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Resumen

La obesidad se acompana de una inflamacién crénica, en el tejido adiposo, que
puede provocar anomalias metabdlicas como la resistencia a la insulina, asi como
alteraciones en la secrecion de adipocinas como leptina adiponectina y resistina.
Las dietas ricas en cereales enteros como la avena, y leguminosas como el
chicharo, se han relacionado con concentraciones mas bajas de lipidos sericos.
Los fitoquimicos naturales presentes en estos alimentos pueden tener efectos
sinérgicos y atenuar la hiperlipidemia a través de la regulacion de algunos genes
involucrados en el metabolismo de los lipidos. Este estudio tiene como objetivo
evaluar el efecto del consumo de una galleta de avena (Avena sativa L.) y aislado
proteico de chicharo (Pisum sativum) en un modelo in vivo de dislipidemia mixta.
La galleta de harina de avena (Avena sativa L) y aislado de proteina de chicharo
(Pisum sativum) (OPC) se compard con dos galletas comerciales, mostryo un
mayor contenido nutricional, destaco su alto valor de proteina, fibra total e
insoluble, vainillina, acido p-cumarico y avenantramida, asi como el bajo contenido
de lipidos, carbohidratos, compuestos fendlicos totales, capacidad antioxidante
DPPH y ABTS en compracion con las comerciales. Por otra parte se encontraron
diferencias en las propiedades de la textura; la OPC exhibié6 menor dureza,
gomosidad, valores mas altos de cohesion, -elasticidad y masticabilidad en
comparacién con las galletas comerciales. La suplementacion con galletas de
avena, avena/proteina de chicharo y de proteinas de chicharo a dosis de 1.36,
1.32 y 1.27 g/dia en el modelo animal de dislipidemia inducida condujo a una
reduccion en la ganancia de peso corporal (21%), colesterol (48%), triglicéridos
(48%) y glucosa (26%) mediante el mejoramiento del perfil de lipoproteinas, la
acumulacién de grasa hepatica asi como disminucién en la hiperplasia en células
adiposas. El control de los lipidos se relaciono con una disminucion de los
transcritos de los transportadores ABCA1, CD36, ABCGAS y ACAT2. Los
tratamientos mejoraron las secrecién de hormonas como insulina (11.7%), leptina
(42%) resistina (50%) y adiponectina (21%). La galleta de avena y proteinas de
chicharo disminuye obesidad y la esteatosis hepatica mediante la regulacion de
transportadores lipidicos.

Palabras clave: galleta, avena, chicharo, dislipidemia



SUMMARY

Obesity is accompanied by chronic inflammation, in adipose tissue, which can
cause metabolic abnormalities such as insulin resistance, as well as alterations in
the secretion of Adipocinas as leptin adiponectin and Resista. Diets rich in whole
grains such as oats, and legumes such as peas, have been associated with lower
concentrations of dry lipids. The natural phytochemicals present in these foods can
have synergistic effects and attenuate hyperlipidemia through the regulation of
some genes involved in the metabolism of lipids. This study aims to evaluate the
effect of the consumption of an oat cookie (Avena sativa L.) and protein-isolated
pea (Pisum sativum) in an in vivo model of mixed dyslipidemia. The Oatmeal
biscuit (Avena sativa L) and isolated pea protein (Pisum sativum) (OPC) was
compared with two commercial biscuits, mostryo a higher nutritional content,
highlight its high protein value, total and insoluble fiber, vanillin, acid P-Cumarico
and Avenantramida, as well as low lipid content, carbohydrates, total phenolic
compounds, antioxidant capacity DPPH and ABTS in commercial purchase. On the
other hand, differences in texture properties were found; OPC exhibited less
hardness, gumminess, higher cohesion values, elasticity and chewability compared
to commercial biscuits. Supplementation with oat biscuits, oat/pea protein and pea
proteins at doses of 1.36, 1.32 and 1.27 g/day in the animal model of induced
dyslipidemia led to a reduction in body weight gain (21%), cholesterol (48%),
triglycerides (48 %) and glucose (26%) By improving the profile of lipoproteins, the
accumulation of hepatic fat as well as a decrease in the hyperplasia in adipose
cells. Lipid control was related to a decrease in transcribed transporters ABCA1,
CD36, ABCGAS and ACAT2. Treatments improved secretion of hormones such as
insulin (11.7%), leptin (42%) Resista (50%) and adiponectin (21%). The oatmeal
cookie and pea protein decreases obesity and hepatic steatosis by regulating lipid
transporters.

