45+8.4 51.5£3.5 42.5+4 .9 44114
TRIACILGLICERIDOS
INICIAL dL
(mg/dL) 247.5£163.3 2611+82.0 178.5+16.2 201.5£12.0 114.51+47.3
TRIACILGLICERIDOS
FINAL (mg/dL)
99.5+24.7 92.5+23.3 138.5+64.3 182+12.7 125.5+3.5
ACIDO URICO (mg/dL)
4.81+1.3 5.5+4 1 4.9+4 1 6.811.0 4.612.6

De cada grupo fueron utilizadas 2 ratas aleatoriamente.
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En la Tabla 8 se muestran los valores obtenidos de glucosa (mg/dL), en la cual puede
observarse que los niveles en la ultima semana de los grupos con induccién, en el
grupo IPOT fueron menores en comparacion a los grupos | y IPC. Asi mismo en la
Tabla 8, en el grupo IPOT, en la semana 3 y 8 hubo diferencias estadisticamente
significativas, mostrando valores de 78.2 mg/dL y 85.8 mg/dL, respectivamente.
Mientras que en los demas grupos no existen diferencias significativas, mostrando
valores mayores a 100 mg/dL en estas semanas. El comportamiento de los niveles de
glucosa durante la fase experimental llama la atencién, ya que como fue mencionado
anteriormente, el grupo IPOT fue el que presentd niveles de glucosa menores en
comparacion a los otros dos grupos con induccion al sindrome metabdlico. Este
comportamiento se puede deber a la presencia de flavonoides en Oxalis tuberosa, ya
que otra de las funciones biolégicas de estos antioxidantes con respecto al
metabolismo de carbohidratos, es que inhiben la a-glucosidasa, esta inhibicion da
como resultado una disminucion en la hidrdlisis de carbohidratos y en la absorcion de
glucosa, asi como una inhibicién del metabolismo de carbohidratos a glucosa (Grussu
et al., 2011). Por otra parte, la hiperglucemia en el sindrome metabdlico se asocia con
una gran generacion de ERO y dafio oxidativo critico en varios tejidos, como el higado
(Silva et al., 2016). Wu et al. (2013) reportaron un estudio en ratones con una dieta
alta en grasas alimentadas con jugo de arandano y mora, en donde encontraron
reduccion de peso corporal, de la actividad AST en suero, colesterol sérico total, y de
las concentraciones de C-HDL y C-LDL. El jugo de mora redujo la actividad de la
alanina transaminasa sérica (ALT), la concentracion sérica de glucosa y de
triacilglicéridos, mientras que el jugo de arandano no tuvo efecto en estos parametros

bioquimico.
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Tabla 8. Monitoreo de glucosa (mg/dL) en ratas Wistar hembra una vez por semana durante 2 meses

Tratamientos

Grupo Induccién (l) Grupo Induccién

Grupo induccion

Grupo control

Grupo control

pasta Oxalis pasta control pasta Oxalis pasta control
tuberosa (IPOT) (IPC) tuberosa (CPOT) (CPC)
Tiempo
(semanas)
1 96.0£11.2° 90.0+11.9° 92.4+13.4° 87.8+11.0° 83.0£5.1°
2 76.0+12.8° 84.2+8.5° 88.4+11.5° 91.8+7.4° 75.5+6.4°
3 105.2+10.4%° 78.2+16.3% 121.2421.9° 105+17.4% 102.7+21.5%
4 83.6+8.7° 99.6+11.0° 103.6+14.1° 86.8+8.6° 92.5+10.2°
5 87.2+2.12 81.4+8.9° 92.4+7.7° 91.8+21° 75.7+9.3°
6 95.2+13.7° 115.4%33.1° 106.2145.8° 77.2+6.5° 108.5+23.6°
7 94.8+9.3° 83.617.0° 92.246.0° 84.0+11.2° 79.5+6.8°
8 103.6+14.8° 85.8+2.2% 100.0+14.1° 97.6+9.2° 75.7+6.1°

ab

Comparacién por semana.
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8.3.1.1 indice aterogénico y cardiaco

