UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAKGALA

Universidad Autonoma de Tlaxcala

Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Efecto de la ingesta de extracto acuoso de Pleurotus
ostreatus por ratas con consumo prenatal y posnatal de
sacarosa en la histologia del tejido adiposo e indicadores

biogquimicos

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Presenta
Itzel Daysi Gutiérrez Hernandez

Codirectores
Dr. Gerardo Diaz Godinez

Dr. Jorge Rodriguez Antolin

Tlaxcala, Tlax. Enero, 2016







UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAKGALA

Universidad Autbnoma de Tlaxcala

Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Efecto de la ingesta de extracto acuoso de Pleurotus
ostreatus por ratas con consumo prenatal y posnatal de
sacarosa en la histologia del tejido adiposo e indicadores

biogquimicos

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Presenta
Itzel Daysi Gutiérrez Hernandez

Comité tutoral

Codirectores
Dr. Gerardo Diaz Godinez
Dr. Jorge Rodriguez Antolin
Tutores
Dra. Margarita Cervantes Rodriguez
Dr. Rubén Diaz Godinez

Tlaxcala, Tlax. Enero, 2016




Financiamiento

Este trabajo de investigacion se desarrolld bajo la codireccion de los Dres. Gerardo Diaz
Godinez en el laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigacion en Ciencias Bioldgicas
(CICB) y el Dr. Jorge Rodriguez Antolin en el laboratorio de bioquimica y fisiologia celular
del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (CTBC) Unidad Periférica del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)

ambos de la Universidad Auténoma de Tlaxcala.

Itzel Daysi Gutiérrez Hernandez recibidé una beca para estudios de Maestria otorgada por
CONACYT con el registro No. 297925.

La tesis fue desarrollada en el programa de la Maestria en Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Tlaxcala, la cual esta incluida en Programa para el Fortalecimiento
del Posgrado Nacional. Padron Nacional de Posgrado (PNP).



Universidad Auténoma de Tlaxcala
Secretaria de Investigacion Cientifica y Posgrado ’

POSGRADO EN CIENCIAS
BIOLOGICAS

COORDINACION MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS
CENTRO TLAXCALA DE BIOLOGIA DE LA CONDUCTA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA
PRESENTE

Los abajo firmantes, miembros del jurado evaluador del Proyecto de tesis que Itzel Daysi
Gutiérrez Hernandez realiza para la obtencion del grado de Maestra en Ciencias Bioldgicas,
expresamos que, habiendo revisado la version final del documento de tesis, damos la aprobacion
para que ésta sea impresa y defendida en el examen correspondiente. El titulo que llevara es:
“Efecto de la ingesta de extracto acuoso de Pleurotus ostreatus por ratas con consumo

prenatal y posnatal de sacarosa en la histologia del tejido adiposo e indicadores
biogimicos”.

Sin otro particular, le enviamos un cordial saludo.

ATENTAMENTE
TLAXCALA, TLAX., ENERO 11 DE 2016

-

DR. GERARDO[DIAZ GODINEZ DR. JORGE ROD

DR. RUBEN PfAZ GODINEZ . DRA”MARGARITA CERVANTES RODRIGUEZ

LEZ TELLEZ

DRA. MAURA DRA. DORA LUZ CORONA QUINTANILLA

@)\ Sistema Institucional de Gestion de la Calidad Certificado bajo la Norma: & SAIGLOBAL
|SO 1SO 9001:2008-NMX-CC-9001-IMNC-2008

Km. 1.5 Carretera Tlaxcala-Puebla CP 90070, Tlaxcala, Tlax. Tel/Fax: 01(246)462-15-57 e-mail: posgradoctbcuat@gmail.com



Agradecimientos académicos

Al posgrado en Ciencias Bioldgicas de la UAT por el apoyo durante estos dos afios.

Al CONACYT por el apoyo recibido durante estos dos afios con la beca para estudios de
maestria 297925.

Al Dr. Gerardo Diaz Godinez por la confianza que depositd en mi y por la oportunidad para
realizar de este proyecto de investigacion. Le agradezco su paciencia, apoyo y consejos desde
el momento en que llegué al laboratorio. Lo respeto y admiro.

Al Dr. Jorge Rodriguez Antolin, por su compromiso, apoyo y sobretodo por la confianza para

realizar en colaboracion de este proyecto de investigacion.

A la Dra. Margarita Cervantes Rodriguez, por su disponibilidad y tiempo para orientarme
durante la realizacién de este trabajo. Le agradezco por las aportaciones tan acertadas al
escrito y durante cada examen tutoral. Sin su asesoria habria caminado a ciegas durante el

desarrollo de esta investigacion.

Al Dr. Rubén Diaz Godinez, por su apoyo incondicional, disposicién y acertada orientacion.
Gracias por sus consejos, entusiasmo, motivacion y comprension en los momentos en que me

senti desalentada. Pero sobre todo por su amistad, le tengo un aprecio enorme.

A la Dra. Maura Téllez Téllez, gracias por sus aportaciones al manuscrito y la disposicion de

ayudarme en el cultivo del hongo.

A la Dra. Dora Luz Corona Quintanilla por su disposicion para revisar el manuscrito y sus

aportaciones al mismo.



Agradecimientos a titulo personal

A Dios por concederme fortaleza en los momentos de debilidad y por brindarme una vida
llena de mucho aprendizaje, experiencia, felicidad y permitirme el haber llegado hasta este

momento tan importante de mi formacién profesional.

A mi mam4, Martha O. Herndndez Bailon, mi compafiera en las largas noches de desvelo.
Gracias por tu amor, paciencia, comprension y apoyo. Gracias a mi papa J. W. Francisco
Gutiérrez Corte por tu amor, trabajo, sacrificios y por apoyar mis decisiones en todo momento.
Gracias a ustedes logré cumplir este objetivo. LOS QUIERO MUCHO.

A mis hermanos Paco, Octavio y Nadia por estar siempre conmigo, por su paciencia, amor,
comprension, apoyo incondicional y tolerancia en mis momentos de estrés y “mal humor”,
ustedes son mi mejor ejemplo a seguir. También a mi hermano Gustavo por incitarme a
estudiar la Maestria. LOS QUIERO MUCHO.

A mi querida tia Lety, a quien quiero como a una mama4, y a mis primas Paty y Bety por su
carifio y apoyo. LAS QUIERO MUCHO.

A Maribel e Ivette por su amistad, por las risas y aventuras que he pasado con ustedes desde
mi servicio social dentro y fuera del laboratorio. LAS APRECIO MUCHO.

A mis compafieros del laboratorio de biotecnologia: Ivette, Maribel, Ixchel, Pedro, Lilia y
Beto por los buenos momentos que pasé junto a ustedes. Por alegrarme la vida en el
laboratorio, por sus consejos, su amistad, su orientacion y su disposicion de ayudarme.
GRACIAS DE TODO CORAZON.

A mis compafieros Irving y Verito Velazquez por su disposicidn, acertados consejos y su gran
apoyo durante mi corta estancia en CTBC. También a Adri, Jorge y Janet muchas gracias por
su apoyo. Gran parte del trabajo de este proyecto se los debo a ustedes y les estoy
INFINITAMENTE AGRADECIDA. Les deseo éxito profesional y personal.

A todas las personas que fueron inspiracion y que ayudaron directa e indirectamente en la

realizacion de este proyecto.



Dedicatoria

Este trabajo de tesis se lo dedico a mis padres, pilares fundamentales en mi vida, con mucho
carifio y amor. A mis hermanos Paco, Octavio, Gustavo y Nadia, porque llenan de alegria cada
dia de mi vida. A mi querido sobrinito Rafita, el mejor ejemplo de tenacidad y de aferro a la
vida, por llenarnos de ternura desde antes de tu llegada a este mundo. A TODOS USTEDES,

CON MUCHO AMOR.



RESUMEN

La obesidad es una enfermedad caracterizada por la acumulacion de tejido adiposo (TA) en el
organismo debido a debido a un balance positivo de energia por un tiempo prolongado. Se
tenia conocimiento que esta condicion patologica era resultado de la interaccion del medio
ambiente posnatal con el individuo. Sin embargo, se ha sugerido que durante la vida fetal e
infancia, factores importantes como la nutriciobn se asocian con el riesgo a padecer
enfermedades no transmisibles en la vida adulta. Las enfermedades metabdlicas coinciden con
el incremento en el consumo productos con alto contenido de carbohidratos refinados. La
sacarosa representa la fuente principal de azucar afiadida a la dieta. Con la finalidad de
contribuir al tratamiento y prevencion de la obesidad se propone el uso compuestos bioactivos.
Estas moléculas muestran resultados benéficos en la salud de sujetos con trastornos
metabolicos. Los hongos comestibles forman parte de la dieta de un individuo y se consideran
una de las principales fuentes de estos compuestos. El objetivo de estre trabajo fue determinar
el efecto de la ingesta del extracto acuoso del harina integral del cuerpo fructifero de Pleurotus
ostreatus por ratas macho con consumo prenatal y posnatal de sacarosa en la histologia del
tejido adiposo e indicadores bioquimicos. El extracto acuoso (EA) se prepard con harina
integral de cuerpos fructiferos deshidratados de P. ostreatus (ATCC 32783) cultivados sobre
paja de trigo. Se emplearon ratas hembras de la cepa Wistar mantenidas en condiciones de
bioterio, con dieta chow y agua ad libitum para asignarlas a dos condiciones durante la
gestacion y lactancia: agua simple (MS) y agua azucarada (MA) (5 % de sacarosa). El 21
posnatal se eligieron a las crias macho para asignarse tres condiciones (n=5): agua simple
(MS-CS), agua azucarada al 5 % (MA-CA) (ambos tratamientos hasta el dia de sacrificio) y el
tercer grupo recibié agua azucarada los primeros tres meses Yy, extracto de P. ostreatus (MA-
CAE) durante el altimo mes. El extracto administrado a los animales contenia 10 % de so6lidos
solubles. Cumplida la edad (4 meses) se extrajeron y pesaron los depdsitos de grasa por
regiones (visceral, pericardia, retroperitoneal, gonadal y subcutanea). Se eligi6é una porcion de
tejido adiposo de la region visceral para realizar el andlisis histolégico mediante la tincion por
hematoxilina-eosina. Se midi6 el area (um?) de los adipocitos con el software AxioVision Rel
4.8. Asimismo, se colectaron muestras sanguineas para las determinaciones séricas de glucosa,

triglicéridos y colesterol total. EI consumo de sacarosa y del extracto acuoso de P.

Vi



ostreatus no modificd la glucemia. La sacarosa aument6 la concentracién de triglicéridos del
grupo MA-CA (65.89 + 4.53 mg/dL) y el EA redujo este indicador en un 13 % en el grupo
MA-CAE (56.21 + 3.20 mg/dL). Por otro lado, el consumo de agua azucarada no modifico las
concentraciones de colesterol total, mientras que con la ingesta del EA las concentraciones de
este pardmetro se redujo (75.85 + 7.32 mg/dL). Los efectos del consumo de agua azucarada se
reflejaron en el peso de la region subcuténea, asi como en el indice de adiposidad corporal. No
se hallaron diferencias el peso corporal de las crias ni por el consumo de la sacarosa ni por el
consumo del EA. Por otro lado, despueés de la ingesta durante 4 semanas del EA el porcentaje
de adipocitos de la regién visceral se incrementd en los rangos 2000, 3000 y 4000 pm?
mientras que en los rangos de 9000 y 10000 um? disminuyeron. Finalmente, los resultados de
esta investigacion sugieren que el extracto acuoso de P. ostreatus contribuye a disminuir el
area de las células adiposas (tejido adiposo visceral) y contribuye a mejorar el perfil de lipidos

después del consumo de sacarosa en la etapa prenatal y posnatal.
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1. Introduccion

La conducta alimentaria humana es un despliegue de complejos patrones que implican acciones
relacionadas entre el ser humano y los alimentos (Dominguez-Vazquez y col., 2008) y para cubrir
una necesidad biologica. Esta conducta conlleva a la busqueda de alimento en respuesta a sefiales
hormonales periféricas reguladas por el sistema nervioso central (Stanley y col., 2005) y orientada
a la seleccion y consumo de alimentos de acuerdo a caracteristicas sensoriales que proveen placer
al indivuduo (Hernandez y col., 2008). Desde etapas tempranas de la vida, la conducta alimentaria
se ve influenciada por facotes socioculturales al servir como canal de relacion entre las personas y

el ambiente social y cognitivos (Osorio y col., 2006).

La conducta alimentaria tiene una importante trascendencia en la vida de una persona. La
interaccion de estos factores repercute en el estado nutricional del ser humano, condicionando su
estado de salud. Puede contribuir a la aparicion de problemas de malnutricion, concepto que
considera no solo déficit, sino también exceso de nutrimentos, reflejados en problemas de
desnutricion, sobrepeso u obesidad, respectivamente (Cervera y col., 2004; Serra y Aranceta,
2006). Por lo tanto, los habitos alimentarios y estilos de vida saludables disminuyen el riesgo a

padecer enfermedades y contribuye a aumentar la esperanza de vida.

La sociedad, a nivel global, se caracteriza por vivir una transicion alimentaria y nutricional con
cambios dietéticos y de composicidn corporal (Popkin, 2005). Este fendmeno se asocia a cambios
demogréaficos, econdémicos y epidemioldgicos. Las enfermedades cronico-degenerativas y los
cambios en los patrones alimentarios son los aspectos mas relevantes en los que la poblacién joven

y adulta se ve cada vez mas inmersa (Laurentin y col., 2007).

Las enfermedades no transmisibles o denominadas degenerativas, especialmente las relacionadas
con alteraciones metabolicas, tienen estrecha relacion con la alimentacion desde etapas tempranas
de desarrollo. Durante la gestacion, el feto requiere de la disponibilidad adecuada de nutrientes
para la formacion de los 6rganos y tejidos. Anteriormente, se sabia que el entorno intrauterino
eximia al embridn de los factores externos y que esto garantizaba un 6ptimo estado de salud. Sin

embargo, estudios recientes sugieren que durante la vida fetal e infancia los estimulos ambientales



dentro y fuera del Utero se encuentran relacionados con el riesgo de padecer enfermedades no
transmisibles en la vida adulta (Nathanielsz, 2006).

Los eventos implicados en el desarrollo fetal convergen con la expresion de genes in utero que
establecen patrones fisioldgicos y estructurales relacionados con la supervivencia del individuo
(Zambrano, 2009). Durante el desarrollo intrauterino el funcionamiento metabdlico, asi como la
anatomia y morfologia del feto se encuentran determinados por factores genéticos, endocrinos y
medio ambiente al que se encuentra expuesto. La nutricion materna es uno de los factores mas
importantes durante este periodo. EI suministro adecuado y continuo de nutrientes, a traves de la
placenta, condiciona el crecimiento y neurodesarrollo del feto (Martinez de Villarreal, 2008).

Con el fin de explicar una asociacion entre los patrones de crecimiento fetal e infantil y de las
principales enfermedades que aquejan a la poblacién mundial se establecio la “hipotesis de los
origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad” (originalmente planteada como “hipotesis de
Barker”). Esta hipotesis menciona que el impacto de las condiciones de vida intrauterina pueden
programar al feto a padecer enfermedades en la vida adulta ligadas a alteraciones metabolicas
(Barker, 1990).

La hipdtesis de los origenes del desarrollo de la salud y la enfermedad se divide en tres etapas. La
primera es la malnutricion fetal en donde se desencadenan cambios estructurales y funcionales en
diferentes 6rganos y sistemas de este. En la segunda, se presentan cambios bioquimicos y clinicos
que constituyen variables intermedias en la aparicion de enfermedades metabdlicas vy
cardiovasculares. Por ultimo, la presencia o manifestacion de la enfermedad (Duran, 2004).

Durante la gestacion, el feto manifiesta mecanismos de respuesta adaptativa al medio que lo rodea,
a esto se le denomina programacion embrionaria (Langley-Evans 2006). Por lo tanto, los estimulos
0 agresiones durante esta etapa, ya sea por cambios en el suministro de nutrientes o alteraciones
metabolicas maternas, originan consecuencias irreversibles en el desarrollo del feto. Estos cambios
en el entorno intrauterino pueden alterar la estructura y funcién de los tejidos y 6rganos del feto a

largo plazo.