Key words: biscuit, oats, pea, dyslipidemia.
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Introduccién

Los niveles elevados de lipidos séricos son un factor de riesgo para infarto y junto
con la diabetes mellitus, explican dos terceras partes de la mortalidad en México
(IMSS, 2016). En hombres de 50 afios el riesgo de padecer o morir por
enfermedad cardiovascular es del 40%, si sus niveles de colesterol en sangre son
< 200-239 mg/dL, y se eleva al 70 % si éstos son de 240 mg/dL o mayores. En las
mujeres estos riesgos son, respectivamente, del 20 y 49% (Posadas-Romero et
al., 2017). Se considera que por cada incremento de 30 mg/dL de la fraccion de
LDL (lipoproteinas de baja densidad) hay un aumento del 30% en el riesgo de
arterioesclerosis (Grundy et al., 2004). De hecho, la reduccion de LDL entre 77 y
116 mg/dl disminuye entre un 40 y 50% la incidencia de infarto al corazén, de
revascularizacion, o de un evento vascular cerebral (Baigent et al., 2010). Dichas
enfermedades son desencadenadas por multiples factores, destacandoo la dieta,
la cual es abundante en alimentos procesados, por otro lado la inclusion de
compuestos bioactivos dentro de la dieta puede trer consigo una dimunucién en el
riego a padecer dichas enfermedades y con ello impulsar el desarrollo de
productos destinados a satisfacer dichas necesidades nutrimentales especificas
del consumidor (Borja-Aburto et al.; 2015).

Las leguminosas y los cereales han tenido gran importancia en la alimentacién
humana, debido a sus propiedades nutritivas, bajo costo y por los efectos
fisioloégicos asociados a su ingesta, cualidades que las convierten en un producto
basico, especialmente en las poblaciones de bajo recursos de paises en vias de
desarrollo como lo es México (Aune et al., 2016; Marventano et al., 2017). Sin
embargo, el consumo de frijol y maiz, ha disminuido en México (Fideicomisos
Instituidos en Relacién con la Agricultura (FIRA), 2016).

De ‘las principales especies de leguminosas que son consumidas en América
Latina destacan el frijol, el chicharo, el garbanzo y la lenteja; estas son
consumidas después de ser procesadas, ya que se mejora la palatabilidad e

incrementa la biodisponibilidad de los nutrientes (Enjamio-Perales et al., 2017).



La avena es uno de los cereales de mayor consumo a nivel mundial y es el unico
alimento reconocido por la agencia de alimentos y drogas (FDA, por sus siglas en
inglés) como nutracéutico (Shen et al., 2016).

Tanto las leguminosas como los cereales tiene compuestos bioactivos entre los
que destacan; fibra dietética, compuestos fendlicos, carotenos, fitoesteroles,
saponinas y peéptidos, entre otros, relacionados con la prevencién y desarrollo de
enfermedades no transmisibles (Singh y Sharma, 2015; Bahadoran, 2017).

Los carbohidratos son polisacaridos importantes en las leguminosas y cereales los
cuales constituyen del 50 al 70 % del peso seco del grano, entre los que destacan
el almidon y los polisacaridos no digeribles (Aumiller et al., 2015; Rochin-Medina
et al., 2015). Los polisacaridos, en especial el almidon tienen un papel importante
en la dieta humana ya que aportan entre un 70 a 80% de las calorias consumidas
diariamente. El contenido de almidon de las leguminosas y de los cereales varia
de 60 a 80 % (Wani et al., 2016; Yu et al., 2017).