En el presente trabajo fue determinado el indice aterogénico y cardiaco con ayuda de
los resultados del perfil lipidico, como puede observarse en la Tabla 9, los resultados
muestran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, sin embargo
existe un comportamiento similar entre los grupos control contra su respectivo grupo
con induccién a sindrome metabdlico, ya que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre estos. Mientras que en el grupo |, si muestran diferencias
significativas, con indices mayores. Cabe mencionar que en cuanto a los resultados
del perfil lipidico en el grupo IPOT fueron menores en comparacion a los de grupos
con induccion, lo cual es también importante tomar en cuenta, ya que esto conlleva al
riesgo del desarrollo de arterioesclerosis, resultado reflejado en los indices
aterogénico y cardiaco. Han demostrado que el perfil de lipidos y el indice aterogénico
son predictores significativos para trastornos metabdlicos que incluyen dislipidemia,
aterosclerosis, hipertension y enfermedades cardiovasculares (Parinita, 2012). Khan
(2004) mostrd una fuerte relacion entre una alta concentracion de colesterol total en el
sangre y enfermedades cardiovasculares. Un estudio realizado por Chtourou et al.
(2015) sugieren que una de las estrategias de prevencion es utilizar antioxidantes que
puedan modificar efectivamente la patogénesis de la aterosclerosis durante la
hipercolesterolemia. De este modo, los antioxidantes de Oxalis tuberosa pudieron
intervenir para que tanto el indice aterogénico como el indice cardiaco pudieran
mantenerse por debajo de los niveles que presentd el grupo |, de tal modo que en
este grupo la hipercolesterolemia esta reflejada en estos indices. El grupo IPC
muestra un comportamiento similar al grupo IPO en el resultado de estos indices, sin
embargo, el grupo IPC en el perfil lipidico sus valores fueron mayores en
triacilglicéridos, colesterol total, asi como C-VLDL, dato que es importante a
considerar. En un estudios realizado por Ogbonnaya et al. (2014) evaluaron la papa
Livingstone en ratas diabéticas, obteniendo también valores menores en su grupo
alimentado con esta papa, en comparacion a su grupo con diabetes, por lo que ellos
concluyen en su estudio que la papa Livingstone muestra potencial en el manejo de la

diabetes y la hiperlipidemia.
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Tabla 9. indice aterogénico y cardiaco.

Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
induccion induccién inducciéon control control
0] Oxalis pasta pasta pasta
tuberosa control Oxalis control
(IPOT) (IPC) tuberosa (CPC)
(CPOT)
Indice 1.0£.33° 0.57+.13% 0.46+.0.4° 0.59+.09° 0.51+.06°
aterogénico
Indice 2.0+.33" 1.57+.13% 1.4+.04° 1.58+.09% 1.51+.06
cardiaco

a’b -z z .
Comparacién de indices entre grupos.

8.3.2 Parametros morfomeétricos

Con respecto a los resultados obtenidos en los parametros morfométricos en la tabla 10
se encuentran los datos obtenidos del peso ganado durante 8 semanas de los diferentes
grupos de experimentacion. Con respecto a los valores obtenidos del peso, en la ultima
semana no se perciben diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, existe
cierta tendencia en que el peso en los grupos con induccién, sea menor en el grupo
IPOT en comparacion a los demas grupos, con un peso promedio inicial de 160 g en
todas las ratas de experimentacion. Por tanto, el resultado de peso también puede verse
reflejado en el IMC (Tabla 11) ya que el grupo IPOT mostro un valor menor en
comparacion a los demas grupos con induccion. El peso de la grasa visceral final, asi
como la circunferencia abdominal, fueron otros parametros importantes en relacion al
resultado del peso final en las ratas, ya que también los grupos con menor
circunferencia abdominal (Tabla 12) y grasa visceral (Tabla 13) fueron los grupos

alimentados con pasta con Oxalis tuberosa, en comparacion a los demas grupos.