En la programacion embrionaria intervienen mecanismos epigenéticos que pueden mediar la
expresion de genes pero sin cambios en la secuencia de ADN (Casanello y col., 2015). Dichos
cambios involucran marcas al ADN que pueden ser transitorias o permanentes a lo largo de la vida.
Los cambios epigenéticos pueden ser por metilacion de histonas y genes, acetilacion de histonas,
ubiquitinacién, sumoilacidn, fosforilacion, ribosilacion, glucosilacion y RNA no codificantes. De
todos estos, los dos primeros constituyen los procesos mas estudiados (Fleisch y col., 2012). La
metilacion de la citosina de los pares de nucledtidos citosina-guanina del ADN ocasiona el
silenciamiento de un gen, pero también puede llevar también a la expresion de genes vecinos que
se encontraban silenciados. La acetilacion ocasiona modificaciones en la quimica de la cromatina
de las histonas, cambiando su densidad y con esto permitir la expresion de genes (Rodriguez-
Dorantes y col., 2004).

Las interacciones entre las marcas epigenéticas heredadas y adquiridas tienen una interaccion
importante con factores dietéticos y éstos a su vez con la salud en la vida adulta (Fleisch y col.,
2012). De esta forma, la dieta no solo suministra nutrientes suficientes para cubrir los
requerimientos metabdlicos, sino que provee de beneficios que van mas alla de los nutricionales
(Mufioz-Quezada y col., 2010). El consumo de alimentos con determinados compuestos tiene
repercusiones en el epigenoma del individuo y desempefia una funcion importante en la

disminucion del riesgo a padecer enfermedades.

La obesidad es el trastorno nutricional mas frecuente a nivel mundial (OMS, 2009). La calidad de
vida de las personas que padecen obesidad disminuye su esperanza de vida. El exceso peso
corporal provoca cambios fisiolégicos importantes que engloban principalmente enfermedades
cardiovasculares, alteraciones del suefio, problemas respiratorios, problemas gastrointestinales,
trastornos osteoarticulares, neoplasias y sindrome metabdlico. Este ultimo engloba a un conjunto
de factores de riesgo a padecer diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y enfermedad cardiovascular
(Lorenzo y col., 2003).



Actualmente, el 65 % de la poblacion mundial vive con sobrepeso y/o obesidad. Esta enfermedad
afecta tanto a poblaciones urbanas como rurales (Garcia-Garcia y col., 2008). De acuerdo a la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2012, en México, la prevalencia
combinada de sobrepeso y obesidad en la poblacion mexicana mayor de 20 afios es el 73 % en
mujeres y de 69.5 % en hombres. En la poblacion infantil el 34.9 % (40 millones) de nifios

menores de cinco afios padecen alguna de estas dos condiciones.

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-008-SSA3-2010, la alimentacion adecuada es
fundamental en el tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad, y debe siempre acompariarse de
actividad fisica. Cuando no hay respuesta adecuada al tratamiento dietoterapéutico y ejercicio
(reduccion de entre el 5-10 % del peso corporal), se opta por la administracion de farmacos
anorexigénicos o inhibidores de la absorcion de nutrientes. En casos de obesidad severa, el
tratamiento quirdrgico para la remocién del tejido graso o la reduccion del volumen gastrico,

representa la Gltima alternativa.

A la par de estudios encaminados a la comprension y desarrollo de la obesidad, se dilucidan
aquellos que proponen opciones innovadoras que contribuyan a prevenir y tratar esta enfermedad.
Los compuestos 0 moléculas bioactivas presentes en los alimentos se consideran una alternativa
adecuada (Mufioz-Quezada y col., 2010). El tratamiento dietético siempre es la primera opcion,
pero también interviene en conjunto con el farmacoldgico y quirtrgico, debido a los resultados
favorables en la calidad de vida de sujetos con trastornos asociados a la obesidad (NOM-008-
SSA3-2010).

Los hongos comestibles son un grupo de organismos considerados una fuente de compuestos con
potencial farmacoldgico. La actividad biologica exhibida por los metabolitos secundarios que
producen permite su empleo en modelos animales con enfermedades metabdlicas, mostrando
mejoria en la funcion bioquimica e histolégica. Por lo que el estudio de estos organismos y de sus

bioactivos, intensifica su cultivo y su consumo (Matitila y col., 2000).



1.1. Pleurotus ostreatus

El hongo Pleurotus ostreatus es una especie comestible que crece en la naturaleza sobre troncos,
ramas o arboles muertos (Gaitan-Hernandez y col., 2002). Cominmente se conoce como hongo
seta, ostra u orellana. Su apariencia es blanca, aunque posee colores que van de tonos grises a
azulados y, con el paso del tiempo, adquiere una coloracion amarilla. La unidad microscopica del
hongo es un filamento tabicado y se denomina hifa, que en conjunto forma el micelio. Las
estructuras macroscopicas que crecen sobre el sustrato en el que se desarrollan constituyen el

organo reproductivo destinado al consumo como alimento (Garcia, 1998).

Los hongos del género Pleurotus poseen caracteristicas estructurales propias (figura 1) (Guzméan y
col., 1993). El sobrero o pileo tiene una forma redondeada, convexa cuando es joven y se aplana en
etapas maduras, su diametro varia segun la edad del hongo (entre 5 y 15 cm, aproximadamente).
En la parte inferior del sombrero se encuentran las laminillas o himenio (que van desde el pie hasta
el borde), dispuestas juntas y decurrentes, en ellas se producen las esporas designadas a la
reproduccion de la especie. El pie o estipite suele ser muy corto, grueso, algo inclinado,

ligeramente duro y a veces completamente lateral (Gaitan-Hernandez, 2002; Cruz y col., 2011).

Pileo (Sombrero) -l Fase reproductiva

(Cuerpo fructifero)
Pie (Estipite)

y Superficie del sustrato

Fase vegetativa
(Micelio)

Hifas

Apice de la hifa

Figura 1. Partes fundamentales de Pleurotus (Guzman y col., 1993).

1.1.1. Calidad nutrimental de P. ostreatus
Durante miles de afios, los hongos comestibles han formado parte de la dieta del ser humano. Las
setas tienen un alto valor nutricional y se consideran buena fuente de de proteinas, carbohidratos,

vitaminas y minerales (Da Silva y col., 2013). La composicion quimica de los hongos depende de



la edad y la especie. Esta variabilidad es ocasionada por las diferencias en el contenido de
humedad, temperatura y la presencia de nutrientes en el sustrato sobre el que se desarrollan
(Cardona, 2001).

El hongo P. ostreatus es una de las especies méas apreciadas debido a que se considera buena
fuente de proteina (28 %) (Mejia y Alberto, 2011), constituida por la mayoria de aminoacidos
esenciales para el ser humano (Jayakumar y col., 2009). Su contenido de carbohidratos es de 57 %
y la fibra cruda representa hasta el 14 % de su composicion. La fraccion de lipidos es poco
significativa, sin embargo, los acidos grasos (AG) que predominan son insaturados (Cardona,
2001). El contenido de humedad oscila entre el 80 y 90 % (Cortés y col., 2011). Las vitaminas del
complejo B también se encuentran presentes, asi como la vitamina D, acido ascorbico y tocoferol
(Romero y col., 2010). Asimismo se reporta que contiene minerales como el potasio, fosforo,

sodio, magnesio, calcio, hierro, manganeso, zinc y cobre (Sales-Campos y col., 2009).

La especie P. ostreatus es el segundo hongo mas cultivado a nivel mundial (Suarez-Arango y
Nieto, 2013). Su produccion es sencilla y barata, debido a su habilidad para crecer de manera
rapida en diversos residuos organicos y su capacidad de adaptacion a diversas condiciones
climaticas (Gaitan-Hernandez y col., 2002). Ademas de lo anterior, constituye un alimento con
actividad bioldgica, debido a la presencia de moléculas bioactivas. (Martinez—Carrera y col.,
1993).

1.2. Compuestos bioactivos

Los compuestos bioactivos son componentes quimicos que forman parte del metabolismo
secundario de vegetales y hongos (Gry y col., 2007). En estos organismos, desempefian un papel
importante en su fisiologia y en la interaccion con su medio ambiente, brindandoles proteccién
contra microorganismos invasores (Drago-Serrano y col., 2006). El aislamiento y estudio de estos
metabolitos permite demostrar su actividad biologica terapéutica. El objetivo de su consumo a

corto plazo, es mejorar la salud del individuo y, a largo plazo, mejorar la calidad de vida.



Los biocompuestos no se consideran nutrimentos, pero el consumo de alimentos que los contienen
(vegetales, hongos y hortalizas), reduce el riesgo de padecer enfermedades cronicas (Gry y col.,
2007). Las repercusiones en la salud del consumidor dependen de la dosis y el tiempo de
administracion. Actualmente, las investigaciones se centran en evaluar la biodisponibilidad y

describir las fuentes inocuas para tratar diferentes patologias (Brizuela y col., 1998).

Una gran diversidad de compuestos bioactivos estan descritos estructural y funcionalmente. Los
metabolitos de origen fungico como los polifenoles, policétidos, fitoesteroles, terpenos, isoflavonas
y péptidos constituyen algunos de los més estudiados (Drago-Serrano y col., 2006). Las principales
actividades que llevan a cabo son: inhibir o activar enzimas, inducir la expresion génica, activar
receptores celulares, restablecer estados inflamatorios y disminuir moléculas con actividad

oxidante (Garcia-Diaz y col., 2014).

Los hongos representan una fuente de moléculas bioactivas que pueden concentrarse mediante el
empleo de solventes de diferente polaridad (Martinez- Carrera y col., 2010). Los extractos que se
obtienen pueden ser mediante el empleo de hexano, acetato de etilo, acetona, etanol y agua
(Beltran-Delgado y col., 2013). De esta manera, la diversa solubilidad de moléculas permite
obtener compuestos fendlicos, polisacaridos, péptidos y esteroles.

Las proteinas alimentarias constituyen una fuente de péptidos con actividad bioldgica (Mulero-
Cénovas y col., 2011). Los péptidos son secuencias de aminoacidos inactivos en el interior de la
proteina precursora que ejercen su actividad bioldgica tras su hidrolisis quimica o enzimética
durante procesos industriales o la digestion (Kitts y Weiler, 2003). Tras su administracion via oral
y digestion, atraviesan el epitelio intestinal y llegan a tejidos periféricos a través de la circulacion
sistémica. Los efectos mas estudiados se llevan a cabo para probar su actividad antihipertensiva
(Dominguez-Magaiia, 2009). Las principales fuentes de obtencion son los alimentos de origen

animal (leche, pescados, huevo, carne), cereales, leguminosos y algunos hongos comestibles.

Los beta glucanos ($-glucanos) forman parte de un grupo de polisacaridos lineales, formados por

moléculas de glucosa (GLU) unidas mediante enlaces glucosidicos. Estas moléculas forman parte



de la pared celular de hongos, las corazas de insectos y crustaceos, también se encuentran en el
salvado de cereales como el trigo, la cebada y la avena (Drago-Serrano y col., 2006). En la dieta de

un sujeto, constituyen la fibra dietética que resiste la digestion quimica y enzimatica.

Algunos estudios en modelos animales demuestran que la fermentacion de fibra soluble en el tracto
gastrointestinal por bacterias del colon, produce la formacion de C-LDL como el acetato y
propinato que inhibe la sintesis de colesterol (COL) hepatico (Bell y col., 1999). En trastornos
metabolicos asociados a la obesidad, este tipo de fibra contribuye a disminuir la concentracion de
COL mediante el amento en la viscosidad de la masa de los alimentos en el intestino,
disminuyendo la absorcion de algunos nutrientes y acidos biliares. Otros efectos de los glucanos se
llevan a cabo en el sistema inmune al estimular los linfocitos T, linfocitos B y macrofagos,
incrementando la produccion de interleucinas (IL), interferones y factor de necrosis tumoral (TNF-
a) (Rovensky y col., 2013).

1.2.1. Compuestos bioactivos en P. ostreatus

Los hongos del género Pleurotus tienen aplicaciones biotecnolégicas y terapéuticas. Las
actividades que destacan son la antioxidante in vitro (Alam y col., 2009), inmunomoduladora
(Bouic, 2001) antibacteriana (Aqueveque y col., 2006), anticancerigena (Choi y col., 2004),
antitumoral (Pauliuc y col., 2013) y antiinflamatoria (Jedinak y col., 2011). La diversidad de
moléculas que les confieren actividades bioldgicas se debe a la capacidad de estos organismos para

crecer sobre sustratos diferentes que varian en composicion (Mostaza y col., 2001).

En las especies del género Pleurotus se describe la presencia de polisacaridos tanto en cuerpos
fructiferos, micelio y sistemas de cultivo con actividad antitumoral e inmunoestimulante (Wasser y
Weiss, 1999). El pleuran es el p-gucano particular de los hongos del género Pleurotus con una
importante actividad inmunomoduladora, antioxidante, antiinflamatoria y analgésica (Bobek y
Galbavy, 2001; Smiderle y col., 2008). Estos compuestos forman parte de la fibra dietética y su
suplementacién en personas con sobrepeso, obesidad e hipercolesterolemia se considera apropiada
para reducir los valores de colesterol total (CT) y lipoproteinas de baja densidad (C-LDL)
(Nicolossi y col., 1999).



La fibra y el bajo contenido de lipidos de las setas en la dieta contribuye a la aceleraciéon y
excrecion del COL exdgeno en sujetos con diabetes mellitus tipo 1 (DM1) o insulinodependiente y
DM2 (Chorvathova y col., 1993), cancer de colon (Bobek y Galbavy, 2001) y coadyuvante en el
tratamiento farmacoldgico de artritis (Rovensky y col., 2013). Los compuestos de origen fangico
como los xiloglucanos y el acido urdnico tienen efectos antitumorales y se encuentran también en
especies consideradas como medicinales entre las que se encuentran Lentinula edodes, Ganoderma
lucidum, Schizophyllum commune, Trametes versicolor, Inonotus obliquus, y Flammulina velutipes
(Wasser y Weis, 1999).

Las estatinas son un grupo de metabolitos fungicos de gran interés debido a su efecto
hipocolesterolemiante ampliamente documentado. Estos compuestos son inhibidores competitivos
de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, enzima clave en la sintesis del
COL de novo (cataliza la reduccion de la HMG-CoA a mevalonato). En los cuerpos fructiferos de
P. ostreatus estd descrita la presencia de lovastatina (Shin-Yu y col., 2012). Las estatinas se
emplean farmacologicamente en el tratamiento de dislipidemias. Debido a su efecto
hipocolesterolémico y antiterogénico (Alam y col., 2011a). Sus efectos también -}permiten
antagonizar los efectos oxidantes de angiotensina Il y endotelina-1 y aumentar la sintesis vascular
de 6xido nitrico (Lefer y col., 2001). Las enfermedades cardiovasculares se asocian con
hipercolesterolemia y oxidacion de C-LDL por lo que la regulacién de los niveles de COL es

importante para su prevencion y tratamiento (Martin, 2010).

El dafio oxidativo se encuentra asociado a patologias cronico degenerativas como la diabetes,
aterosclerosis, cancer y cirrosis. Los hongos comestibles poseen en su estructura compuestos
fendlicos, vitaminas A y D, asi como B-carotenos que se han descrito como de moléculas con
capacidad antioxidante. La actividad antioxidante y el contenido de compuestos fenolicos se
correlaciona en diversos estudios (Beltran-Delgado y col., 2012; Yim y col., 2012: Alam y col.,
2010).



1.3. Obesidad

La obesidad es una enfermedad cronica caracterizada por una acumulacion excesiva de tejido
adiposo (TA) en el organismo debido a un balance energético positivo durante un periodo
prolongado. Este balance de energia repercute en el crecimiento de las células especializadas
Ilamadas adipocitos en donde se lleva a cabo el almacenamiento de la energia excedente en forma
de triglicéridos. Debido a esto, hay un aumento de peso corporal con respecto al género, talla y

edad del sujeto que padece esta enfermedad.

El indice de masa corporal (IMC) es el indicador antropométrico mas empleado para conocer la
relacion que existe entre el peso y la talla de individuos adultos (OMS, 2009). Este indicador se
obtiene al dividir el peso en kilogramos (Kg) entre la talla expresada en metros al cuadrado del
sujeto (m?). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establece que un IMC igual o mayor a 25
Kg/m? determina sobrepeso, mientras que 30 Kg/m? determina la obesidad. En poblacién de talla
baja (menor a 1.50 m) un IMC de 25 Kg/m? se considera obesidad.

Clasificacion de la obesidad

Existe una clasificacion que divide a la obesidad en primaria y secundaria. La primera, se atribuye
al desequilibrio de la ingesta y gasto caldrico. El segundo se asocia a enfermedades o alteraciones
neuroenddcrinas como hipotiroidismo o hipogonadismo, o bien, a la administracién de
medicamentos como glucocorticoides, fenotiazidas, benzodiacepinas o anticonceptivos (Bastos y
col., 2005).