El término fibra dietaria, segun lo definio la Asociacion Americana de Quimica de
Cereales (AACC por sus siglas en inglés) en el 2001 como, es la parte comestible
de las plantas o hidratos de carbono analogos que son resistentes a la digestion y
absorcidn en el intestino delgado, con fermentacion completa o parcial en el
intestino grueso y que se. excretan por las heces. La microbiota intestinal,
fundamentalmente los bifidobacterias y los lactobacilos, fermentan la fibra dietaria
produciendo acidos grasos de cadena corta a partir de ésta, tales como: acido
aceético, acido propiénico, butirico y lactico, (Maphosa y Jideani, 2016). El acido
butirico es rapidamente utilizado por los colonocitos, metabolizandose hasta CO,,
cuerpos ceténicos y agua. Es su principal fuente de energia, estimula la
produccion de moco, la absorcion de iones y la formacion de bicarbonato.
Asimismo el acido butirico ejerce acciones antiinflamatorias especificas en el
colon, disminuyendo la produccion de algunas citoquinas pro-inflamatorias como
interleucinas 1, 2, 6 y 8 asi como también TNF (factor de necrosis tumoral),
modula la actividad del factor de trascripciéon NF-kB en células coldnicas in vitro
(Psichas et al., 2015). Por otra parte se sabe que el acido butirico puede actuar

como regulador de la expresion de genes involucrados en la proliferacion y



diferenciacién del colonocito, siendo distinta esta estimulacién segun sean células
normales o neoplasicas. El acido butirico inhibe especificamente la proliferacion
del compartimiento superficial de las criptas colonicas, que es considerado un
fendmeno para neoplasico. Por tanto, el acido butirico podria ejercer un papel
importante en los mecanismos de defensa en contra de la carcinogénesis en el
intestino grueso (Perez-Cornago et al., 2019).

El acido propidnico no metabolizado por la mucosa coldnica, junto con el acido
aceético, llegan al higado a través del sistema portal. El acido propionico es
metabolizado en el higado actuyo como precursor en la gluconeogénesis y la
lipogénesis (Zhang, et al., 2015).

El acido acético es metabolizado dio origen a glutamina y cuerpos cetonicos
(acetoacetatos y a-hidroxibutirato), que alcanzan el intestino delgado. La glutamina
es el principal combustible respiratorio del intestino delgado. Una parte del acetato
puede ser metabolizado en los tejidos periféricos, esencialmente en el musculo,
para obtener energia (Mitrou et al., 2015). Algunos estudios en animales muestran
que una dieta alta en grasas suplementada con acido propionico y butirico
promueva la sensibilidad a la insulina y protege contra el desarrollo de la obesidad
y resistencia a la insulina (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2015;Heimann et al.,
2014; Valderrabano et al., 2014).

Otros componentes como ' polifenoles también forman parte de la fraccion
indigerible de los alimentos teniendo efectos antioxidantes (Hegedisova et al.,
2015). Estudios realizados por McNabney y Henagan 2017; sehalan que la
fraccion indigerible 'y la produccion de acidos grasos de cadena corta, reducen el
riesgo de padecer enfermedades como diabetes mellitus, enfermedades
cardiovasculares, cancer de colon y obesidad. En base a lo anterior es claro el
beneficio de la avena para el control de las dislipidemias, dicho efecto podria ser
potenciado con la adicion de proteinas de chicharo. Por lo tanto, el objetivo de
este proyecto fue evaluar el efecto de una gallena de avena adicionada con
proteinas de chicharo para mejorar los lipidos en un modelo animal y determinar

un posible mecanismo de accion.



Antecedentes

2.1 Botanas

La Norma Oficial Mexicana (NOM-17-SSA1/SCFI, 2002) define como botana a los
productos de pasta de harinas, de cereales, leguminosas, tubérculos o féculas; asi
como de granos, frutas, frutos, semillas o leguminosas con o sin cascara o
cuticula, tubérculos; productos nixtamalizados y piel de cerdo, que pueden estar
fritos, horneados, explotados, cubiertos, extruidos o tostados; adicionados o no
con sal y otros ingredientes opcionales y aditivos para alimentos.

De acuerdo con el reporte de PROMEXICO 2016 los refrigerios fritos generaron en
México un mercado con valor de 111.4 mil millones de pesos que corresponden a
una produccion de 40.042 toneladas, generyo 6.567 empresas en el sector; y se
ha reportado que existe una gran variedad de botanas, que tienen caracteristicas
de sabor diferente como son: papas, tortilla chips, chicharrones de harina de trigo,
chicharron de cerdo, cacahuates, habas, garbanzos, frutas y vegetales

deshidratados y otras semillas (Industria Alimentaria, 2016).