Contini, (2012) menciona que la obesidad constituye un importante factor de riesgo para
el desarrollo de dislipidemia e higado graso Asi mismo el IMC es empleado en la
actualidad para definir obesidad por su buena correlacion con el contenido de masa
grasa (Acosta, 2012). De igual manera, la obesidad acompafa a los principales cambios
sistémicos en el cuerpo, la obesidad abdominal o visceral esta asociada con un flujo

elevado de AGL, depdsitos de grasa visceral y desregulacion metabdlica, incluida la
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resistencia a la insulina (Bruckert, 2008). Con respecto a los parametros antropométricos
Novelli et al. (2007), hace referencia a que son predictores para poder definir el umbral
para la obesidad y asi predecir sus efectos adversos sobre el perfil lipidico y el estrés
oxidativo en ratas. Guo et al. (2012) reportan que la suplementacion con antocianinas ha
proporcionado resultados complejos en modelos animales con induccién a sindrome
metabdlico, en su estudio trabajaron con ratones db/db y ratones alimentados con dieta
rica en grasas, con 0.2% suplementacion de cianidina 3-glucésidos durante 5 semanas
en la dieta, reportando que no notaron cambios en el peso corporal, pero si en una
reduccion en el peso del higado; resultados morfolégicos que coinciden con en el

presente estudio.
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Tabla 10. Registro de peso (g) de las ratas Wistar hembra una vez por semana durante 2 meses

Tratamientos Grupo Induccién (l) Grupo Grupo Grupo control Grupo control
Induccion induccion pasta Oxalis pasta control
pasta Oxalis pasta control tuberosa (CPC)
tuberosa (IPC) (CPOT)
(IPOT)
Tiempo
(semanas)
1 161.0+£14.2° 159.6+8.6° 157.8+12.6° 160.8+9.2° 154.7+10.4°
2 151.8+14.9 165.4+8.9% 170.2415.0% 180.2+10.8° 176.2+15.2%
3 194.4+17.5° 174.8+10.0° 192.2+10.3% 193.0£10.9° 171.5+15.8°
4 192.0£19.0° 196.2+8.9° 205.4+10.2° 197.6+13.7° 193.5+21.6°
5 215.4+19.7° 210.8%10.1% 216.6+15.2° 211.2+13.5° 202.7+22.3%
6 223.2+19.4° 223.2+13.0° 221.0£14.4° 215.8+12.2° 209.7+24.5°
7 232.4+17.6° 227.2+14.2° 220.2+18.8° 222.6+19.2° 213.0+£23.3°
8 235.8+18.5° 232.2+12.6° 238.8+18.3° 226.2+18.8° 216.2+25.1%

a,b

Comparacién por semana.




Tabla 11. indice de masa corporal de las ratas Wistar hembra.

GRUPOS IMC (g/cm?)
Grupo Induccién (1) .667+.046°
Grupo induccién pasta Oxalis ab
tuberosa (IPOT) -605+.044
Grupo induccidén pasta control ab
(IPC) .627+.042
Grupo control pasta Oxalis ab
tuberosa (CPOT) -588+.042
Grupo control pasta control (CPC) .583+.031°2

ab .,
Comparacion entre grupos.

Tabla 12. Circunferencia Abdominal de las ratas Wistar hembra.

GRUPOS Circunferencia Abdominal (cm)
Grupo Induccioén (1) 12.8+.83°
glgjeﬁgsi‘r;d(r:g_ré)n pasta Oxalis 11 4+ 542
:.I;;l(l:[.))o induccion pasta control 12 8+ 83°
Grupo controlpasta Oxalis
Grupo control pasta control 12+ 812b

(CPC)

a,b
Comparacion entre grupos.
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8.3.3 Evaluacion morfométrica en érganos

Como puede observarse en la Tabla 13 estan reflejados los valores de grasa visceral
Analizando que los grupos que obtuvieron menor ganancia de peso de grasa visceral
fueron los dos grupos alimentados con pasta enriquecida con Oxalis tuberosa, lo cual
refleja menor dafio fisiologico por la disminucidn del incremento de este drgano
endocrino, en concordancia con el hecho de que los compuestos bioactivos de la oca
tienen influencia en prevenir el aumento del tejido adiposo, tal como reportan
Gammone et al. (2015) que las antocianinas, flavonoides y otros compuestos
fendlicos presentan importantes efectos terapéuticos en la prevencion de la obesidad,
DM2, resistencia a la insulina y dislipidemia. Por lo que cabe mencionar que una
acumulacion de tejido adiposo visceral es considerado un factor importante como
predictor de alteraciones en lipidos, glucosa o aterogénicas en el organismo (Bastard

et al., 2006).