Otra clasificacion es con respecto a la perspectiva anatomica. La distribucion corporal de grasa
puede predominar principalmente de dos formas: obesidad central o androide y periférica o
ginecoide. En la primera, la acumulacion de grasa se encuentra en la region cervical, en la cara y el
tronco, en donde la grasa visceral es considerablemente mayor. Por otro lado la obesidad periférica
se caracteriza por la acumulacion de tejido graso en la parte inferior del cuerpo: caderas, region

glutea, muslos y caderas (Urquiza-Haas y Dickinson, 2007).
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En esa clasificacion se emplean los indicadores de circunferencia de la cintura y la relacién
cintura/cadera para determinar la acumulacion de TA del area abdominal en adultos (Scarsella y
Després, 2003). En mujeres, un perimetro de cintura superior a 85 cm y una relacion cintura/cadera
mayor a 0.8 se considera un factor de riesgo cardiometabdlico, mientras que en hombres, el
perimetro de cintura por encima de 94 cm y una relacion cintura/cadera mayor de 1.0 (Oria y col.,
2002). Por otro lado, la obesidad periférica se asocia a alteraciones mecénicas y afectaciones al

sistema osteoarticular y del sistema circulatorio en las extremidades inferiores (Felice, 2014).

Las personas con exceso de TA suelen tener elevadas tasas de lipolisis. Este proceso permite que
se concentren mas &cidos grasos libres (AGL) al sistema porta. A largo plazo, este fendmeno
provoca resistencia a la insulina en el tejido hepatico y activa la via gluconeogénica para promover
la liberacion sistémica de GLU. Aunado a lo anterior, el individuo presenta dislipidemias,
episodios de hiperglucemia, hiperinsulinemia y finalmente resistencia a la insulina en tejidos

periféricos como el musculo esquelético y el tejido adiposo.

1.4. Tejido adiposo

El TA estd formado por células llamadas adipocitos. Los adipocitos estan especializados en el
almacenamiento del excedente de energia y movilizacion de esta en periodos de ayuno prolongado
(Kershaw y Flie, 2004); su distribucion difiere a lo largo de la vida en respuesta a factores
ambientales que esta sometido el individuo (Trayhurn y Beattie, 2001). EI aumento del tejido graso
resulta de gran interés para la comprension de padecimientos crénico degenerativos como obesidad

y trastornos metabdlicos secundarios al desarrollo de esta enfermedad (Esteve Rafols, 2013).

En los mamiferos se distinguen dos tipos de TA con respectivas funciones: Tejido graso marrén
(TAM), pardo o multilocular que presenta un gran nimero de gotas lipidicas en el citoplasma
celular; las multiples mitocondrias expresan en sus citocromos grandes cantidades de una proteina
desacoplante (UCP) responsable de la actividad termogénica a través de la oxidacion de lipidos
para la generacion de energia en forma de calor (Virtue y Vidal-Puig, 2013). Este tipo de TA es el
mas abundante en animales residentes de climas frios con periodos largos de hibernacién o en crias

neonatas de mamiferos (Zaninovich, 2001), aunque en adultos puede estar escasamente disperso en
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pequefios cumulos (Virtanen y col., 2009). El segundo tipo se conoce como tejido adiposo blanco
(TAB), amarillo o unilobular (Reyes, 2012). En este tipo de tejido se lleva a cabo el almacén
energético en forma de triglicéridos (TG), para conformar una gran gota lipidica que forma la
mayor parte del volumen celular. Esto provoca el desplazamiento del contenido citoplasmatico
hacia la periferia de la célula. Cuando el volumen de la célula aumenta, estas adquieren una forma

polihédrica debido a la agrupacion estrecha que existe entre ellas (Trayhurn y Beatti, 2001).

El crecimiento del TA puede darse de dos maneras (Vazquez-Vela y col., 2008), a través de la
hipertrofia 0 aumento del tamafio de las células ya existentes; la hiperplasia se refiere al aumento
en el nimero de células debido a la diferenciacién de preadipocitos, donde estdn involucrados
factores de trascripcion nucleares como el receptor activado por proliferadores de peroxisomas
(PPAR) activado por ligandos naturales lipidicos provenientes de la dieta, principalmente los AG

poliinsaturados y sus derivados (Issemann y Green, 1990; Delerive y col., 2001).

El TA esta constituido en un 50 % por adipocitos y el resto por constituyentes vasculares,
fibroblastos, células endoteliales, preadipocitos y macréfagos (Acosta-Garcia, 2012). La formacion
del TAB comienza antes del nacimiento. Posterior al nacimiento, su presencia es muy evidente en
respuesta una dieta con alto contenido de carbohidratos y lipido. La comprensién de sus funciones
resulta muy importante para el entendimiento de patologias como la obesidad y alteraciones
posteriores al desarrollo de esta enfermedad (sensibilidad insulinica, metabolismo de
carbohidratos, lipidos corporales totales y en la homeostasis energética) (Trayhurn y Beattie,
2001).

La distribucion anatémica del TA se distingue principalmente en dos regiones. El tejido adiposo
subcutaneo (TAS) corresponde al tejido localizado debajo de la piel y constituye aproximadamente
el 20 % del tejido graso total (Iglesias y col., 2006). Por otro lado, el tejido adiposo visceral (TAV)
se localiza dentro de la cavidad peritoneal. Hay dos tipos de TAV: el mesentérico y el omental. El
primero cumple la funcién de recubrimiento del intestino, mientras que el segundo se ubica entre la
curvatura mayor del estomago, hasta el colon transversal, entre las asas delgadas del intestino y la

pared anterior del abdomen (Pérez-Miguelsanz, 2010).
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No obstante, el TA poseé un funcionamiento enddcrino como liberador de hormonas llamadas
adipocinas (que incluyen varias citoquinas, hormonas y factores de crecimiento). Lo anterior,
modificd la perspectiva pasiva que se tenia de este tejido. Las moléculas que secreta ejercen su
accion en diversas funciones metabdlicas en el sistema nervioso central, higado, hueso y otros
tejidos implicadas en regulacion del peso corporal, en el sistema inmune, funcion vascular y en la

sensibilidad a la insulina (Trayhurn y Wood, 2004).

De manera general, las personas con obesidad tienen mayor cantidad de TAV. La investigaciones
se centran en esta region debido a que es mas sensible a catecolaminas con respecto al subcutaneo,
asi como la movilizacion de AG; mientras que su sensibilidad al efecto antilipoitico de la insulina
es menor (Esteve-Réafols, 2013). Dichas caracteristicas le confieren alta actividad en patologias
metabdlicas (Vega-Robledo, 2010).

En la comprension de las bases fisioldgicas de la obesidad se emplean modelos animales. A través
de mutaciones monogénicas espontaneas, induccion de mutaciones aletorias de forma artificial,
experimentacion selectiva y la induccion de obesidad a través de dietas hipercaléricas. Los
roedores constituyen el modelo ideal para esto, debido a su corto periodo de reproducciéon y féacil
manipulacion (Speakman y col., 2008).

En ratas los depositos grasos estan localizados a lo largo del cuerpo. Los depdsitos viscerales mas
abundantes se encuentran rodeando a las gonadas, y el que rodea a los intestinos (mesentérico). El
deposito subcutdneo méas abundante se ubica en la region inguinal (Cinti, 2000). La cantidad y
distribucion dependen de la cepa, edad y género. En la figura 2 se muestran los principales

depdsitos grasos en rata.
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Figura 2. Principales depdsitos grasos en ratas. Tomado de Pujol-Holgado, 2005.

1.5. Metabolismo de las grasas en el tejido adiposo

En los adipocitos se llevan a cabo dos procesos: la lipogénesis y la lipdlisis. EI TA humano posee a
receptores adrenérgicos o y £ en la membrana celular. La union de las catecolaminas con los
receptores S-adrenérgicos ubicados permite potenciar la lipdlisis. La inhibicion de la lipdlisis esta
mediada tanto por la union de la insulina a su receptor como de la mediacion del receptor lipdlisis

a2-adrenérgico acoplado a proteinas G.

El primer proceso se refiere a la sintesis de TG para ser almacenados en una gota lipidica. La
lipogénesis comienza cuando la GLU es captada por medio del transportador GLUT4 por accién
de la insulina. Cuando el aporte energético es mayor con respecto al necesario, las reacciones del
ciclo de Krebs favorecen las concentraciones de citrato promoviendo la actividad de la enzima

acetil-CoA carboxilasa, reguladora de la sintesis de AG.

La actividad de la fosfofructoquinasa en la glucolisis se inhibe, provocando que la GLU se dirija a
la ruta de las pentosas fosfato para permitir la sintesis de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH), requeridos durante el transporte de AG y su resterificacion en el interior de la célula
para formar TG. La sintesis de AG se lleva a cabo con las enzimas acetil-CoA carboxilasa y la

acetil-CoA sintasa con la transferencia de 3 AG al glicerol para generar los TG. Por su parte, el

14



higado redirecciona los TG sintetizados en él por medio de lipoproteinas de muy baja densidad (C-
VLDL) hacia el TA para su almacenaje (Morales-Gonzélez, 2010).

Por otra parte, la lipolisis implica la hidrolisis de los TG almacenados en el adipocito para obtener
3 moléculas de AG. Este proceso se lleva a cabo en periodos de carencia de energia o estrés. El
proceso comienza con accion hidrolitica de la LPL en la pared capilar del TA, sobre las
lipoproteinas cuya matriz se constituye de TG. El resultado final es la liberacion de tres AG
liberados de la célula que se emplearan como fuente de energia para los 6rganos a través de los

procesos de la S-oxidacion y la cetogénesis.

Los receptores adrenérgicos estan acoplados a proteinas cuya funciéon es la modulacion de la
accion de la adenilato ciclasa (AC) que sintetiza AMP ciclico (CAMP) a partir del trifosfato se
adenosina (ATP). EI cAMP modula la activacion de la proteina quinasa A (PKA) que fosforila a la
enzima limitante en la lipdlisis, la lipasa sensible a hormonas (HSL). La HSL genera diacilglicerol
(DAG) y monoacilglicerol (MAG) a partir de los TG, ambas moléculas se hidrolizaran para
obtener una molécula de glicerol, asi como dos y una moléculas de AG, respectivamente (Trayhurn
y Wood, 2004).

1.6. El tejido adiposo como 6rgano endécrino

El TA secreta péptidos que desempefrian un papel primordial en la homeostasis de diferentes
procesos fisioldgicos como la ingesta de alimentos, la regulacion del equilibrio energético, la
accion de la insulina, el metabolismo de la GLU, la vascularizacion, la presion arterial y la
coagulacién, por mencionar algunos (Mattu y Randeva, 2013).

La funcion de méas de 50 adipocinas esta descrita desde finales del siglo pasado. Sin embargo a
partir del aumento en la prevalencia de la obesidad las investigaciones se centran principalmente
en las implicadas en la regulacion de la ingesta calorica. La leptina es la hormona que protagoniza
la busqueda en la comprension de esta enfermedad (Acosta-Garcia, 2012).

La leptina es una hormona constituida por 167 aminoacidos sintetizada primordialmente por el TA,

aunque también otros 6rganos como el estdmago y la placenta tienen la capacidad para producirla
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y liberarla. Esta molécula posee funciones neuroendocrinas y neurovegetativas que tiene efectos
centrales (vias hipotalamicas) y periféricos sobre el apetito y el gasto energético (Arner, 2000). Sus
receptores afines se expresan en el sistema nervioso central y en organos periféricos como
pulmones, rifiones, higado, pancreas, glandulas adrenales, ovarios, y musculo esquelético
(Trayhurn y Wood, 2004).

Los adipocitos secretan leptina en proporcion directa a la masa del tejido. Inicialmente se
consider6 una hormona antiobesigénica que servia como sefial metabdlica del reservorio
energético en el organismo y que desempefiaba un papel importante en la regulacion del apetito
(activando el gasto energético y regulando asi la ingesta cal6rica). Sin embargo, en un gran nimero
de estudios en animales y de personas obesas, se observa tanto una mayor sintesis de esta hormona
asi como secrecion de péptidos orexigénicos (estimulantes del apetito) que provocan la inhibicion
de la sintesis de péptidos anorexigénicos (inhibidores del apetito), modificando el metabolismo de
carbohidratos, activando la via lipolitica para promover una redistribucion de lipidos y prolongar

su secrecién (Sanchez-Mufioz, 2005).

En la obesidad, el aumento peso induce un estado inflamatorio por la secrecién de moléculas con
efectos proinflamatorios (Medina-Gémez y col., 2007). Dicha secrecién esté influenciada por otros
factores como la insulina, glucocorticoides, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), estr6genos,
androgenos, los AGL, hormona del crecimiento (GH), y agonistas del receptor proliferador de
peroxisomas (PPARs) (Esteve-Rafols, 2013).

1.7. Bebidas azucaradas

Las bebidas azucaradas son compuestos liquidos con sabor dulce, debido a la presencia de
azucares o sustitutos de estos. En su elaboracion se emplean jarabe de maiz de alta fructosa,
sacarosa, fructosa, miel, melaza y otros jarabes (Esquivel-Solis y Gomez-Salas, 2007). EI consumo
de refrescos y bebidas elaboradas a base de fruta con contenido calérico junto con una baja
actividad fisica se asocia a padecimientos como sobrepeso, obesidad, DM2, enfermedades

cardiovasculares (Garcia-Garcia y col., 2008).
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La sacarosa constituye la fuente principal de azlcar afiadida en la dieta. Este disacarido se
hidroliza a nivel intestinal por la enzima sacarasa en FR y GLU. La sacarosa también representa la
principal fuente de FR en la dieta. La fructosa de formula quimica CgH1,06 (similar a la de la

GLU) difiere de esta ultima por la presencia de un grupo ceto unido al carbono 2 de la molécula.

La absorcion de la fructosa en el duodeno y yeyuno a través de las proteinas transportadoras GLUT
5y CLUT 2 no dependientes de Na* no requieren de insulina. Una vez que son transportadas al
higado, ocurre una fosforilacion por accion de la enzima fructoquinasa a fructosa-1-fosfato (F1P)
(Bray y col., 2004). La molécula de FIP se fragmenta por la B-aldolasa en gliceraldehido y
dihidroxiacetona fosfato. Finalmente, los metabolitos convergen en la via glucolitica hasta formar

piruvato y oxidarse posteriormente a Acetil CoA.

Debido a que en su metabolizacién, la fructosa omite el principal paso regulador de la glucélisis,
puede proporcionar un suministro continuo del sustrato a la via glucolitica, descontrolando la
produccién de sustratos para la sinteis AG, TG y COL. Es por esta razon que el consumo de
grandes cantidades de fructosa se encuentran asociadas a la ganancia de peso corporal porque

estimulan las vias glucoliticas y lipogénicas en la célula (Esquivel-Solis y Gomez-Salas, 2007).

En México, las bebidas azucaradas representan aproximadamente el 21 % de la energia que
consume la poblacién (Bray y col., 2004). Los cambios en los patrones de ingesta de liquidos ha
fomentado su consumo en etapas de desarrollo cruciales en la vida del ser humano como el

embarazo (Figueroa-Damién y col., 2012).
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2. Antecedentes

2.1. Efectos del consumo de azucar en la progenie

La ingesta materna de fructosa (FR) (20 %) durante la gestacion y lactancia tiene repercusiones el
desarrollo placentario, fetal y neonatal de ratas Wistar (Vickers y col., 2011, ya que se ha mostrado
que para el dia 21 de gestacion aumento la ingesta calorica total materna (8 %); lo que provocé un
incremento en las concentraciones de fructosa e insulina en suero sanguineo. El peso de las crias al
dia de nacimiento no tuvo diferencias significativas. Sin embargo, al dia 10 posnatal, las
concentraciones de fructosa en el plasma sanguineo de las crias aumentaron y en el contenido
estomacal (leche) disminuy6. Por otro lado, los valores de leptina plasmaticos no se modificaron,
no obstante, se hallaron incrementados en el estbmago, todo esto acompafiado de una disminucion

del peso placentario de las crias hembra Vickers y col., 2011).

Se ha mostrado que la dieta materna y la dieta posnatal influyen en el crecimiento de los depésitos
de grasa, mayor indice de adiposidad y en el tamafio de los adipocitos, principalmente en las crias
hembra de madres que tuvieron una dieta restringida en proteina al 10 % durante la gestacion y el
consumo de agua con sacarosa (SAC) al 5 %. La restriccion proteica no modificd en el consumo de
alimento, la ganancia de peso de las madres ni en el de las crias al nacimiento, pero las crias
expuestas al azucar duplicaron el consumo de liquidos mientras que la ingesta de alimento
disminuyé un 40 %. Lo anterior provocd aumento en las concentraciones de TG, COL, insulina y
leptina plasmatica sin alterar la glucemia tanto en los grupos restringidos en proteina como en los
grupos control con consumo de agua azucarada. Estos datos apoyan la hipétesis que los factores
nutricionales intrauterinos y posnatales tienen un impacto en la salud del crio que pueden
programarse en la etapa prenatal y que pueden manifestarse por un segundo efecto (agua

azucarada) (Cervantes-Rodriguez y col., 2014).