2.1.1 Consumo de botanas en México

Las botanas en México, al igual que en otros paises del mundo, son el producto
que cubre las necesidades de los consumidores, en cuanto a: accesibilidad,
precio, buen sabor y una amplia variedad de gustos y porciones, no es exclusivo
de una clase social y esta enfocada a todas las edades (De La Cruz et al., 2015).
Los consumidores actualmente estan mas informados y prefieren eliminar grasas
trans, aumentar la fibra, y optimizar los beneficios de los cereales y leguminosas
como una alternativa de un refrigerio sano y con ello disminuir la ingesta de
alimentos con alto contenido cal6rico y por tanto disminuir el riego a desarrollar un
estrés oxidativo que conlleve al desarrollo de enfermedades no trasmisibles (Wang
and Kaiser, 2018). Esta es una tendencia que permanecera por mucho tiempo, no
solo entre los consumidores adultos sino también entre los jovenes y nifios que
ahora se interesan en mantenerse saludables y activos. A pesar de la recesion, los
consumidores siguen ingiriendo los productos nutricionales. En Meéxico el

consumidor tiene el habito por los productos a base de maiz y papa, nuestra
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cultura y raices siguen arraigadas. Lo que conlleva a proponer refrigerios a partir
de cereales y leguminosas ya que el consumo per capita de botanas es de 3.8
kilogramos, mientras que para las papas fritas el consumo solo llega a 1.4

kilogramos (Industria Alimentaria, 2016).

2.2 Galleta

La Norma Mexicana NMX-F-006-1983 dice que la galleta es el producto elaborado
con harinas de trigo, avena, centeno, harinas integrales, azucares, grasa vegetal
y/o aceites vegetales comestibles, agentes leudantes, sal yodatada; adicionados o
no de otros ingredientes y aditivos alimenticios permitidos los que se someten a un
proceso de amasado, moldeado y horneado (Norma Mexicana, 1983).

Las galletas son productos horneados populares con una textura y sabor unico,
son ampliamente consumidos como una botana por todas las generaciones. Sin
embargo las galletas son usualmente hechas de harina de trigo y la mayoria de las
formulaciones presentan alto niveles de calorias y bajo contenido en fibra (Goebel,
2017). Actualmente las galletas se consumen como refrigerio y/o para acompafar
algunos alimentos. Con el creciente interés de los consumidores por llevar un
estilo de vida saludable, muchos  investigadores han realizado estudios
promoviendo el uso de ingredientes con mayor contenido de agentes cuyo
consumo aporte beneficios a la salud (Grigor et al., 2016).

De acuerdo con la camara nacional de la industria molinera de trigo, el mercado
de galletas en México genera un volumen de venta de mas de 758 miles de
toneladas anuales, mismo que se divide en galletas dulces, con el 90 % del
mercado; y galletas saladas con el 10% restante. Lo anterior significa que el
consumo per capita de galleta en México es de alrededor de 6.68 kilogramos al
afo. Mientras que paises como Estados Unidos y Argentina se encuentran entre
los mayores consumidores en el mundo con mas de 9.5 kilogramos anuales por
habitante. Especificamente en lo que se refiere al volumen de venta de galletas
dulces, este fue de 768 mil toneladas, para el afio 2014.De acuerdo a cifras del
INEGI, el volumen de ventas de galletas dulces de fabricacidn industrial en el afio

2014, excluyendo las elaboradas por la industria panificadora, se segmentd en



galletas sin relleno, 27%; de soda, 25%; rellenas, 25%; cubiertas, 15%; con
malvavisco, 5%; y surtidas, 3%. A pesar del crecimiento que tuvo la industria
galletera en los ultimos afos, el impuesto a los alimentos de alto contenido
caldrico afectd negativamente las ventas de galletas dulces durante el afio 2014,
lo que implicé una caida del 3% en el volumen de las ventas con relacion al afio
previo. En consecuencia, el valor de las ventas tuvo una caida del 8.4%, al
alcanzar solamente 27 mil 116 millones de pesos (Monroy-Carrillo et al., 2014).

La incorporacién de ingredientes como harina de leguminosas, concentrados o
aislados de cereales permite la produccion de productos  horneados
nutricionalmente mejorados con alto contenido de proteinas. Algunos estudios se
han realizado sobre la suplementacion de la harina de trigo con ingredientes a
base de leguminosas como harina de lupino (Lupinus. albifrons), harina de
chicharo (Pisum sativum), harina de haba (Vicia faba), harina de frijol blanco
(Phaseolus vulgaris) y harina de soya (Glycine max) generyo productos horneados
enriquecidos. La sustitucion con productos a base de leguminosas permite mejorar
productos horneados compensyo la deficiencia del trigo en lisina y treonina dos
aminoacidos esenciales para el ser humano (Chyra-Hioe et al., 2016; Udomkun et
al., 2019; Verni et al., 2019).