Tabla 13. Peso de la grasa visceral de las ratas Wistar hembra.

GRUPOS Grasa Visceral (g)
Grupo Induccién (1) 11.843.5
Grupo induccién pasta Oxalis 9.0+3.76%

tuberosa (IPOT)

Grupo induccién pasta control 10.8+4.32°
(IPC)
Grupo control pasta Oxalis 3.2+1.30°
tuberosa (CPOT)
Grupo control pasta control 7+.816%°
(CPC)

a,b

Comparacion entre grupos.
En la Tabla 14 puede observarse el peso de dos 6rganos, higado y corazon, de los
diferentes grupos, determinando que en los grupos con induccion, tanto el grupo IPOT
como el grupo IPC el peso de higado es menor, mostrando diferencias

estadisticamente significativas p<0.05, resultado reflejado con lo obtenido en los
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estudios histopatoldgicos, ya que no se encontré dafio y, por ende, ausencia de
esteatosis hepatica; sin embargo, en algunos casos hay mayor cantidad de vacuolas

en los hepatocitos, en los grupos con induccion al sindrome metabdlico.

Tabla 14. Peso de 6rganos, higado y corazon de las ratas Wistar hembra.

Organos Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
(9) Induccién induccién induccién control control
()] pasta pasta pasta pasta
Oxalis control Oxalis control
tuberosa (IPC) tuberosa (CPC)
(IPOT) (CPOT)
HIGADO
10.2+1.04° 8.9+.65% 8.6+1.35% 8.741.14%° 7.4+.65°
CORAZON
1.0+.69 1.0£.15 1.0+.08 1.0£.10 91+.12

a,b .,
Comparacién entre grupos.

8.4 Analisis Histopatolégicos

En este estudio fueron analizados higado, riidn, pancreas, corazon e intestino. Los
principales cambios detectados son a nivel de higado y riidén, donde puede
observarse ligera vacuolizacién de los hepatocitos y de las células de los tubulos
contoneados de la corteza y de los tubulos rectos de la médula. En este orden, sin
embargo, no se detecta un cambio morfoldgico significativo entre los grupos valorados
con el dano tisular descrito. Los cambios hepaticos son presentados tanto en los
animales inducidos a sindrome metabdlico que son alimentados con alimento de
laboratorio, como en aquellos que son alimentados con pasta de sémola, ya sea
enriquecida o no con la harina de Oxalis tuberosa. Es probable que tiempos de
experimentacion mas largos o protocolos de induccion mas severos, determinen la
aparicion de diferencias morfoldgicas notables entre los grupos tratados, a diferencia
de lo que ocurre con los valores bioquimicos de referencia.

Por otra parte, puede notarse que no hay cambios significativos en corazén, pancreas
e intestino de los animales tratados sin embargo, cabe mencionar que pudo

detectarse una disminucion en el tamanio de los islotes pancreaticos en el grupo
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inducido a sindrome metabdlico alimentado con la pasta enriquecida con Oxalis
tuberosa, pero esto requiere de mas estudios con mas animales y un analisis
morfométrico para corroborar este dato. Finalmente se reporta una inflamacion en la
lamina propia del intestino de los animales estudiados en los 5 grupos, con infiltraciéon
linfocitaria y eosinofilica, que podria afectar la interpretacion de datos analizados en
este 6rgano; sin embargo, no existieron cambios morfolégicos entre los grupos a nivel
epitelial. A continuacion, se describiran de forma especifica los cambios percibidos en

algunos organos descritos anteriormente en los distintos grupos de experimentacion.