En el grupo de investigacion de Selenscig (2010) se evaluo el efecto de una dieta rica en SAC
(62.5 %) en el TA de ratas macho. Los resultados mostraron que el grupo experimental tuvo mayor
ingesta cal6rica que se tradujo en un aumento de peso corporal (469.9 y 565.1 g, respectivamente).
El peso de la grasa del epididimo con la dieta rica en SAC fue de 14.46 £0.072 contra 7.61+ 0.041

del grupo control. Se presentd hipertrofia en el grupo experimental al hallar el mismo nimero de
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células adiposas en el andlisis histologico. La dieta con SAC provocd una elevacion en los niveles
de TG, GLU y &cidos grasos no esterificados (AGNE). Asimismo, los niveles de insulina no se
modificaron, sin embargo los niveles de adiponectina disminuyeron, mientras que los niveles de
leptina se encontraron disminuidos en plasma pero aumentados en el tejido graso del epididimo. La

SAC indujo un estado de estrés oxidativo y adiposidad visceral.

En el estudio de Londres y Castonguay (2011) se reporté que la SAC provoca un aumento del 36
% del peso de la grasa visceral mesentérica en ratas Spague Dowley adultas. El experimento
consistio en una alimentacion con una solucion de SAC, FR y GLU al 16 % p/v durante una
semana. Los diferentes tipos de azucar promovieron disminucién de las concentraciones de
insulina y aumento en los TG. Sin embargo, las concentraciones de 11p4-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (115-HSD-1), enzima clave en la regulacion intracelular de glucocorticoides y
asociada a obesidad central, disminuyeron en el tejido hepatico y aumentaron en el adiposo. Los
resultados sugieren que previo a la fase de aumento en los depésitos de lipidos hay una

desregulacion de glucocorticoides.

El consumo de SAC promueve la redistribucion de grasa al area abdominal. Ademas, promueve el
aumento de las concentraciones de TG, adiponectina y leptina, y disminucion de COL y C-HDL
(Castellanos-Jankiewicz y col., 2015). En esta investigacion se les proporcion6 una solucion de 30
% de SAC y dieta estandar ad libitum a ratas Wistar macho durante 24 semanas. El grupo
experimental consumid menor cantidad de alimento, disminuyendo asi el aporte de lipidos y
proteinas. No se modifico el consumo de carbohidratos totales, la energia proveniente de estos se
compensé con el consumo de la SAC. El almacenamiento de energia repercutié en el aumento del
depdsito graso retroperitoneal. No hubo modificaciones en la composicion caporal, el IMC,

insulina, GLU y presion sistdlica.

El Hafidi y col., (2001), reportan que en ratas macho recién destetadas alimentadas durante 20
semanas con una solucion de SAC al 30 % desarrollan hipertension. Los valores de presion arterial
en el grupo experimental fueron 30 % mayores con respecto al grupo control (148.59 vs. 113.76

mm Hg, respectivamente). Ademas se encontrd disminuida en un 57 % la actividad de la enzima
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A5-desaturasa en la conversion de acidos dihomo-y-linolénico, alteracion caracteristica de este

trastorno metabdlico.

Es evidente que el aumento del consumo de bebidas azucaradas esta relacionado con la obesidad,
lo que motiva a seguir estudiando los efectos de las dietas ricas en carbohidratos en edad adulta vy,

recientemente, los efectos de su consumo durante la gestaciéon, lactancia e infancia.

2.2. Consumo de P. ostreatus en modelos animales

En extractos obtenidos de la especie P. ostreatus se reporta la presencia de compuestos fendlicos,
polisacaridos, péptidos y esteroles funcionales obtenidos en diferentes solventes como hexano,
acetato de etilo, acetona, etanol y agua (Wang y col., 2011; Beltran-Delgado y col., 2013;
Marquez-Fernandez, y col., 2014). El efecto de dichos extractos ha sido probado en modelos
animales y seres humanos sin mostrar efectos adversos en enfermedades como cancer de colon,
hipercolesterolemia, DM1 Y DM2, neurodegenerativas, cardiacas y en retardar los efectos

fisioldgicos como el envejecimiento.

En la década de los afios 80, el equipo de trabajo de Bobek comenz6 con la aplicacion terapéutica
del hongo en modelos in vivo. Se les indujo hipercolesterolemia a través de la dieta a ratas macho
de la cepa Wistar. La dieta contenia almidon caseina como fuente de proteina, manteca de cerdo,
celulosa como fuente de fibra, mezcla de minerales y vitaminas y cloruro de colina. Fue
enriquecerla con 0.3 % de COL. El polvo de P. ostreatus (5 %) sustituyo la fuente de fibra.
Después de 8 semanas de tratamiento no se hallaron diferencias en la ingesta de alimento entre los
grupos ni en el peso final de los animales. Se observd una disminucion significativa del CT en
suero e higado (en un 33y 27 %, respectivamente) en el grupo que consumio el hongo en la dieta.
El consumo del hongo en la dieta redujo los TG en plasma, las C-LDL y la absorcion del COL
(Bobek y col., 1993, 1994).

Afos mas tarde, Bobek y col. (1998) evaluaron el efecto del consumo de diferentes dosis de P.
ostreatus (1, 25 y 5 %) durante 8, 16, 28 y 52 semanas en ratas Wistar macho

hipercolesterolémicas (dieta enriquecida con acidos biliares y COL) en la acumulacion de lipidos
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en los organos. La dosis menor no modifico las concentraciones de COL y TG en ningln intervalo
de tratamiento. El 2.5 % de hongo, disminuyo el contenido de COL presente en el corazon en la
semana 16. En el higado, los efectos de esta dosis sobre el COL se observaron a partir de la
semana 28, mientras que en suero y aorta, a partir de la semana 8. Las C-LDL y C-LDL se
redujeron en la semana 8 y junto con el aumento de las HDL. La dosis del 5 % revirtid la esteatosis
hallada en el higado y redujo las concentraciones de C-LDL y C-LDL fueron mayores con respecto
a las otras dosis, asi como los valores de HDL. Asimismo, la dosis mas alta disminuyé la
concentracion de glutatién en higado y eritrocitos. Mientras que la actividad de catalasa en el
higado aument6. La dosis de 1 % de P. ostreatus diminuyo la actividad de la superdxido dismutasa

y la capacidad oxidante del higado. Los valores se normalizan a dosis mayores.

Por su parte, retomando esta linea de investigacion, el equipo de investigacion de Alam y col.
(2011b), evaluaron la ingesta de harina del hongo P. ostreatus 5 % que formaba parte del alimento
de ratas hembra Sprague-Dowley. Durante 42 dias suministraron una dieta para elevar las
concentraciones de CT. La dieta con el hongo disminuyé 30 % el CT en plasma, 53 % los TG, 60
% las C-LDL y 34 % los lipidos totales. Asimismo, reportan una reduccion en el peso corporal. No
se observaron efectos adversos en las concentraciones de albumina plasmatica, proteinas totales,
bilirrubina total, creatinina, urea y &cido Urico. Se incrementd la excrecién de lipidos totales y
colesterol en heces fecales. Ademas, en los analisis histopatoldgicos en higado, se observo que los
grupos control y suplementados con el hongo presentaban una apariencia similar entre ambos,

mientras que las células hepaticas del grupo con sugerian etapas iniciales de esteatosis hepatica.

La suplementacién del hongo P. eryngii como parte de la dieta sélida, fue evaluada sobre los
cambios bioquimicos e histolégicos hepaticos en ratas con hipercolesterolemia en ratas hembra
Sprague-Dawley (Alam y col., 2011). En esta investigacion, se observaron efectos similares a las
encontradas en P. ostreatus sobre las concentraciones de CT, plasma, TG, C-LDL, y lipidos
totales, La reduccion en el peso corporal fue de 16.89 % y 13.38 % de los grupos hiper y

normocolesterolémicos.
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Alam y col., en 2009 se evalu6 simultdneamente el efecto en el consumo de setas de las especie P.
ostreatus, P. sajor-caju y P. florida en el perfil lipidico plasmético y fecal, asi como en la
histologia hepatica y funcion renal de ratas Long Evans adultas hiper y normocolesterolémicas. La
alimentacion de las ratas consistio en la suplementacion en polvo de los hongos (5 %) en la dieta
durante 40 dias. En las concentraciones de CT y TG plasmaticos, P. ostreatus mostré mejores
resultados con respecto a las otras dos especies. Mientras que P. Florida mostr6 mayor reduccion

del peso corporal en los animales tratados.

La actividad hipoglucemiante de hongos del género Pleurotus se evalud en pacientes voluntarios
sanos y con DM2 (Jayasuriya y col., 2015). En los sujetos sanos se realiz6 medicion de GLU en
suero después de un ayuno nocturno de 12 h. Posteriormente, transcurridos 30 minutos de la
medicion basal se les proporcion6 75 g de GLUen 300 mL de agua destilada para medir 2 horas
después la respuesta ante carga de cémica. Una dosis de 500 mg/Kg/dia de polvo de P. ostreatus y
P. cystidiosus liofilizado se administré agua durante 2 semanas a los grupos experimentales. Al
finalizar, el periodo del experimento se determiné nuevamente la glucosa basal (GB) y la respuesta
ante la carga glucémica en plasma. Para el grupo con P. ostreatus la GB tuvo una mejora de 6.2 %
mientras que para el grupo con P. cystidiosus valores fueron de 6.4 % con respecto al grupo
control, la GLU posprandial tuvo una mejora de 16.4 y 21.1 %, respectivamente.

En el mismo estudio, dos grupos de sujetos con DM2 se sometieron al mismo protocolo con
efectuando el tratamiento durante 1 mes y se midié insulina postprandial. Transcurrido el tiempo,
los resultados mostraron significativamente mejor respuesta ante la carga glucémica en ambos
grupos experimentales. Con P. ostreatus la disminucion de las concentraciones de glucosa
posprandial (GP) fue de del 14.9 y de 16.6 % menor con P. cystidiosus, mientras que en las
concentraciones de insulina posprandial GB la reduccion fue de 21.7 y 21 %, respectivamente

(Jayasuriya y col., 2015).

Con el objetivo de seleccionar las fracciones mas representativas de compuestos fendlicos para
emplearse en modelos in vitro e in vivo, Beltran-Delgado y col., en 2013, emplearon 5 diferentes

solventes con diferente polaridad a partir de la biomasa seca y pulverizada de Pleurotus sp. Al
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evaluar la concentracion de solidos totales hallaron que fue mayor en extracto acuoso (15 %)
seguido del extracto etandlico (8.5 %). Asimismo, reportan que la concentracion de compuestos
fenolicos en agua fueron significativamente superiores, seguido del etanol en base seca (138.4 y

86.37 mg/100 respectivamente) con respecto a solventes de menor polaridad.

2.3. Efecto de extractos acuosos de hongos comestibles en modelos animales con malnutricién
Hasta el momento, solo el trabajo realizado por Morris-Quevedo (2005) aborda el tema de la
malnutricion posnatal y prueba el efecto de un extracto acuoso del hongo Pleurotus. En esta
investigacion, se mostro el papel que desempefian los péptidos bioactivos de este organismo en la
modulacion del sistema inmune. La extraccion de los biocompuestos de los basidiocarpos de
Pleurotus se llevd a cabo durante 3 h a 20 °C para preservar la integridad de las moléculas
termolabiles. El extracto con un contenido de 35 % de proteina fue administrado a ratones hembras
(Balb/c) de 8 semanas a las que previamente se les sometidé una restriccion dietética hasta la
pérdida del 25 % de su peso corporal inicial. EI grupo experimental se expuso a 0.2 mL via oral de
los extractos. Durante 8 dias se estudio la respuesta celular ante el tratamiento. Posteriormente a
esto, se evalud durante los 14 dias posteriores la respuesta humoral. EI conteo de leucocitos totales
fue estadisticamente significativo con respecto al grupo control pero dentro de los considerados
normales para la especie (6-17x10° /mL) (p<0.05). Ademés el extracto estimulé la actividad del
sistema monocito-macr6fago y mostraron una respuesta humoral superior a la de los grupos
malnutridos y control en las primeras 24 horas sugiriéndose sugiere un efecto estimulador del

extracto sobre la respuesta inmune mediada por células T.
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Justificacion

Anteriormente se tenia conocimiento que las enfermedades metabolicas eran exclusivamente
resultado de la interaccion de un individuo con su medio ambiente posnatal. Los trastornos
metabolicos son consecuencia de los cambios en los patrones alimentarios y de actividad fisica. La
obesidad es una enfermedad que coincide con el incremento en el consumo de productos con
carbohidratos refinados, entre ellos las bebidas azucaradas, y una disminucion en el consumo de
frutas, verduras, carnes y lacteos. Una dieta posnatal rica en carbohidratos provoca alteraciones
como resistencia a la insulina, aumento en las concentraciones de colesterol total, disminucion de
lipoproteinas de alta densidad (C-HDL), triglicéridos, aumento de peso corporal y redistribucion de

los depdsitos de grasa.

La ingesta de nutrientes y compuestos bioactivos es un proceso que se lleva a cabo a lo largo de la
vida de un individuo y tiene un gran potencial para causar cambios en el epigenoma y disminuir el
riesgo de enfermedad. Las propiedades terapéuticas de los compuestos bioactivos de los hongos
comestibles se estudian en modelos in vivo con enfermedades metabdlicas. EI hongo P. ostreatus
ha mostrado algunos benéficos en el tratamiento de padecimientos asociados a la obesidad y

enfermedades crénico degenerativas.

Actualmente, las investigaciones que demuestran el efecto de los extractos acuosos de P. ostreatus
en modelos de malnutricion y la salud de la descendencia son escasas. Debido a lo anterior, esta
investigacion pretende a evidenciar el efecto que tiene el consumo de un extracto acuoso de P.
ostreatus en la histologia del tejido adiposo visceral y en indicadores bioquimicos en un modelo

animal con consumo prenatal y posnatal de sacarosa.
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3. Hipotesis
La ingesta del extracto acuoso de harina integral del cuerpo fructifero de P. ostreatus revierte los
cambios histoldgicos en el tejido adiposo e indicadores bioguimicos en ratas macho que

consumieron sacarosa prenatal y posnatalmente.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la ingesta del extracto acuoso de harina integral del cuerpo fructifero de P.
ostreatus por ratas con consumo prenatal y posnatal de agua con sacarosa en la histologia del tejido
adiposo e indicadores bioquimicos.

4.2. Objetivos especificos
e Administrar el extracto acuoso de la harina integral del cuerpo fructifero de P. ostreatus a
ratas macho que consumieron agua azucarada durante el periodo prenatal y posnatal.
e Calcular el indice de adiposidad.
e Medir el tamafo de los adipocitos de la region visceral.

e Evaluar indicadores metabo6licos en suero sanguineo: glucosa, triglicéridos y colesterol.
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5. Metodologia

Se utilizo la cepa Pleurotus ostreatus ATCC 32783 (American Type Culture Collection, Manassas,
U.S.A). El inéculo se desarrollé en cajas petri con agar papa dextrosa incubadas a 25 °C por siete
dias hasta la invasion de tres cuartas partes de esta. Posteriormente, se almaceno a 4 °C para su
resiembra mensual. La cepa crecida en caja petri, se empleé para propagar en granos de trigo
previamente hidratado durante 48 h, esterilizados y puestos a incubacion bajo las caracteristicas de

temperatura indicadas anteriormente.

5.1. Produccion de P. ostreatus

Para el cultivo de P. ostreatus se empled paja de trigo como sustrato. Los granos de trigo invadidos
de micelio se utilizaron como semilla para sembrar la paja. En un recipiente con agua a 80 °C, se
pasteurizo la paja de trigo durante 1 h. Posteriormente, se dejé enfriar y escurrir en una mesa de
siembra. Se colocaron 500 g de semilla y 4.5 kg de paja en una bolsa de plastico transparente (40 x
60 cm) a una humedad aproximada de 74 %. Las bolsas sembradas se colocaron en un cuarto de

incubacién a temperatura ambiente (20-25 °C).

Las bolsas se sacaron de incubacion y se trasladaron al area de produccion, cuando el micelio
invadié en su totalidad el sustrato. Con el objetivo de inducir la fructificacién, la bolsa de plastico
se retird y se realizo riego constante con agua corriente hasta obtener cuerpos fructiferos maduros.
Las condiciones para el cultivo se llevaron a cabo de acuerdo al manual préactico del cultivo de

setas (Gaitan-Hernandez y col., 2002).