La formulacion de una barra de frijol (P. vulgaris) y avena (A. sativa) presento un
buen perfil nutrimental y nutracéutico, y y en un estudio de intervencién en mujeres
con triacilglicéridos altos el consumo de la barra como redujo significativamente
los niveles de trigliceridos, sentyo un precedente en la prevencion de la
hipertrigliceridemia (Ramirez-Jiménez et al., 2018).

Chauhan et al.; (2015) desarrollaron un galleta con harina de amaranto germinado
y crudo, con alto contenido de fibra dietética, sin gluten, y reportaron una
capacidad antioxidante mayor que las galletas comerciales y con gran
aceptabilidad por los grupos consumidores.

2.3 Alimentos funcionales

Los alimentos funcionales (AF) son alimentos tradicionales o nuevos alimentos

que tienen apariencia similar a la de un alimento convencional, se consumen como
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parte de una dieta normal con la caracteristica particular de que alguno de sus
componentes, sea o no nutriente, ha demostrado que presenta propiedades
fisiologicas benéficas y/o reduce el riesgo de contraer enfermedades no
transmisibles (ENTs) mas alla de su valor nutritivo tradicional (Abuajah et al.,
2015; Martirosyan y Singh, 2015).

Estos productos contienen componentes fisiolégicamente activos de origen
vegetal o animal y pueden reducir el riesgo de enfermedad cardiaca, centrandose
principalmente en los factores de riesgo establecidos, como la diabetes, la
hipertension y el nivel de lipidos en la sangre (Asgary et al., 2018).

En personas con aportes insuficientes o en pacientes con ENTs los alimentos
funcionales pueden jugar un papel clave de armonizacion y ajuste de muchos

nutrientes y no nutrientes de interés para la salud (Abuajah et al., 2015).

2.3.1 Generalidades de los alimentos funcionales

Los habitos de alimentacion han sido considerados como un factor importante
asociado a la salud. El consumo de frutas, verduras y algunos alimentos de
tradicion culinaria o autéctonas en nuestro pais han sido sustituidos por alimentos
ricos en azucares refinadas, grasas y bebidas edulcoradas, entre otras (Appendini
y Quijada, 2016). Este exceso de calorias, grasas saturadas, colesterol,
triglicéridos, aunado a factores genéticos, son algunos de los desencadenantes de
enfermedades no transmisibles como: obesidad, diabetes tipo 2 y complicaciones
cardiovasculares entre otras (Stefan et al., 2018).

Esta situacion ha conllevado a que los consumidores sean mas conscientes con
respecto a lo que comen y demyan productos mas nutritivos y con el plus de
beneficio a la salud (Kaur y Singh, 2017). Tanto las leguminosas como los
cereales presentan diversos compuestos bioactivos y su combinacion
complementa su deficiencia obteniendo sinergia entre sus compuestos bioactivos
aumentyo suefecto benefico a la salud (Ramirez-Jiménez et al., 2018).

Los principales compuestos bioactivos presentes en plantas son los polifenoles y

su principal potencial biolégico es la capacidad antioxidante; pudiendo presentar



también otras propiedades como: antibacterianos, antivirales, hipotensivos,
antiinflamatorios, hipocolesterémicos, anticancerigenos, entre otras (Olivares-
Vicente et al., 2018).

Los alimentos funcionales han evolucionyo como estrategias para prevenir el
riesgo de desencadenar estrés oxidativo, y por tanto, de desarrollar enfermedades
no transmisibles. Una gran cantidad de productos alimenticios funcionales han
surgido en los ultimos afos mediante su enriquecimiento con compuestos
fitoquimicos (Stratton et al, 2015). Un ejemplo de estos son los fitoesteroles
incluidos en alimentos, los cuales muestran reduccién en los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas en ingles), que se relaciona
con la reduccién de riesgo de enfermedades cardiovasculares ).