8.4.1 Higado

Con respecto al analisis en higado en ambos grupos control, puede observarse una
arquitectura tisular normal y hepatocitos con citoplasma ligeramente granular (Figura
13). El citoplasma ligeramente granular (degeneracion hidrépica) puede deberse a
algun inconveniente al momento de la obtencién de la muestra, sin embargo en
ambos grupos no hay alteraciones o cambios importantes con respecto a la estructura
celular de este organo. Los resultados obtenidos con respecto a los grupos con
induccién al sindrome metabdlico a nivel hepatico, el grupo | (Figura 14A) mostré una
arquitectura tisular normal y hepatocitos con citoplasma granular y en ocasiones con
vacuolas; el citoplasma granular pueden deberse a un dafo tisular o por algun dafio al
momento de la recoleccion de la muestra. Hallazgos similares los presenta el grupo
IPOT (Figura 14B), con arquitectura tisular normal y hepatocitos con citoplasma
vacuolado; sin embargo, en el grupo IPC (Figura 14C) pudo notarse una arquitectura
tisular normal, pero hepatocitos con vacuolas de mayor tamafio y presentandose de
forma mas numerosa, asi como existencia de hiperemia pasiva. Cabe mencionar que
el dano en higado inicio de forma mas notoria en el grupo IPC, asi como en el grupo |,
pero en menor proporcion. En correlaciéon a estos resultados, estudios previos han
revelado que la ingesta alta de fructosa podria inducir lesiones hepaticas reflejadas en
la enfermedad del higado graso no alcohdlico en animales, caracterizada por
esteatosis, vacuolasy fibrosis (Sodhi et al., 2015; Cydylo et al., 2017).

Rabie et al. (2015) evaluaron en ratas con induccion a sindrome metabdlico
alimentadas con fructosa, el efecto de dos medicamentos antihipertensivos,

obteniendo mayor cantidad de vacuolas con mayores cambios grasos en forma difusa
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en todo el hepatocito, con infiltracion de células inflamatorias en su grupo con
induccién, mientras que en los grupos tratados con ambos antihipertensivos
atenuaron cambios grasos y focos inflamatorios, mostrando lo contrario al otro grupo,
pocos cambios grasos en forma difusa en todo el hepatocito asociados con la
infiltracién de células inflamatorias en el area portal. Estos resultados son similares a
lo descrito para el grupo IPOT, aunque falta tener una amplia investigacion en los
marcadores inflamatorios, para poder comparar de manera especifica dichos

resultados.
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Figura 13. Higado (H-E). 400x. Grupos control.
—>
A.Grupo control con pasta control (CPC) y C

B.Grupo control con pasta Oxalis tuberosa ) ] ) .
Figura 14. Higado (H-E). 400x. Grupos con induccion a

sindrome metabdlico. A. Induccion (I); B. Induccidon pasta
Oxalis tuberosa (IPOT) y C Grupo Induccién Pasta Control

(CPOT). Los hepatocitos (flechas) se observan

con una ligera vacuolizacion en ambos grupos.

(IPC). Notese la presencia de pequefias vacuolas en el

citoplasma de los hepatocitos (flechas) de los tres grupos.
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8.4.2 RiféN

A nivel renal, en ambos grupos control, puede percibirse que su arquitectura tisular es
normal, presentando corpusculos renales hiperémicos y células tubulares con
citoplasma ligeramente granular (Figura 15). Por otra parte los grupos | (Figura 16A) y
IPOT (Figura 16B) reflejan una arquitectura tisular normal, aunque sus células
tubulares (contorneados y rectos) presentan vacuolas, mientras que el grupo IPC
(Figura 16C), la arquitectura tisular es normal, aunque con parénquima ligeramente

hiperémico y algunas células de los tubulos rectos tienen vacuolas.

Fawal et al. (2018) en su examen histopatoldgico en secciones de rindn de su grupo
control mostraron que el tejido renal normal consistio en una corteza externa y una
médula interna; la corteza renal esta formada por glomérulos renales rodeados por su
capsula respectiva, tubulos contorneados proximales y distales y vasos sanguineos.
Mientras tanto el grupo con sindrome metabdlico, mostr6 cambios estructurales
patolégicos en el riiidn, como arquitectura distorsionada de la corteza y médula. Los
glomérulos se encogieron con dilatacion del espacio capsular. El revestimiento de las
células epiteliales de ambos tubulos contorneados, proximales y distales mostro
cambios degenerativos en la forma de citoplasma vacuolado, asi como extravasacion
de sangre en algunas areas de la corteza; cabe mencionar que estos dos ultimos
dafos fueron encontrados en los grupos con sindrome metabdlico de la presente

investigacion.