Obtencién de la harina integral de P. ostreatus

Después de cortar los cuerpos fructiferos, se secaron con aire caliente a 45 °C durante 48 h.
Posteriormente se trituraron y molieron finamente. Por Gltimo, se almacenaron en oscuridad en
frascos herméticos a temperatura ambiente. Esta harina se considero integral debido a que no se

sometio a ningun proceso de desgrasado.
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5.2. Andlisis quimico proximal de la harina integral del cuerpo fructifero de P. ostreatus
Determinacion de proteina cruda

Se utiliz6 el método de Kjeldahl (AOAC, 2000). La muestra se depositd en el interior de matraces
(30-35 mL) para digestion Kjeldahl usando 0.8 g de catalizador (CuSO,) y K2SO4 1:9) y 2 mL de
acido sulfurico concentrado. La solucion digerida se diluyd y se transfiri6 a un aparato
microkjeldahl usando un minimo de agua destilada. Se alcalinizo la solucion que se encontraba en
el evaporador del aparato con 15 mL de NaOH 40 %. EIl amoniaco destilado se recuper6 en 10 mL
de &cido borico al 2 % con 4 gotas de indicador (solucion alcohdlica de rojo de metilo 0.2 % y
solucién acuosa de azul de metileno 0.1 % en partes iguales) durante 5-10 minutos. Por altimo, se
titul6 con HCI al 0.1 N. Los resultados se reportaron en porcentaje (%) de proteina, empleando el

factor de correccién 6.25.

Determinacion de humedad

Se utilizé el método indirecto de secado en horno. La muestra se secd en horno a 60 °C hasta tener
un peso constante. Se reportd el contenido de humedad por la diferencia de peso en % (AOAC,
2000).

Determinacion de ceniza

La muestra se colocé en un crisol de porcelana (previamente puesto a peso constante).
Posteriormente, la muestra se carbonizdé en una campana de extraccion bajo la flama de un
mechero hasta que no hubo desprendimiento de humo. Después, la muestra se calcind en una
mufla a 600°C hasta que las cenizas se mostraron blancas o ligeramente grises y a peso constante.

Se calculd la cantidad de ceniza en porcentaje (AOAC, 2000).

Determinacion de extracto etéreo

Se realiz6 por medio de extraccion intermitente (AOAC, 2000). La muestra se colocd en un
cartucho de celulosa y se depositd dentro del extractor. Una vez ensamblado el sistema se aplico
calor a través de resistencia eléctrica. La extraccion se llevé a cabo durante 4-6 h hasta que la
prueba en papel filtro indicd la completa extraccion de la grasa, se recuperd el solvente en el

extractor sin el cartucho, hasta que el contenido del matraz estuvo casi seco. El matraz se coloco a
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peso constante y el contenido de grasa se calculd por diferencia de peso del matraz expresado en

porcentaje.

Determinacion de libre de nitrégeno

Se realizo por el método del fenol-sulfirico. Prepar6 una solucion al 10 % de la muestra en agua
destilada, se centrifugd a 10000 rpm durante 15 min. Posteriormente, en tubos de ensaye se colocd
1 mL de la solucion y adicionando 0.6 mL de una solucion acuosa de fenol al 5 % mezclando
perfectamente, se agrego cuidadosamente 3.6 mL de acido sulfarico concentrado, homogeneizando
nuevamente. Se dej6é enfriar la mezcla a temperatura ambiente aproximadamente 30 min. Se
calcul6 la cantidad de carbohidratos presentes en la muestra a partir de una curva patron preparado

con el carbohidrato de interés en el intervalo del método (10-100 pg de glucosa/mL).

Determinacion de fibra cruda
Se realiz6 por diferencia de los demas componentes para obtener el 100 %.

5.3. Extracto acuoso de P. ostreatus

Se realizaron pruebas de solubilidad en agua destilada de harina integral de P. ostreatus con
diferentes concentraciones (1, 2, 5, 7 ,10 %). Las muestras de harina previamente pesadas se
mantuvieron en bafio frio y en agitacion constante durante 3 h. Posteriormente, cada solucion se
filtré y el residuo se secd en horno a 60 °C hasta tener peso constante. Los resultados se reportaron

como % de sélidos solubles para cada concentracion.
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5.4. Animales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar mantenidas en el bioterio del Centro Tlaxcala de la Conducta
(CTBC, UATX) con ciclo luz-oscuridad invertido (12/12 h luz/oscuridad) y temperatura de 20 * 2
°C. Todos los animales recibieron alimento Rodent Lab Chow 5001 de Purina® (formulado para
todo el ciclo de vida de las ratas) y agua ad libitum. Diariamente se registré el peso corporal con
ayuda de una balanza calibrada marca Oahus de 0-2000 g, asi como el consumo de agua Yy
alimento. Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la regulacion establecida
en el Manual de Seguridad en el trabajo de laboratorio del Centro Tlaxcala de Biologia de la
Conducta y en la Norma Oficial Mexicana en el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio NOM-
062-Z00-1999.

5.4.1.Grupos experimentales de las madres

Se utilizaron 15 ratas hembra virgenes de tres meses de edad y peso corporal 200 + 20 g. El dia del
apareamiento se consider6 como dia cero de gestacion. A partir del dia uno, se midié el consumo
de alimento diario y el peso corporal. Las ratas fueron divididas en los siguientes grupos (Figura
3):

Madres agua simple (MS). Ratas que formaron el grupo control. Se alimentaron con una dieta

chow y agua simple durante la gestacion y lactancia.

Madres agua con azucar (MA). Ratas alimentadas con una dieta chow y solucion de SAC

comercial al 5 % durante la gestacion y lactancia.
Madres agua con azucar (MA*). Ratas alimentadas con una dieta chow y solucion de SAC

comercial al 5 % durante la gestacion y lactancia. Estas ratas conformaron el grupo de madres de

las crias destinadas al consumo del extracto acuoso de P. ostreatus.
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5.4.2.Grupos experimentales de las crias

Después del parto, las camadas se ajustaron a 10 crias para estandarizar la demanda alimenticia de
las crias durante la lactancia. Las crias se pesaron y se midieron al nacimiento. Las mediciones de
talla, diametro cefalic, didmetro abdominal y la distancia ano-genital se realizaron con un vernier
digital Truper CALDI-6MP. Al momento del destete se seleccionaron a 2 machos por camada. Se
cuantificd el consumo diario de alimento, el peso corporal y el consumo de agua. Las crias se

asignaron a los siguientes grupos experimentales:

Madre agua simple, crio simple (MS-CS). Crias control. Ratas descendientes de madres que fueron
alimentadas durante la gestacion y lactancia con dieta chow y agua simple, y que, a partir del dia

21 posnatal (destete), consumieron dieta chow y agua simple hasta los cuatro meses de edad.

Madre agua con azUcar, crio azicar (MA-CA). Crias de ratas que durante la gestacion y lactancia
fueron alimentadas con la dieta chow agua con azucar (5 %). A partir del destete y hasta los cuatro

meses de edad consumieron agua con azucar (5 %) y dieta chow.

Madre agua con azUcar, crio azlcar-extracto (MA-CAE). Crias de ratas alimentadas durante la
gestacion y lactancia con agua azucarada (5 %). A partir del destete y hasta los tres meses de edad
consumieron agua azucarada y dieta chow y, durante un mes, extracto acuoso con 10 % de sélidos

solubles de P. ostreatus.
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5.5. Muestras sanguineas

Al concluir el tratamiento, previo al sacrificio, a las ratas de cada grupo se les retiré el alimento y
se les dejo Unicamente con agua simple para dejarlas en ayuno durante 12 h. Los animales fueron
sacrificados por decapitacion para colectar muestras sanguineas. Las muestras sanguineas se
centrifugaron a 2500 rpm durante 15 minutos para obtener los sueros mediante alicuotas. Una de
ellas se empled para determinar la concentracion de GLU, TG y CT por espectrofotometria.

5.6. Tejido adiposo

5.6.1. Extraccién de tejido adiposo

La rata decapitada se colocd en posicion supina después del sacrificio. Se realiz6 una incision
longitudinal sobre la linea media ventral, desde la cavidad abdominal hasta el dorsal del pene.
Posteriormente se obtuvo el tejido adiposo (TA) por regiones: pericardia (alrededor del corazén),
perirrenal (alrededor de ambos rifiones), perigonadal (alrededor de los testiculos), visceral
(mesentérica) y subcutanea (bajo la piel) (Roca-Rivada y col., 2011) para ser pesada y fijada en
formalina neutra al 10 % durante 48 h.

5.7. Histologia del tejido adiposo

Se selecciond una porcién de tejido adiposo de la region visceral (TAV) mantenido en formalina
neutra al 10 %. Posteriormente, el tejido fue deshidratado con alcohol etilico en concentraciones
ascendentes de 70 % a 100 % (Anexo 1), aclarado con xileno y su posterior inclusion en Paraplast
plus. Se realizaron cortes transversales de 7 um de espesor en un micrétomo Leica RM 2137. Se

obtuvieron en total cinco portaobjetos, cada uno con cinco cortes secuenciales.

Los cortes se sometieron al tren de tincién con hematoxilina-eosina. Esto implica sumergirlos en
xilol para eliminar el Paraplast plus, hidratarlos con alcoholes de concentraciones descendentes
(100-60 %) y lavarlos en agua destilada. Se tifieron con hematoxilina de Harris. El exceso de
colorante se lavo y se sumergieron en alcohol &cido. Posteriormente, se lavaron en agua destilada,
se tifieron con eosina, se deshidrataron en alcoholes de concentraciones ascendentes (60-100 %) y

se bafiaron en xileno para finalmente montarlos con Cytoseal TM 60 (anexo 2).
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Para determinar el tamafio de los adipocitos, se tomaron de tres a seis fotografias por corte a 10X
con ayuda de una camara JENOPTIK de 5 mega pixeles montada en un microscopio 6ptico Zeiss
Imager A.1. Se utilizd un analizador de Imagenes AxioVision Rel 4.8 (Zeiss Inc 2007) para
expresar el area en micrémetros cuadrados (um?). En total se midieron 30 células adiposas

completas por animal.

El indice de adiposidad corporal y por regiones se realizo mediante la siguiente férmula:

Adiposidad=_Peso de tejido adiposo (mq)

Peso corporal (g)

5.8. Determinaciones séricas

5.8.1. Anélisis de glucosa

La determinacion de GLU en suero se llevo a cabo mediante el método enzimético colorimétrico
(glucosa oxidasa), segin el procedimiento de ELITECH Clinical Systems. Se pipetearon 2 pL de
muestra y 200 pL de reactivo de trabajo en un pocillo de una placa para lector de ELISA. Las
muestras se mezclaron y se midieron a los75 segundos a 515 nm. Las pruebas se realizaron por

duplicado. Los resultados se expresaron en mg/dL.

5.8.2. Andlisis de triglicéridos

Para la determinacion de TG se utilizd un método enziméatico colorimétrico a través de las
reacciones Lipoproteina lipasa, Glicerol kinasa, Glicerol fosfato oxidasa y Peroxidasa, segun el
procedimiento de ELITECH Clinical Systems. En un pocillo de placa de ELISA se depositaron 2
uL de muestra y 200 pL del reactivo de trabajo. Las muestras se mezclaron y se incubaron a 37 °C
durante 7 minutos. Se realizo la lectura en un lector de placas de ELISA a 515 nm. Las lecturas se

realizaron por duplicado y los resultados se expresaron en mg/dL.
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5.8.3. Analisis de colesterol total

Para la determinacion de COL se utilizd el método enziméatico colorimétrico combinado
(Colesterol oxidasa, Colesterol esterasa, Peroxidasa) segun el procedimiento de ELITECH Clinical
Systems. Se pipetearon 2 uLL de muestra y 200 pL de reactivo de trabajo en un pocillo de una placa
para lector de ELISA. Las muestras se mezclaron e incubaron por 5 minutos a 37 °C. Las lecturas
se realizaron por duplicado. Los resultados se expresaron en mg/dL.
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6. Resultados

6.1. Andlisis quimico proximal del la harina del cuerpo fructifero de P. ostreatus

La composicion proximal del cuerpo fructifero de P. ostreatus obtenidos por cada 100 g en base
seca se muestran en la tabla 1. El principal componente obtenido son los carbohidratos con 43.78
%, seguido del contenido de proteina cruda de 33.30 % y del contenido de fibra 11.89 %
componente importante no solo para la funcion digestiva como parte de la dieta, sino como fuente

de los principales compuestos bioactivos reportados para esta especie.

Tabla 1. Composicién quimico proximal de la harina integral de P. ostreatus.

gen100g gen100g
Componente
base humeda base seca
Humedad 2.62 0
Proteina cruda 32.43 33.30+0.51
Extracto etéreo 4.38 45+0.36
Cenizas 6.36 6.53+£0.11
Extracto libre de nitrégeno 42.63 43.78+1.19
Fibra cruda* 11.58 11.89

Se muestra media + S. D. Los resultados se obtuvieron por triplicado.*Obtenido por diferencia con el resto de los

componentes.

6.2. Extracto acuoso de P. ostreatus

La concentracién del 5 % de harina mostrd6 mayor porcentaje de soélidos solubles (50.1 %). Esta
concentracion se empleo para la preparacion del extracto madre. Se realiz6 una dilucidn de este
extracto con agua potable hasta obtener una concentracion final de 10 % de sélidos solubles para
administrarse en el agua de toma diaria del grupo experimental MA-CAE. Los resultados de la
prueba de solubilidad de la harina del cuerpo frutctifero de P. ostreatus se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Concentracion de solidos solubles de la harina del cuerpo fructifero de P. ostreatus.

Concentracion

. % de sélidos solubles
de harina de P.ostreatus 0

1% 40.6 +2.37
2% 47.8+1.22
5% 50.1+2.3

7% 46.9 + 3..89
10 % 42.1+0.51

Se muestra media £ S.D. Los resultados se obtuvieron por triplicado.

6.3. Ganancia de peso y consumo de alimento de las madres durante la gestacion

El peso corporal materno aumentd progresivamente independientemente del tipo de dieta
consumida. ElI consumo de azlcar durante los 21 dias de gestacion no causé diferencias
significativas en peso corporal (figura 4). El grupo MS gan6 141.9 + 19.53 g y el 108.8 + 20.55 g,
sin embargo no fue estadisticamente significativo (p=0.27). Por otro lado, se realizé el anélisis del
peso corporal del grupo MA*, no hubo diferencias importantes con respeto al grupo control
(p=0.43). También se calcularon las pendientes (m) de los tres grupos y no se encontraron

diferencias significativas (p=0.5).

380~

360+
= 340
320+
300+
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2604
2404
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Dias de gestacion

Figura 4. Peso corporal durante la gestacion. n=5 para los tres grupos. Se muestran medias +

Peso corporal (g

m=5.83 + 1.05°
m=5.42 + 1.02°

S.E.M. ANOVA de una via, Tukey<0.05. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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El consumo promedio de alimento durante la gestacion del grupo MS fue de 25.24 g y de 16.13 ¢
en el grupo MA, mientras que para MA* el consumo fue de 18.88 g. Este Gltimo grupo consumié
mayor cantidad de alimento con respecto a los otros dos grupos (p>0.05). En los grupos expuestos
a SAC, el consumo de alimento disminuy6é y promovié el aumento de liquidos consumidos
(p<0.05). En la tabla 3 se muestra la disminucion en el alimento consumido y la energia
proveniente de este. EI grupo MA* consumié mayor cantidad de energia.

Tabla 3. Consumo de agua, alimento y energia al término de la gestacion.

Grupo MS MA MA*
Consumo de alimento (g/dia) 25.24 + 0.50° 16.13+0.3° 18.88 + 0.61°
Energia del alimento (Kcal/dia) 84.82 + 1.7° 54.11 £ 1.04° 63.5 + 1.96"
Consumo de liquidos (mL/dia) 56.9 + 1.4° 130.6 + 2.6 137.6 £4.0°
Energia de liquidos (Kcal/dia) 0° 26.12+0.5°" 27.52 +0.8"°
Energia total (Kcal/dia) 84.82 + 1.8 80.57 + 1.3 91.21 +1.52°

Se reporta en media = S.E.M. n=5 en los tres grupos.

Al calcular los gramos de alimento consumido por cada gramo de peso corporal (g/g™), el grupo
MS consumié 0.105 g/g™* de peso corporal y el grupo MA 0.063 g/g™, y el MA* 0.075 g/g™ no
hubo diferencias entre MA y MA* vs. MS (prueba de ANOVA de una via, p<0.0001, Tukey
p<0.05).

Debido a la disminucion en el consumo de alimento se calcularon los gramos promedio de proteina
consumidos en los 21 dias que dura la gestacién Los grupos maternos MA y MA* consumieron
significativamente menos gramos de proteina durante la gestacion (4.21 g y 4.33 g) en
comparacion con el grupo control (6.13 g) (p>0.05). Esto representa una disminucién del 31.32 %

con respecto al grupo control.