El enfoque innovador en este tipo de alimentos ha venido avalado por el desarrollo
de la investigacién bioquimica y bioldgica basica, asi como del metabolismo en
humanos; también han contribuido los nuevos avances en las tecnologias
relacionadas (Shi et al., 2016). Lo anterior permite a las industrias alimentarias, y
a los investigadores, el desarrollo de nuevos productos con un valor potencial
afadido en el mercado; uno de sus aspectos mas notables es el desarrollo de
alimentos en un disefio especifico y de productos con funciones adicionales a las

del alimento original (Abuajah et al.,2015; Santeramo et al., 2018).

2.4 Chicharo (Pisum sativum)

El chicharo (Pisum sativum) pertenece a la familia de cultivos de leguminosas de
clima frio, comunmente llamadas “pulses”. Los 5 tipos de chicharos mas
sembrados alrededor del mundo son el verde, de maple, Australiano de invierno,
marrowfat y amarillo (Roy et al., 2010). Los chicharos son ricos en carbohidratos,
proteina, fibra dietética y minerales, y se complementan en cuanto a su deficiencia
de aminoacidos (aa) con cereales (Lam et al., 2018).

El chicharo es el primer cultivo domesticado en el mundo y ampliamente
sembrado en zonas de temporal. Los chicharos son considerados una fuente
importante de proteina (especialmente rica en aminoacidos esenciales como

triptofano y lisina; 21-25%), carbohidratos, alto contenido de fibra, vitaminas del
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complejo B, acido fdlico y contenido de minerales tales como calcio, hierro y
potasio y bajo contenido de lipidos (Ng et al., 2015; Stanisavljevi¢ et al., 2016). Los
chicharos también son considerados como fuente de compuestos bioactivos con
benéfico a la salud y se sugiere pueden ayudar en efectos terapéuticos, tales
como la disminucion de lipoproteinas de baja densidad, riesgos a desarrollar
enfermedades cardiacas y diabetes tipo 2, asi como la prevencion de varias
formas de cancer (Rungruangmaitree y Jiraungkoorskul, 2017; Awosika y Aluko,
2019). Convirtiendo al chicharo en un producto agricola importante, siendo
ocupado en la dieta en diversos alimentros procesados y explotado como agente
funcional (Ma et al., 2018; Sharma et al., 2015).

2.4.2 Produccion de chicharo

Los chicharos, nativos del sureste de Asia, son uno de los primeros productos
cultivados para su venta. Son cultivados en paises como Canada, Estados Unidos,
Afganistan, Etiopia y paises Europeos (Bodah et al., 2016).

El chicharo es la segunda leguminosa mas importante a nivel, mundial la cual es
sembrada aproximadamente en 25 millones de acres (100 millones de hectareas).
Los paises con mayor produccion de chicharo son China, India, Francia y el Reino
Unido, segun la organizacion agricola de alimentos (FAO por sus siglas en Inglés).
Las leguminosas se cultivaron en el 14,5% de la superficie cultivable en 2016, lo
que representa el 12,5% de la produccién de todos los cultivos de cereales
(Watson et al., 2017). El principal productor de chicharo seco es Canada, Rusia y
China abarcé el 30%, 15% y 10% del mercado mundial (Nosworthy et al., 2017).

2.4.3 Composiciéon quimica del chicharo

La composicion del chicharo puede ser modificada por factores ambientales como:
ubicacion, estrés bidtico y abidtico. Los carbohidratos son el mayor componente
del chicharo y su contenido en crudo esta entre 33.4-49.4 %; el contenido de la
fibra total dietética esta en el intervalo entre 14.3-16.8 % y el contenido de
almidon resistente esta entre 8.1-58 %, dependiendo de la variedad (Hoover et al.,
2010).
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Tabla 1. Contenido nutrimental del chicharo

Elemento Contenido

Energia (Kcal) 75-83
Lipidos (g) 0.48-1.5
Fibra (g) 4.25-4.7
Acidos grasos (g) 1.2
Proteinas (g) 6.4-6.9
Carbohidratos (g) 10.8-12.3
Ca (mg/kg) 21-36

Zn (mgl/kg) 0.42-1.1
Cl (mg/kg) 39-40

P (mg/kg) 304-357
Fe (mg/kg) 1.2-2.8
Mg (mg/kg) 21-34
Mn (mg/kg) 0.24-0.66
K (mg/kg) 304-357
Na (mg/kg) 1-11

(Boye y Ma, 2015)

El chicharo contiene cantidades considerables de proteinas entre 20.2-30.9 %.
Las proteinas mayaritarias en chicharo son albumina y globulina cuyos contenidos
de la proteinatotal son 15-25 % y 50-60 % respectivamente (Boye y Ma, 2015). En
la Tabla 1 se muestra la composicion del chicharo.