57



—>
A
A
—_>
->
B
B < >
Figura 15. Rifién (H-E). 400x. Grupos controles. —>
A. Grupo control con pasta control (CPC). B. Grupo C
control con pasta enriquecida con Oxalis tuberosa Figura 16. Rifion (H-E). 400x. Grupos con induccién a
(CPQT). Las células de los tubulos contorneados sindrome metabodlico. A. Induccién (1), B. Induccion pasta
presentan Unicamente alteraciones debidas al manejo Oxalis tuberosa (IPOT) y C. Induccién pasta control (IPC).
de la muestra. Notese la presencia de pequefias vacuolas (flechas) en el

citoplasma de las células de los tubulos renales de los tres

grupos.
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8.4.3 Pancreas

La estructura pancreatica del grupo CPO (Figura 17A), mostré tener adendmeros
exocrinos de aspecto normal con islotes escasos, pero de tamafo grande (normal),
mientras que el grupo 10 (Figura 17B), reflejo aparentemente una disminucién del
tamano de los islotes pancreaticos. Relacionando la aparente disminucion del tamafo
de los islotes pancreaticos, con lo obtenido en el analisis bioquimico, en base al valor
de glucosa, cabe resaltar que esta dentro de los parametros normales, por lo que no
existe una relacion con un dafo histolégico en pancreas, con la secrecion de insulina
por las células 3 en los islotes pancreaticos, en el grupo 10.

Auberval et al. (2016) mencionan en sus resultados obtenidos marcando la insulina
por inmunohistoquimica en el pancreas, una preservacion de la estructura de los

islotes asociandolo con el mantenimiento de los niveles de insulina.

Figura 17 .Pancreas (H-E). 100x. A. Grupo control, alimentado con pasta enriquecida
con Oxalis tuberosa (CPO) y B. Grupo inducido a sindrome metabdlico y alimentado
con pasta enriquecida con Oxalis tuberosa (I0). Aparentemente el tamafio de los

islotes pancreaticos (flechas) es mayor en el grupo CPO.
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9 CONCLUSIONES

La Oxalis tuberosa es un tubérculo con cantidades significativas de compuestos
fendlicos y por lo tanto con buena capacidad antioxidante, que ha mostrado tener
propiedades benéficas en la salud. La pasta enriquecida con harina de Oxalis
tuberosa, con respecto a su capacidad antioxidante, fue mayor en comparacioén a
la pasta control y en su composicion nutricional tuvo un mayor contenido en
cuanto a proteina y fibra. Lo que lo hace un alimento que enriquece su

composicién nutricional de forma general.

Con relacién a los valores morfométricos evaluados, no hubo diferencia
estadisticamente significativa en cuanto al peso, sin embargo, en el IMC,
circunferencia de cintura, grasa visceral, asi como en el peso del higado,
mostraron diferencias significativas, obteniendo valores menores en el grupo con
induccién a sindrome metabdlico alimentado con la pasta con Oxalis tuberosa,
por lo que este tubérculo, tiene contribucién en el mantenimiento y mejora en

valores morfométricos.

Con respecto al perfil bioquimico, los valores de glucosa, colesterol total, C-LDL,
C--VLDL vy triacilglicéridos, fueron menores en el grupo IPO, en comparacion a
los demas grupos, por lo que el poder antioxidante de Oxalis tuberosa y como tal
de la pasta, pueden contribuir en el tratamiento de algunos sintomas del

sindrome metabdlico.

Los estudios histopatologicos no reflejaron un cambio morfolégico significativo
entre los grupos, ya que los cambios en el tejido hepatico fueron reflejados en
todos los grupos, sin embargo al comparar los grupos con induccién, el grupo
IPC presentdé mayor tamafo y abundancia de vacuolas, por o que es probable
que tiempos de experimentacidn mas largos o protocolos de induccion mas
severos, determinen la aparicion de diferencias morfolégicas notables entre los
grupos tratados, a diferencia de lo que ocurre con los valores bioquimicos de

referencia.
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