El dia 21 de lactancia se tom6 la muestra sanguinea capilar para determinar el porcentaje de

hematocrito (% Hto) (indicador de volumen de gébulos en relacion con el total de la sangre) para
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considerarlo como indicador de deficiencia nutricional. EI grupo MS present6 valores de 54.91 +
2.54, el grupo MA 5451 £+ 1.89 y las ratas del grupo MA* 54.0 + 1.98. No se encontraron

diferencias en este parametro entre los grupos (p=0.96).

Durante la lactancia, no hubo diferencias importantes en la ganancia de peso debido a la
manipulacion dietética. EI consumo de alimento y energia proveniente de éste no fue diferente
entre los tres grupos. Por otro lado, las diferencias en la ingesta de liquidos se observaron entre
ambos grupos expuestos a la SAC con respecto al grupo control (p<0.0001). EI mismo
comportamiento se presentd con el consumo de energia (Kcal/ dia). Sin embargo, el consumo total
de Kcal fue el mismo entre los 3 grupos. Los resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Consumo de agua, alimento y energia al término de la lactancia.

Grupo MS MA MA*
Ganancia de peso () 33.0+£9.2° 32.8+9.9° 306+11.6°
Consumo de alimento (g) 50.4 +3.8° 42.7 +£3.1° 42.6 +3.4°
Energia del alimento (Kcal/dia) 169.3 + 12.8° 1435+ 10.5° 143.1 £ 11.5°
Consumo de liquidos (mL/dia) 91.05 + 5.0° 148.4 +5.4° 144.0+5.1°
Energia de liquidos (Kcal/dia) 0° 28.81+1.0° 29.68+1.1°
Energia total (Kcal/dia) 169.3 + 12.8° 172.3.+11.5° 172.8 + 12.5°

Se reporta en media = S.E.M. n=5 en los tres grupos.

Los resultados de la relacién entre alimento y peso corporal en las ratas MS fue de 0.170 + 0.012
g/g?, 0.155 + 0.10 g/g™ para MA 'y en MA* fue de 0.146 + 0.11 g/g™ (p=0.32). Con respecto al
consumo promedio de proteina, el grupo control ingirié 12.63 + 0.96 g, 10.67 £ 0.8 g para MA y
10.95 £ 0.9 g (p=0.25).
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Medidas morfométricas de las crias al nacimiento
Las medidas morfométricas de las crias al nacimiento se muestran en la tabla 5. No se encontraron

diferencias significativas entre los grupos experimentales y el control.

Tabla 5. Medidas morfométricas al nacimiento.

Medida MS MA MA*
Peso corporal (g) 6.2+0.17° 6.1+ 0.15° 6.1 +0.4°
Longitud (mm) 50.9 + 0.34° 49.94 +0.37% 51.1+0.3°
Diametro cefalico (mm) 12.5+0.19° 12.4 +0.33° 12.2+0.2°
Diametro abdominal mm) 14.6+ 0.45°% 15.1+0.2° 149 +0.3°
Distancia ano-genital (mm) 3.0+0.31° 3.14 +0.12° 3.1+0.2°

Se reporta en media = S.E.M. n=5 camadas en los tres grupos. ANOVA de una via, Tukey p<0.05. Letras diferenctes

indican diferencias significativas.

6.4. Peso corporal, consumo de alimento, agua y energia de las crias

No se encontraron diferencias en la ganancia de peso a partir de la semana 3 (destete) hasta la
semana 12 entre los tres grupos (previo al tratamiento con extracto de P. ostreatus en el grupo
MA-CAE) (p=0.62). En la tabla 6 se muestras los resultados de ganancia de peso, consumo de

agua, alimento y energia hasta la semana 12.

En general, el consumo de agua no fue diferente entre los tres grupos (p=0.13). Sin embargo, al
normalizar el consumo de liquidos con respecto al peso corporal (mililitros por gramo de peso)
(mL/g™), los grupos de agua con azlicar consumieron mas agua con respecto al grupo control (MS-
CS) (p<0.0001).

El consumo de alimento de los grupo MA-CA y MA-CAE (13.13 g y 14.5 g, respectivamente), fue
menor con respecto al grupo control (18.8 g) (p=0.04). El analisis hasta las 12 semanas de edad. Se
normalizé el consumo de alimento de las ratas de los grupos MA-CA y MA-CAE con el peso
corporal, el alimento consumido desde la semana 3 a la 10 de ambos grupos y se encontrd es

significativamente menor con respecto al grupo MS (0.063 g/g™ y 0.065 vs. 0.083 g/g™). Esto
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representd una disminucién del 20.8 % del consumo promedio de proteina en los grupos que

consumieron SAC.

Tabla 6. Consumo de agua, alimento y energia de las crias a los tres meses de edad.

Grupo MS-CS MA-CA MA-CAE
Ganancia de peso (g) 290.1 +21.3° 317.8£29.4° 291.0 £ 22.43°
Consumo de alimento (g) 18.8 +1.9° 13.1+1.3° 145+ 15
Energia del alimento (Kcal/dia) 66.7 £ 5.4° 56.0 +3.5 62.7 +3.7°
Consumo de liquidos (mL/dia) 41.32+ 3.4 61.64 + 6.2° 68.2 +0.01°
Energia de liguidos (Kcal/dia) 0° 123+1.2° 13.7+1.2°
Energia total (Kcal/dia) 66.7 £ 5.4° 68.28 + 4.69°% 76.35+4.8°

Se reporta en media = S.E.M. n=5 en los tres grupos. ANOVA de una via, Tukey p<0.05. Letras diferentes sefialan

diferencias significativas.

La ganancia de peso de las crias durante el Gltimo mes del experimento se muestra en la tabla 5. Se
puede apreciar que el grupo MA-CA gan6 44.1 g y el grupo MS-CS 33.3 g durante el ultimo mes
de edad pero este cambio no fue significativo (p=0.28) entre ambos grupos. Por otro lado, en el
grupo MA-CAE el aumento de peso (41.19 g) fue menor con respecto al grupo MA-CA. Sin
embargo el consumo de extracto no tuvo cambios significativos en la ganancia de peso entre estos

grupos (p<0.065).
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Tabla 7. Consumo de agua, alimento y energia de las crias durante el cuarto mes de edad.

Grupo MS-CS MA-CA MA-CA-CE
Ganancia de peso corporal (g) 41.19 +£10.8° 44.06 + 14.4° 33.3+5.1°
Consumo de alimento (g) 23.3+0.1° 19.3+0.1° 23.3+£0.3
Energia del alimento (Kcal) 78.3+0.4° 64-7 + 0.5 78.3+0.9°
Consumo de liquidos (mL/dia) 51.7 £ 0.9% 86.3+0.8" 56.3+3.1°
Energia de liquidos (Kcal/dia) 0° 17.3+0.2° 0
Energia total (Kcal/dia) 78.3+0.4° 81.9+0.7° 78.3+0.9°

Se reporta en media + S.E.M. n=5 en todos los grupos. ANOVA de una via, Tukek p<0.05. Letras distintas indican

diferencias significativas.

El consumo de alimento por gramos de peso corporal (g/ g*) mostré diferencias entre los 3 grupos
(p=0.0003). El grupo MA-CA consumi6 menos alimento (0.054 g/ g™*) que los grupos de az(icar y
extracto. No hubo diferencias significativas entre MS-CS y MA-CAE (0.063 y 0.064 g/ g™

respectivamente)

Finalmente, se tomaron muestras para determinar % de Hto. EI grupo control (MS-CS) present6
valores de 56.71 + 1.53, las crias del grupo MA-CA 59.04 £ 2.20, mientras que las raras del grupo
MA-CAE 58.91 + 4.69.No se econtraron diferencias significativas entre los tres grupos en este

pardmetro (p=0.84).
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6.5. Indicadores bioquimicos

El consumo de azucar no modifico significativamente la GLU sérica (p=1.266). Las
concentraciones de GLU en las ratas del grupo MS-CS fueron de 80.82 mg/dL y el grupo

MA-CA tuvo 90.08 + 3.76 mg/dL. El consumo de extracto acuoso de P. ostreatus tampoco mostro
efectos en la glucemia del grupo MA-CAE (90.08 £ 3.74 mg/dL) (figura 5A).
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Figura 5. Concentraciones de A) glucosa, B) triglicéridos y C) colesterol total en suero de ratas macho de 4
meses de edad. Se muestra media £ S.E.M. n=5 para todos los grupos. ANOVA de una via. Prueba de

Tukey p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias significativas.

El consumo de azlcar desde la gestacion hasta la edad adulta provocd un aumento en los niveles
de TG. El grupo MA-CA presenté valores de 65.89 + 4.53 mg/dL en comparacién con el MS-CS
con 35.15 mg/dL (p<0.0001). Por otro lado, aunque los valores de TG disminuyeron en el grupo
MA-CAE, (56.21 + 3.20 mg/dL) no fueron estadisticamente significativos (p<0.05).

Por su parte, las concentraciones de CT total del grupo MS-CS fueron de 101.8 + 6.3 mg/dL,
mientras que las ratas que recibieron el extracto acuoso presentaron valores ain menores 75.85 +
7.32 mg/dL, esta reduccion fue significativa (p<0.05). ElI grupo MA-CA presentd valores
ligeramente menores de CT con respecto al grupo MS-CS (95.74 + 2.88 mg/dL) pero no fue
estadisticamente significativo (p>0.05).
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6.6. Adiposidad corporal

El peso corporal al dia del sacrificio no se modificé significativamente (p=0.98). El peso promedio
de los depositos pericardico, perirrenal y perigonadal no se vieron afectados por el consumo de
SAC o de esta y extracto acuoso de P. ostreatus (p>0.05). Los efectos del agua azucarada se vieron
reflejados en el indice de adiposidad corporal (84.7 £ 2.96), mientras que el grupo tratado con
extracto presentd un indice de 60.8 £ 5.5 y el control 55.5 £ 6.39. En la tabla 8 se muestran los

resultados obtenidos de las crias de cuatro meses de edad.

La dieta prenatal y posnatal con SAC aumento el peso promedio del depdsito subcutaneo en el
grupo MA-CA 14.2 + 2.0 g. El tejido adiposo subcutaneo (TAS) en el grupo control fue de 6.7
0.9 g, mientras que en el grupo tratado durante 4 semanas con extracto de P. ostreatus el peso 8.4
+ 0.9 g al término del experimento. Al determinar el indice de TA de esta region, las ratas del
grupo MA-CA presentaron un indice de 37.04 + 3.2, mientras que por su parte, las ratas del grupo
MA-CAE presentaron un indice de 22.1 + 0.26.

Por otro lado, el peso promedio del TAV no fue diferente entre los tres grupos (p=0.06). Sin
embargo, el indice de TAV del grupo MA-CA (12.68) fue significativamente mayor (p<0.05) con
respecto al grupo MS-CS (9.44) y al del grupo MS-CAE (8.6). No hubo diferencias entre el grupo
control y el tratado con extracto acuoso de P. ostreatus.

Finalmente, debido a que los primeros tres meses de vida posnatal se presento la disminucion en el
consumo de alimento en los grupos MA-CA y MA-CAE vy después el de éste se reajusto con
respecto al grupo control, se tomaron muestras sanguineas para determinar % Hto el dia del

sacrificio de las crias. No se encontraron diferencias significativas en el % Hto de los tres grupos.
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Tabla 8. Adiposidad corporal.

Region de tejido adiposo MS-CS MA-CA MA-CAE
Peso corporal (g) 388.2 £ 29.54 391.4 +36.19 382.9+26.9
Adiposidad total (g) 21.56 +2.96° 324+319° 22.94 + 1.15%
indice de adiposidad 5.6 + 6.39° 84.7 + 2.96" 60.83 + 5.50°
Visceral (g) 3.79 +0.78° 4.89 + 0.64° 3.2+0.11°
Pericéardica (g) 0.56 +0.1° 0.48 + 0.44° 0.48 +0.05°
Perigonadal (g) 4.80 +0.75° 5.53 £ 0.52° 5.83 £ 0.35°
Subcuténeo (g) 6.7 +0.9° 142 +2.0° 8.4+0.9°
Perirrenal (g) 574 +1.2° 7.30 £ 0.8 5.1+0.3°

Se muestra media £ S. E. M. n=5 en todos los grupos. ANOVA de una via. Prueba de Tukey p<0.05. Letras diferentes

indican diferencias significativas.

6.6.1. Area de adipocitos
Los adipocitos del grupo MS-CS midieron en promedio 4161. 51 + 97.76 um?, las ratas del grupo
MA-CA tuvieron células de 4511.9 + 98.57 um?y en el grupo MA-CAE el area fue de 3625. 54 +
90.97um? En la figura 6 se muestra que el tamafio de las células adiposas se vio afectado
significativamente por el consumo de SAC (p=0.0001) ya que presentaron un tamafio mayor que
MS-CS. Por otro lado, se observa que la ingesta de extracto acuoso disminuyé el tamafio promedio
de los adipocitos después del consumo de SAC durante. El area de las células después de la
intervencion con P. ostreatus disminuy6 ain mas con respecto al grupo control. En la figura 7A, se
aprecia que el tamafio de los adipocitos en el grupo MA-CA es mayor con respecto a los otros dos

grupos.
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Figura 6. Area de adipocitos (um?). Se muestra media + S.E.M. n=5 para los tres grupos. Prueba
de Kruskall-Wallis y pos hoc de Dunns p<0.05. Letras diferentes muestran diferencias

significativas.

En la figura 7B se puede observar la distribucion de los adipocitos, de acuerdo a su tamafio. El
grupo MS-CS concentr6 el mayor porcentaje de adipocitos en 3000 pm? (27.1 %), mientras que el
grupo de ratas MA-CA en las 4000 pum? (26. 04 %) y las crias en el grupo que ingirieron el
extracto acuoso en 3000 um? (28.82 %).

El grupo de ratas que tomaron agua azucarada hasta los 4 meses, la proporcion de adipocitos
grandes (7000-1000 pm?) es de 10.1 %, por arriba de la proporcién encontrada en el grupo MS-CS
con 7.9 %. Por su parte, la proporcién de adipocitos grandes en el grupo MA-CAE es escasa (6.25
%). La proporcién de adipocitos pequefios (1000-3000 um?) fue mayor en el grupo expuesto al
tratamiento con extracto acuoso de P. ostreatus (54.26 %) con respecto a los grupos control y
azucarado (41.32 y 29.51 %, respectivamente). En general, el tratamiento con extracto acuoso

muestra mayor proporcion de adipocitos pequefios (figura 8).
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Figura 7. A) Microfotografias de los adipocitos de crias de 4 meses de edad. Tomadas a 40x. B)

Distribucion por frecuencias de las crias de 4 meses de edad.

46



301
- MS-CS
- MA-CA
(%2]
.g 20_ — MA‘CAE
(]
o
o
._5
©
L 10+
X
0' T T T T T T T
Q Q Q \} Q QO
RPN S

O N O O O
L O O O O
& S

pm’

Figura 8. Grafica comparativa de la distribucion relativa de adipocitos de crias de 4 meses de
edad.
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7. Discusion

Efectos del consumo de agua azucarada en los grupos maternos

El consumo de agua azucarada gener6 cambios en el consumo de alimento al disminuirlo en un 36
%. Esto provocd una disminucion en el consumo de proteina del 31 %. En los modelos animales
que estudian los efectos prenatales originados por una restriccion en el aporte proteico de la dieta,
muestran disfunciones hormonales y metabdlicas en la madre y alteraciones en el peso de drganos
y tejidos de las crias debido a modificaciones morfolégicas en la placenta que influyen en la salud

futura de la descendencia (Rebelato y col., 2013).

Por lo que se refiere a la ingesta de liquidos, el contenido de SAC causo6 que la ingesta de liquidos
se duplicara. A pesar de esto y de la disminucion en el consumo de alimento, la energia total fue
similar entre los grupos. Este comportamiento se ha explicado en diversas investigaciones en las
que se menciona que las ratas tienen la capacidad de regular su ingesta calérica al exponerlas a
modificaciones dietéticas (Lopez-Espinosa y col., 2008). De acuerdo a lo reportado por Toop Yy col.
(2015), los efectos observados, empleando soluciones de SAC al 10 %, no se ven reflejados en el
peso corporal de las crias ni en el resto de las mediciones realizadas en el dia del nacimiento de la
progenie, pero si en el peso de 6rganos como el higado y modificaciones metabolicas de a las crias
a largo plazo.

En esta investigacion, las ratas de los grupos maternos que recibieron SAC al 5 % en el agua no
diferencias en corporal al término del experimento. Lo anterior coincide con lo reportado por con
Kendig y col., 2015 que emplea una concentracion de 10 % de SAC y con una concentracion de
FR al 20 % (Vickers y col., 2011) en el agua que toman las ratas durante la gestacién y la

lactancia.