2.4.4 Composicion nutracéutica del chicharo

Las propiedades funcionales de las proteinas han sido clasificadas acorde a sus
mecanismos de accion en tres gryes grupos: (1) propiedades relacionadas con
adsorcidn de grasas, solubilidad y cinéticas; (2) propiedades relacionadas con
caracteristicas estructurales de la proteinas y reoldgicas; (3) propiedades
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relacionadas con caracteristicas superficiales de las proteinas (Shevkani et
al.,2015). Sin embargo la mas importante propiedad funcional de las proteinas
incluidas en los alimentos es su solubilidad y variaciones reoldgicas las cuales son
relacionadas con el peso molecular y estructuras de las proteinas (Day, 2013).

Las propiedades nutricionales y su impacto en la salud de leguminosas son temas
de creciente interés por ser una fuente de proteina accesible para todos los
estatus sociales. Se ha informado en la literatura que el consumo frecuente de
chicharo puede reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares diabetes, y
tiene efecto protector contra algunos tipos de cancer como cancer de mama,

cancer de colon y cancer de recto ( Boye y Ma 2015).

2.4.5 Aislado proteico de chicharo

El aislado de proteina de leguminosas (mayormente chicharo y lupinos) debido a
sus caracteristicas nutricionales y nutraceéuticas, incluyendo digestibilidad y baja
alergenicidad permite, que ésta pueda ser usada en una gran variedad de
productos con potencial benéfico para la salud. El Tabla 2 muestra el ejemplo del
uso de aislados de proteina de chicharo de acuerdo a sus propiedades
funcionales (Berghout et al., 2015).

La proteina de chicharo como concentrado o aislado es usado como ingrediente
funcional primario. para incrementar las cualidades nutricionales y para
proporcionar caracteristicas sensoriales deseables tales como estructura, textura,
sabor y color para formular productos alimenticios.

Los concentrados y aislados de proteina son usados hoy en dia por la industria alimentaria
los mayormente ocupados son los derivados de soya, el suero de leche y el trigo pero por
causas de las restricciones dietarias y preferencias (relacionada con alergias) la manufactura
de alimentos y los consumidores estan buscando fuentes alternas de proteinas (Toews y
Wang, 2013). Ademas la proteina del proveniente del chicharo se ha empleado con éxito en

mantecada libres de gluten (Shevkani et al., 2014).
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Tabla 2. Propiedades funcionales y recomendaciones de uso de aislados

proteicos comerciales.

Nutri- ® Pisane ® Cosucra

grupo

Propiedades Nutralys

Propulses™

Pea, Canada Roquette grupo Belga
Francés

(5-20% Alta  solubilidad

pH) muy dispersante

buena dispersiéon usado

Solubilidad Baja Usado en batidos a

dependiendo del base de vegetales

en bebidas
Emulsificaciéon Informacién no Buena capacidad ' Informacion no
disponible emulsificante disponible
Espumante Informacién no Informacién no Informacion no
disponible disponible disponible
Gelatinizacién/ Fuerte y pelicula Gel firme Informacién no
Formacion de estirable Bueno para la disponible
peliculas Micro encapsulacion formulacion de
alimentos
Otros Informacién no Excelente para Informacion no
disponible disolverse en disponible

agua y grasas

(Arntfi y Maskus, 2011)

Las aplicaciones pueden variar desde ingredientes en productos tradicionales
hasta usos en nuevos productos alimenticios como en peliculas o en micro
encapsulacion. El uso del aislado proteico de chicharo es ampliamente difundido
como por ejemplo en los alimentos comunes tales como bebidas, barras,

alimentos procesados, postres, refrigerios, salsas y panes (Shevkan et al, 2015).
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2.5 Avena (Avena sativa)

2.5.1 Generalidades

La avena (Avena sativa) es uno de los cereales con mayor importancia a nivel
mundial; es rica en proteinas, fibra dietética, grasas, vitaminas, minerales y
oligoelementos en concentraciones optimas, para una dieta sana, dentro la que
destacan los B-glucanos, relacionados con reduccion de colesterol en sangre
(Jena et al., 2018).