Ahora bien, a pesar de que el peso corporal de las madres no fue diferente entre los grupos. Lo
anterior es similar a lo reportado por Torres y col. (2010) quienes al realizar un analisis de la
composicién corporal en ratas sometidas a restriccion moderada de proteina y encontraron un
menor contenido tanto de grasa hepatica como de grasa total corporal al término de la gestacion.

Ademas reportan concentraciones elevadas de leptina sérica en el grupo restringido. Lo anterior es
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importante, puesto que las modificaciones en el metabolismo lipidico pueden programar la
actividad enzimaética de las crias a largo plazo. Lo anterior puede ocurrir sin observarse cambios en

la masa de Organos y tejidos en etapas de desarrollo temprano (Bautista y col., 2008).

Finalmente, durante la lactancia, observamos que la ingesta de alimento llegd a duplicarse con
respecto al periédo de gestacion en los tres grupos. Aunque hubo diferencias en el consumo de
agua y aporte calorico, la restriccion de proteina observada en el periodo de gestacién no se
present0 durante en amamantamiento de las crias. La energia total de los tres grupos fue similar y
los resultados en el % Hto de las madres no se vieron afectados. Sin embargo, aunque no se
realizaron mediciones de este parametro durante la gestacion en nuestros grupos, no se descarta
que el % de Hto pueda encontrare alterado como lo reportan Cervantes-Rodriguez y col. (2014) en
donde se encontr6 disminuido el % Hto en el grupo de ratas que consumieron una dieta que

contenia 10 % de proteina.

La finalidad del modelo empleado en este estudio, no es la restriccion de proteina en la dieta sino
el consumo de SAC en la gestacion y la lactancia. A pesar de esto, es importante mencionar que la
malnutricion en la gestacion y lactancia modifica permanentemente el crecimiento y el
metabolismo de la descendencia (Mifiana-Solis y Escobar, 2007). Bautista y col., (2008) reportan
mayor cantidad de TA en crias neonatas cuando se presenta esta carencia de proteina, por lo que

puede ser un factor de programacion para la obesidad.

Efectos del consumo posnatal de sacarosa en las crias en los primeros 3 meses de edad

El consumo de alimento, durante las primeras 12 semanas de vida descendié un 30 %. Esto, al
igual que en los grupos maternos de ratas, origind la restriccion del aporte de proteinas en la dieta
y la energia que no se obtuvo de origen proteico fue sustituida por el azlcar, aumentando el
consumo de liquidos. En nuestro estudio, la dosis de SAC es muy baja, sin embargo, este
comportamiento se ha reportado en otros trabajos con dosis mayores al 30 % (Fuente-Martin y
col., 2012; Diaz-Aguila y col., 2015).

49



No se mostraron diferencias en la ganancia de peso corporal. Estd compensacion, permite que el
aporte calorico total sea el mismo que en las ratas control, por lo que el peso corporal no se ve

modificado de forma importante.

Efecto del extracto acuoso en las crias

El consumo de extracto acuoso de P. ostreatus no mostrd repercusiones en la ganancia de peso
corporal después de 4 semanas de tratamiento. En modelos animales con enfermedades
metabolicas inducidas en la edad adulta, se muestran cambios significativos en el peso corporal,
después del tratamiento con hongos comestibles. Asi lo reportan diversas investigaciones que
emplean la manipulacién de dietas con hongos deshidratados e induccion de sindrome metabdlico,
dislipidemias o diabetes (Alam y col., 2010; Bobek y col., 1998; Jeong y col., 2010). En estos
estudios, no solo se muestra la disminucion significativa del peso corporal, sino que en los

animales de los grupos suplementados el peso es inferior al de los animales control.

Con respecto al consumo del extracto acuoso de P. ostreatus, se observd que durante el
tratamiento, el consumo de liquidos y de alimento fue similar al grupo de ratas control. El extracto
acuoso no tiene un aporte energético significativo (datos no mostrados) esto posiblemente
explicaria la similitud entre grupo control y el de extracto. Debido a esto no se mostraron

diferencias en el peso ganado durante el Gltimo mes del experimento.

Resultados de los indicadores bioquimicos

Los valores de GS no se vieron modificados por el consumo de agua azucarada. Esto coincide con
lo reportado por Cervantes-Rodriguez y col. (2014), debido a que en su investigacion, el consumo
de 5 % de SAC no modifico la glucemia en ratas hembras o macho. Aunque nuestro estudio no
realizd mediciones de insulina sérica, es posible que el aumento de este pardmetro se haya
desarrollado en etapas tempranas del experimento como lo sugieren Londres y Castonguay en
2011, en donde concentraciones de 16 % de SAC, GLU o FR durante una semana provocan
hiperinsulinemia. En estudios en los que se evalua GS, se reporta también concentraciones
elevadas de insulina que permite mantener normoglucémicas a las ratas (Chamson-Reig y col.,
2009).
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Las concentraciones sericas de los TG de las ratas aumentaron debido al consumo de azlcar. Este
pardmetro se modifica en respuesta al consumo de otros carbohidratos como FR o GLU por
separado en el agua de toma (Londres y Castoguay, 2011). Cervantes- Rodriguez y col., (2014)
suministraron la misma dosis empleada en este trabajo pero a partir de la edad adulta. Los efectos
del consumo de FR tienen repercusiones en los niveles de COL debido al incremento de la sintesis
de apoproteinas tipo B (APO B) que antecede al aumento de lipoproteinas de muy baja densidad
(C-LDL) que a largo plazo puede provocar un aumento de los TG (Kelley y col., 2004; Havel,
2005).

El CT muestra modificaciones en estudios con manipulaciones dietéticas altas en grasa,
carbohidratos o ambos. Es posible que en los resultados obtenidos en nuestra investigacion se
deban al empleo de una dosis baja de SAC. No obstante, Cervantes-Rodriguez y col., (2014)
reportan que las concentraciones de CT séricas en ratas macho también se modificaron con el

consumo de esta misma dosis (5 %) a partir de los 3 meses de edad.

En cuanto al efecto del extracto acuoso de P. ostreatus se ha observado que en ratas con
dislipidemia inducida (dieta con 1 % de colesterol) (Hossain y col., 2003; Alam y col., 2011) y el
consumo de P. ostreatus deshidratado, las concentraciones de TG y CT disminuyen
significativamente. Esto se acompafia de la disminucion de C-LDL y promueve el aumento de
HDL. Los porcentajes de reduccidn de colesterol sérico en ratas oscilan entre el 27 y 33 % (Bobek
y col., 1994, 1995 y 1998; Alam y col., 2009, 2011a y 2011b) En nuestros resultados, la
concentracion del extracto acuoso de este hongo, provoco la disminucion del 13 % de las
concentraciones de TG pero no fue significativa. Los reportes de reduccién de TG séricos se
encuentran entre el 41 y 52.7 % (Bobek y col.1994; Alam y col 2011a y 2011 b). De acuerdo a
Bobek y col. (1998) los efectos de la suplementacion de este hongo en una dieta
hipercolesterolémica, dependen del tiempo de administracion. Por ello, es posible que la duracion
del tratamiento no haya sido suficiente para haber obtenido una disminucion significativa en este

indicador.
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En diversos estudios, se asocia la reduccion de las concentraciones de CT y TG después del
consumo de dietas suplementadas con hongos comestibles debido a la concentracion de [3-
glucanos. La viscosidad que le confieren a la dieta a lo largo del tracto gastrointestinal, permite que
la absorcion de lipidos sea menor. Debido a esto, la excrecion de lipidos en el contenido fecal
aumenta y el contenido en plasma sanguineo se reduce. La quitina y el pleuran son polisacaridos
insolubles en agua y su hidrolisis debe llevarse a cabo en un medio alcalino. Sin embargo, debido a
que en esta investigacion se emple6 una extraccion acuosa, no logramos obtener efecto en la

reduccién de TG en este estudio aungue esto no es definitivo para observar un efecto.

En los cuerpos fructiferos de P. ostreatus se ha reportado la presencia de lovastatina (Shin-Yu y
col., 2012) y es por ello que Bobek y col., (1998), asi como Alam y col., (2009), explican que esta
molécula esta implicada en la disminucion de las concentraciones de CT, disminucion de C-LDL y
al aumento de HDL (Fukushima y col., 2000). En extractos acuosos esta molécula ha sido
reportada por Gil-Ramirez y col., 2013 aunque con una extraccién menor en agua con respecto al

uso de solventes como el etanol.

Las HDL son moléculas trasportadoras de COL de los tejidos periféricos hacia el higado para su
catabolismo y excrecion. A pesar de que en esta investigacion no se realizaron pruebas para la
determinacion de C-LDL y C-HDL, Alam y col. (2011b) reporta que las concentraciones de COL
dismiuyen y se acompafian de la reduccion del 60 % de las concentraciones de C-LDL y aumento
de las concentraciones de C-HDL. Los resultados sugieren que el extracto pudo tener efecto sobre
las concentraciones de HDL para disminuir las concentraciones. Cabe mencionar que la
disminucion de las concentraciones de COL sugiere un menor riesgo aterogénico y los efectos
obtenidos con P. ostreatus también han sido reportados con otras especies como A. bisporus, L.
edodes (Jeong y col., 2010; Yoon y col., 2011)

Con respecto a los valores de GS, no se encontraron modificaciones en su concentracion. En ratas
con DM2, se ha descrito que el consumo de las especies P. ostreatus y P. cystidiosus muestran
efectos hipoglucemiantes. A nivel intestinal, ambos hongos promueven una mayor absorcion de

GLU y que promueven la activacion de glucoquinasa, enzima clave en el metabolismo aumenta la
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utilizacion de esta molécula e nivel celular y las concentraciones séricas disminuyen. También se
reporta que ambos hongos estimulan la secrecion de insulina. Sin embargo, carecemos los datos de
la concentracion de esta hormona en nuestra investigacion para describir qué efecto tuvo el

extracto acuoso sobre las concentraciones de insulina (Jayasuriya y col., 2015).

Efectos en el tejido adiposo

La ingesta de SAC en las crias de nuestro estudio muestra efectos importantes relacionados con la
composicién corporal. La ausencia de diferencias en el peso ganado entre los tres grupos puede
explicarse de dos maneras. Por un lado, menor ganancia de masa muscular debido al catabolismo
de este tejido ante la restriccion de proteina de la dieta (disminucion en el consumo de alimento) y

por otro lado, mayor ganancia de masa grasa.

En ratas, se ha observado que la restriccion de nutrimentos en la dieta, programa a los adipocitos a
aumentar su capacidad de acumulacion lipidica la vida posnatal de las crias aunque estas no se
expongan a dietas altas en carbohidratos o lipidos (Rojas-Negrete y col., 2009). Esta estrategia de
supervivencia programada le permite a la descendencia sobrevivir ante periodos de escases de
alimento, en el que la grasa representa un recurso compensatorio de ganancia de peso y la mejor
reserva energética. Pero los factores posnatales también desempefian un papel muy importante para
presentar o no enfermedades como la obesidad (Fuente-Martin y col., 2012).

El indice de adiposidad corporal en el grupo azucarado sugiere que el consumo de SAC provoco la
formacion de nuevas células adiposas. Centrandose en el depdsito visceral, se sabe que la
acumulaciéon de grasa en esta region es un factor predictivo del riesgo a presentar sindrome
metabolico, caracterizado por concentraciones de insulina elevadas, hipertrigliceridemia y aumento
en las concentraciones de CT (Pickhardt y col.,, 2012). En los datos que presentamos, las
concentraciones de TG de las ratas que consumieron toda su vida agua con azucar muestran indice
adiposo deposito visceral. Esto se ve reflejado en el area aumentada de los adipocitos que
promueve la liberacién de AGL y la generacion de nuevos adipocitos (Esquivel-Solis y Gomez-
Salas, 2007).
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Chen y col., (2009) mencionan que el diametro de las células adiposas aumenta en respuesta a
dietas altas en carbohidratos lipidos o ambas durante la vida posnatal. En su investigacion
muestran mayor acumulacion de grasa en el area visceral es mayor cuando ademas de una dieta
alta en carbohidratos y lipidos, se consumen liquidos con aporte caldrico por la presencia de SAC.
Ademaés mencionan que la ganancia de peso es menor por el consumo solo de agua azucarada que
si se consume Unicamente una dieta rica en grasas y azUcares. Esto también podria explicar por qué

no observamos diferencias en el peso ganado entre nuestros grupos.

El nimero de células adiposas formadas después de un balance positivo de energia no desaparecen.
No obstante, el area de los adipocitos si disminuye con el aumento del gasto energético en
combinacion con la disminucion del consumo calorico (Chen y col., 2009). El indice de adiposidad
en el grupo de ratas expuesto durante la vida intrauterina y posnatal a la solucion de SAC muestra
aumento en el tamarfio de los depdsitos grasos. En nuestros datos, la distribucion de los adipocitos
grandes de la region visceral es mayor y del grupo que ingirié extracto acuoso se cuantificaron a

penas el 6 %.

En general, los estudios en animales demuestran que dietas enriquecidas con hongos comestibles
reducen de forma significativa el peso corporal. Los datos dependen de la especie de roedor, la
dosis de la dieta, la variedad y el tiempo de administracién. En lo que respecta a modelos de
programacion embrionaria, no se sabe qué efectos tiene el consumo de hongos comestibles en la
progenie. Los efectos terapéuticos de estos organismos se estudian en modelos animales con

trastornos metabodlicos inducidos en la edad adulta.

En esta investigacion se encontrd que las ratas alimentadas con azucar a partir de la vida prenatal y
hasta los tres meses de edad muestran efectos interesantes en la reduccion de masa adiposa. El
consumo de una concentracion de 10 % de sdlidos solubles de la harina integral del hongo
comestible P. ostreatus disminuy0 el peso del tejido adiposo de las regiones visceral y subcutanea.
Sin embargo, es importante destacar que esta reduccion no modificoé el peso corporal ganado
después de 4 semanas de tratamiento. En modelos animales con enfermedades metabdlicas

inducidas en la edad adulta, se muestran cambios significativos en el peso corporal, después del
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tratamiento con hongos comestibles. Asi lo reportan estudios como el Alam y col., (2009 y 2011)
en ratas con dislipidemia y el de Jeong y col., (2010) en un modelo animal con DM1.

Los estudios con hongos comestibles y sus efectos en la composicion corporal son escasos.
Handayani y col., (2012) demostraron que una dosis alta (6 %) de cuerpos fructiferos
deshidratados de L. edodes en conjunto con una dieta alta en grasa, disminuye los depdsitos de
masa grasa total de forma significativa (35 %) y la grasa inguinal (50 %). Estos efectos no se
reflejan diferencias en el peso corporal. Aunque en su estudio emplea el cuerpo fructifero integro y
las ratas de la presente investigacion consumieron una baja concentracién de P. ostreatus en el

extracto acuoso, no encontramos diferencias en el peso corporal al término del experimento.

Handayani y col., (2014), describe un posible mecanismo que sugiere que los hongos comestibles
previenen la obesidad. Empleando al hongo L. edodes como parte de una dieta solida, sin colina y
alta en grasa, observa menor acumulacion de TG en el tejido adiposo visceral (TAV). En las ratas
de su investigacion, el peso del higado y contenido de TG en este 6rgano fue mayor, mientras que
los depositos viscerales disminuyeron. El perfil de lipidos mejord. En sus resultados como en el de
otras investigaciones (Alam y cols. 2009, 2011; Jayasuriya y col., 2015; Jeong y col. 2011)
observan que la excrecion fecal de lipidos es mayor con el consumo de hongos. Este mecanismo
sugiere un desarrollo de esteatosis hepatica no alchélica que podria estar determinado por el efecto

de este hongo, pero no se ha reportado algo similar con P. ostreatus.

Yoon y col., (2011) realizaron el analisis histolégico del higado después de suplementar (5 %) el
hongo L. edodes en ratas Wistar hembra y reportan que las vesiculas lipidicas originadas por la
dieta adicionada con COL, no se observan en los cortes histoldgicos del grupo que consumio la
dieta. Por su parte, en un experimento similar en ratas macho con 3 especies diferentes de setas (P.
sajor-caju, P. ostreatus y P. florida) y acidos biliares. Se reportan efectos similares (Alam y col.,
2011b). En ambos estudios no se realizo analisis histologico de TA, pero muestran que el grupo
tratado disminuy6 considerablemente su peso corporal y en contenido de lipidos fecales fue mayor

en las ratas que consumieron P. ostreatus en la dieta.
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Jayasuriya y col., en 2015, evalta el perfil de enzimas hepaticas como alanina transferasa y
aspartato aminotrasnferasa de ratones con DM1 que consumieron las especies P. ostreatus y P.
cystidiosus. En su investigacion reportan que las concentraciones de dichas enzimas no se
modifican después de la administracion de una suspension de durante 6 semanas, por lo que la

disfuncion hepética no se reporta en el tratamiento de ambas especies fungicas.

Por otro lado, se sabe que la expresion de genes en el TA se puede modificar en respuesta a la
manipulacion dietética (Al-Hasani y Joost, 2005). Los factores de trascripcion PPAR-Y y SREBP-
1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein) desempefian un papel importante en la lipogénesis.
Mientras que el primero participa en los procesos de diferenciacién y proliferacion de células
adiposas, el segundo interviene en el control de la produccion de ligando enddgenos para PPAR-Y,
principalmente regulando la sintesis de AG y TG. Los datos del &rea de los adipocitos del grupo
que ingirid el extracto acuoso de P. ostreatus muestran reduccion después del consumo de SAC.
Con respecto a lo anterior, Kanagasabapathy y col., (2013) reportan que la extraccion acuosa rica
en polisacaridos del hongo P. sajor-caju deshidratado, disminuye la expresion de ambos factores
de trascripcion (SREBP-1c y PPAR- Y) y con ello la generacdn de nuevas células adiposas. Por lo
que el area dsminuida de los adipositos de nuestros animales puede deberse a la disminucion en la

diferenciacion de adipositos y aumento en la lipélisis.

La obesidad se considera un estado inflamatorio y de estrés oxidativo en el que las especies
reactivas de oxigeno se encuentran en concentraciones mayores en 6rganos como el higado
(Wallinger y col., 2011; Kanagasabapathy y col., 2013), el rifion (Alam y col., 2009;
Kanagasabapathy y col., 2013) y el TA (Pefia-Olihuria, 2014). Cervantes-Rodriguez y col. (2014)
reportan que la dosis de SAC gque empleamos en este estudio provoca estrés oxidativo después de
10 semanas de consumo. Si bien en nuestro estudio no se realizaron ensayos de actividad
antioxidante del extracto, en los basidiocarpos deshidratados de P. ostreatus han sido reportados
siete diferentes compuestos fenolicos (Alam y cols. 2010). En orden descendente se encuentran los
acidos protocatéquico, galico y clorogénico, seguidos de la formononetina, naringenina,
hesperetina, y por ultimo la biocanina-A (Alam y cols. (2010). Yim y cols. 2010 reportan que en la

extraccion acuosa P. ostreatus exhibe actividad de inhibicion mayor al 80 % frente al radical
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ABTS y en el ensayo de blanqueamiento f-caroteno-acido linoleico. Los compuestos fendlicos de
P. ostreatus muestran mejores resultados con respecto a especies como F. velutipes, L. edodes y
P.cystidiosus en ensayos in vitro para evaluar la actividad antioxidante (Yang y col., 2001). Por lo
anterior, podriamos sugierir que el extracto acuoso que consumieron las ratas contribuyo a revertir

los efectos provocados por la ingesta de SAC.

En estudios in vitro con especies fungicas se han caracterizado compuestos con otras actividades
diferentes que pueden emplearse en el tratamiento de la obesidad. Por ejemplo, Palanisamy y col.,
2012 reportan que especies como A. bisporus, L. edodes M. conica, P. eryngii, G. frondosa, L.
shimeji, M. oreades, A. ponderosay B. edulis que tienen actividad inbhibitoria de lipasas
pancreatica y que podrian sustituir a farmacos prescritos como el orlistat. Sin embargo, esta

actividad no ha sido reportada en P. ostreatus.

En general, esperdbamos que las modificaciones en los indicadores bioquimicos y en el TA
después del tratamiento con SAC se vieran revertidos con la ingesta del extracto acuoso de P.
ostreatus. Demostramos que si bien los efectos no se observaron en todos andlisis realizados
debido a factores como el tiempo de administracion del extracto, logramos observar efectos
importantes en el area y el indice adiposo visceral. Si bien es cierto que la reduccion calérica
(como la eliminacion de la SAC como la fuente principal de TG y AG, contribuye a aminorar
dichos efectos, todos los estudios realizads en ratas coinciden que el consumo de hongos

comestibles tienen repercusiones en el tratamiento de trastornos metabdlicos.

Los factores prenatales y posnatales, como el consumo de bebidas azucaradas, influyen en el
desarrollo de adiposidad en la vida adulta. Los resultados obtenidos sugieren que los factores
alimentarios en el ambiente posnatal desempefian un papel importante en el desarrollo o
tratamiento de enfermedades metabdlicas como la obesidad. Pero la investigacion en torno al tema
expuesto en este documento es extensa. Debido a esto, los datos aqui expuestos son un primer
reporte sobre los efectos del consumo los compuestos bioactivos de hongos comestibles presentes
en una extraccion acuosa, en la adiposidad de ratas con antecedentes de consumo de agua

azucarada desde la vida intrauterina hasta la edad adulta.
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Conclusiones

El consumo de sacarosa en la vida intrauterina y posnatal de ratas macho modificé las
concentraciones de TG y COL en la descendencia.

El consumo prenatal y posnatal de sacarosa contribuye a la adiposidad de ratas en la vida
adulta.

El indice de adiposidad corporal de las ratas disminuye con la ingesta de los compuestos
bioactivos presentes en el extracto acuoso de P. ostreatus.

La ingesta de extracto acuoso de P. ostreatus durante cuatro semanas disminuyo el indice
de adiposidad corporal.

La ingesta del extracto acuoso de P. ostreatus disminuye el area de los adipocitos de la
region visceral.

La ingesta de extracto acuoso de P. ostreatus puede coadyuvar en el tratamiento de la

obesidad en ratas con consumo prenatal y posnatal de sacarosa.
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9. Perspectivas

En los grupos de ratas de esta investigacion:

Cuantificar la excrecion de lipidos totales y colesterol en heces fecales.

Realizar perfil de lipoproteinas (C-VLDL, C-LDL, C-HDL) en plasma sanguineo.
Determinar las concentraciones séricas de insulina y leptina.

Realizar analisis histologico de en otros érganos como higado, aorta y rifiones.

Realizar pruebas para determinar la expresion de receptor PPARY y SREBP-1c en el tejido
adiposo.

Evaluar estrés oxidativo a partir de actividad enzimatica en suero sanguineo e higado.
Realizar composicion corporal.

Administrar dosis mayores del extracto acuoso de P. ostreatus al grupo experimental.

En el extracto acuoso de P. ostreatus:

e Evaluar actividad antioxidante del extracto acuoso de la concentracion empleada en
esta investigacion (10 % sélidos solubles).

e Determinar la presencia de inhibidores de PPARY y SERBP-1c.

e Caracterizar los compuestos que contribuyeron o se relacionan con los resultados

obtenidos en esta investigacién (lovastatina, compuestos fendlicos, etc).
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11. Anexos

Anexo 1. Procesamiento de tejido adiposo

LAVADOS Solucion salina 0.9 % 3 lavados

FIJACION Formalina 10 % 48 h

Alcohol 70 %

30 min
| Alcohol 80 % ]
DESHIDRATACION 70 min
Alcohol 96 %

60 min
Alcohol Absoluto )
60 min
Etanol: Xileno )
. . 30 min
ACLARACION Xileno-I )
30 min
Xileno-II )
30 min

. Paraplast plus-I _
INCLUSION 120 min
Paraplast plus-11 18h
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Anexo 2. Tincion de Hematoxilina-Eosina de tejido adiposo

Paso No. Solucion Tiempo
1 Xileno 1 5 minutos
Desparafinar 2 Xileno 2 5 minutos
3 Xileno: Etanol 5 minutos
4 Etanol 100 % 5 minutos
5 Etanol 100 % 5 minutos
6 Etanol 96 % 3 minutos
Hidratacion 7 Etanol 80 % 3 minutos
8 Etanol 60 % 3 minutos
9 Agua destilada 3 minutos
10 Hematoxilina de Harris 11 minutos
11 Agua corriente 40 segundos
Contraste 12 Etanol acido 40 segundos
13 Agua destilada 40 segundos
14 Etanol Amoniacal 3-4 minutos
Astileamiento 15 Agua detstilada 40 seg.undos
16 Eosina 3-4 minutos
17 Agua destilada 40 segundos
18 Etanol 96 % 40 segundos
19 Etanol 96 % 40 segundos
20 Etanol 100 % 30 segundos
Deshidratacion 21 Etanol 100 % 30 segundos
22 Etanol: xileno 10 segundos
23 Xileno 10 segundos
24 Xileno 10 segundos

Montaje

Cytoseal TM 60
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i CIBB-S4-P45
DISENO DE UNA DIETA EXPERIMENTAL A BASE DE HARINA INTEGRAL DEL
CUERPO FRUCTIFERMDE Pleurotus ostreatus

Gutiérrez-Hernandez, 1.D." %, Cervantes- Rodriguez, M’.s. Diaz, R.', Rodriguez-Antolin, J.**, Diaz-Godinez
G. I ]
'Laboratorio de Biotecnologia, Centro de Investigacién en Ciencias Biologicas, Universidad Auténoma
de Tlaxcala, Tlaxcala, México. E-mail: diazgdo@hotmail.com
“*Posgrado en Ciencias Biologicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México.
*Licenciatura en Nutricion. Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad Auténoma de Tlaxcala. San
Pablo del Monte, Tlaxcala, México.
“Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta. Universidad Auténoma de Tlaxcala. Tlaxcala, México

Los hongos comestibles han sido parte de la dieta normal del ser humano durante muchos afnos
debido a su cultivo facil y calidad nutrimental. En los dltimos afos, el estudio de compuestos
biolégicamente activos presentes en algunas especies comestibles han sido probadas en modelos
animales con enfermedades cronico-degenerativas como obesidad, Diabetes Mellitus vy
enfermedades cardiovasculares demostrando su eficacia en la prevencion y tratamiento de dichos
padecimientos. Los polisacaridos de los hongos del género Pleurotus muestran elevadas
propiedades terapéuticas con potenciales aplicaciones medicinales. El objetivo de este trabajo fue
elaborar una dieta experimental a base de harina integral del cuerpo fructifero de P. ostreatus.
Para el disefio de la dieta, se realizd el analisis quimico proximal de cuerpos fructiferos de la cepa
de P. ostreatus (ATCC 32783). Los resultados del contenido fueron empleados para el célculo d

la dieta de acuerdo a las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricion de 1997 para
mantenimiento de roedores en laboratorio, sustituyendo las fuentes de nutrimentos por la harina
integral de P. ostreatus. Los resultados del analisis quimico proximal en base seca arrojaron
33.3% de proteina, 4.5% de lipidos, 6.53% de cenizas, 43.78% de carbohidratos y 11.89% de fibra
cruda. La dieta experimental contiene 42.05% de harina integral de P. ostreatus, cubriendo
requerimientos proteicos y de fibra, 10% de sacarosa, 43.67% de almidén, 2.1% aceite de soya,
asi como 1% vy 0.75 % de mezcla de vitaminas y minerales para complementar los requerimientos
energeéticos y nutrimentales.

Palabras clave: Dieta experimental, Pleurotus ostreatus, Compuestos bioactivos

."]
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CIBB-S4-P67
DETERMINACION DE LOVASTATINA EN CUERPOS FRUCTIFEROS
DESHIDRATADOS DE Pleurotus ostreatus

Gutiérrez-Hernandez, |.D." Ayerdy I.'?, Diaz-Godinez, G.", Téllez-Téllez, M.}
'Laboratorio de Biotecnologia, Centro de Inveshgacnon en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma
de Tlaxcala, Tlaxcala, México. E-mail: diazgdo@hotmail.com
Posgrado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Autonoma de Tlaxcala, Tlaxcala, México.
‘Centro de investigaciones Biolégicas, Universidad Auténoma del Estado de Morelos, Morelos,
México.E-mail: tllez2@hotmail.com.

La lovastatina es un hipocolesterolémico, inhibidor especifico de la 3-hidroxi-
metilglutaril-CoA, enzima que cataliza la conversion a mavelonato en la colesterogénesi
Disminuye la concentracion plasmatica de la lipoproteina de baja densidad (LDL) y p
consiguiente la sintesis de receptores de LDL. Es un metabolito secundario producido p
algunos hongos, principalmente Aspergillus niger. En este estudio se evalud |
concentracion de lovastatina en cuerpos fructiferos secos de Pleurotus ostreatus (ATC
32783). Para el desarrollo del inéculo primario se utilizé semilla de trigo hidratada por 24
y esterilizada. Se inoculé con fragmentos de micelio desarrollado sobre agar pap
dextrosa. Para la produccion se usé paja de trigo y bolsas de nylon, alternando capas d
inéculo (0.1 kg) y de paja pasteurizada (0.5 kg). Se incubaron en la obscuridad por 1
dias, posteriormente, se trasladaron al cuarto de produccion en presencia de luz hasta Id
fructificacion. Se tomaron cuerpos fructiferos por triplicado de 3.5, 7.0 y 10 cm de longitud|
Se secaron a 60°C durante 48 h, posteriormente se molieron y almacenaron por separadq
pileo y estipite. Se determiné la lovastatina por HPLC y por espectrofotometria a 248 nm
Los valores mas altos se encontraron en el pileo de mayor tamafio (26.74 mg/g)y en
estipite de mas pequefio (25.54 mg/g), sin embargo, la concentracion en este ultimo sq
mantuvo sin diferencias significativas entre los tres tamafos analizados.Pleurotud
ostreatus se considera un potencial productor de lovastatina.

Palabras clave: Lovastatina, Pleurotus ostreatus, cuerpo fructifero seco
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EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DEL HONGO Pleurotus ostreatus EN INDICADORES
BIOQUIMICOS DE RATAS CON CONSUMO PRENATAL Y POSNATAL DE SACAROSA
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Introduccién

Las enfermedades metabdlicas se atribuyen a un consumo
elevado de bebidas azucaradas (1). En afios recientes, se ha
sugerido que la malnutricion matermna condiciona a la
descendencia a padecer enfermedades no trasmisibles como
la obesidad v alteraciones bioguimicas (2). Los hongos
comestibles representan wuna fuente importante de
compuestos con actividad biologica (3). Por ello, su
efectividad se estudia en modelos animales con trastornos
metabolicos. El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto del extracto acuoso de P. ostreatus en la
concentracion de glucosa, triglicéridos, colesterol, urea ¥
creatinina en ratas con consumo prenatal v posnatal de
sacarosa.

Materiales v métodos

El extracto acuoso se prepard al 10 % con harina integral de
cuerpos fructiferos deshidratados de Plewrotus ostreatus
ATCC 32783 (P. ostreatus). cultivados en paja de trigo
como sustrato. Se utilizaron ratas hembra Wistar mantenidas
en condiciones de bioterio. Se asignaron a dos condiciones
durante la gestacion v lactancia. Al destete, las crias macho
se asignaron a tres condiciones (n=3): agua simple, agua
arucarada 5% v extracto de P. ostreatus. A los 4 meses de
edad, las crias se sacrificaron v se obtuvo el suero de las
muestras sangumeas. Las determinaciones séricas de glucosa
se realizaron por el método GOD-POD, triglicéridos por
GPO-PAOQO, colesterol por CO-CE-POD, urea por UREASA
v creatinina por CREATININASA-POD. La fig. 1 muestra
la estrategia experimental
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Fig. 1. Disefio experimental

Resultados

Los efectos del consumo de sacarosa promovieron un
aumento del 87.5 % en las concentraciones de triglicéridos
(p=0.0001). El extracto acuoso de P. ostreatus redujo un
13% este parametro (p<0.0001). Los walores séricos de
colesterol total (p=0.01) v urea (p =0.13) disminuyeron en el
grupo MA-CAE vs M5-C5 v MA-CA (Tabla 1).

Tabia 1 Concentraciones séricas de glucosa, triglicéridos.
colesterol urea v creatining de ratas macho de 4 meses de edad Se

muestra media = S.E M n=3 para los tres grupos. ANOVA de una

via. Prueba de Twkey p=0.05. Lefras diferenfes muestran
diferencias significativas.
Parametro
{mg/dL) MsS-CS MA-CA MA-CAE
Glucosa 208 =36 901 =+376% 901+27:
Triglicérides 3313 =100 63.80=45"% 36.21=38%
Colesterol Total 101.8 632 00.8 52 73.85+73®
Urea 7618 =502 8812502 6604 =34
Creatinina 0.62+0.1° 0358=+0.1° 0.64£0.1°
Conclusiones

El extracto acuoso de P. ostreatus disminuvo las
concentraciones de colesterol total v urea. Por otro lado, el
tiempo de administracion del extracto a las ratas, redujo de
forma minima las concentraciones de triglicéridos.
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