Actualmente la industria ha incrementado el interés por desarrollar alimentos
funcionales a partir de cereales, en donde la avena ha cobrado interés (Sterna et
al., 2016).

La composicion quimica y nutricional es unica en la avena dentro de los cereales,
lo que sugiere que los beneficios no pueden limitarse a sélo un efecto reductor del
colesterol, y como se ha demostrado por investigaciones adicionales, puede tener
otros beneficios favorables para la salud (Nwachukwu et al., 2015).

Su harina posee 14% de proteinas, 7% de grasas y 68% de carbohidratos, se
incluyen a las fibras soluble (destacyo los B-glucanos) e insoluble (Morales-
Polanco et al., 2017).

El consumo diario de 3 g aproximadamente de fibra soluble puede disminuir el
colesterol total en 0.13 mmol/L en hipocolesterolemicos y 0.41 mmol/L en
hipercolesterolémicos (Connolly et al., 2016).

La avena es el unico alimento que ha reconocido la Asociacién de Drogas vy
Alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica (FDA por sus siglas en Ingles),

como cardioprotector (Kelly et al., 2017).

2.5.2 Produccion de avena

La avena ha sido sembrada desde hace cientos de afios como alimento para
ganado, ocupyo el 74 % de la produccion mundial para esta actividad (Strychar,
2011); por otro lado la avena no fue aceptada en la alimentacion humana hasta el
siglo XIX (Abu-Ghannam y Jaiswal, 2015). Cabe destacar que ademas por mucho

tiempo la avena generalmente fue consumida como harina, pero actualmente esta
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presente en cereales para el desayuno, bebidas, pan, y alimentos para los nifios
(Boz, 2015; Cooper et al., 2015).

La produccién de grano de avena ocupa el sexto lugar de importancia a nivel
mundial, apenas después del maiz (Zea mays), el trigo (Triticum aestivum), la
cebada (Hordeum vulgare), el sorgo (Sorghum spp) y el mijo (Pennisetum
glaucum), en orden decrecientes. Rusia, Canada, Estados Unidos, la Unién
Europea y Australia producen el 77 % del grano de avena sembrado en el mundo
(Strychar, 2011).

En la Figura 1 esta representada la produccién de avena en Marzo 2015, donde se
encuentran los mayores productores a nivel mundial y México con su aportacion al
mercado global.

El fruto de la avena es una cariépside (Figura 2) (grano) surcado en el lado
opuesto al embrion. EI grano esta cubierto por una cascara la cual se desarrolla a
partir del lema y la palea, esta representa entre el 30-40 % del peso total el grano;
su composicion principalmente es celulosa y hemicelulosa con pequefias

cantidades de lignina y compuestos fendlicos (Arendt y Zannini, 2013)

Millones de toneladas de avena en Marzo del 2015

m Estados Unidos mUnion Europea mRusia mCanada m Australia m México

1%

Figura 1. Produccién de avena (Fuentes-Pochat, 2013)
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N~~~ Tricomas (pilosidades)
Capa de aleurona

Endosperma
amilaceo

Capas del
pericarplo | ¢ ocho

Testa

Escutelo
(cotiledon)

Coleoptilo
Plimula
Embridn

Meristema -
apical (germen)
Mesocotilo
(Tallo embrionario)
Radicula
Coleorriza
Micrdpilo

Figura 2. Morfologia de una cariopside de avena (Crivaro et al., 2006)

Dentro de la cascara protectora del grano, muestra una apariencia similar a los
otros cereales comunes como el trigo y la'cebada; unque, el grano de avena es
generalmente mas alargado y delgado que los granos de trigo y cebada. Sin
embargo esta cubierto por numerosos tricomas localizados generalmente lejos del
nucleo. El grano esta compuesto principalmente por tres partes: el salvado,
endospermo y embrion. El embrion pesa el 3 % del grano; el salvado del 38-40 %
y el endospermo amilaceo es 58-60 %, la parte de aleurona es particularmente
rica en vitaminas, minerales fitatos y componentes antioxidantes. La capa de
salvado consiste en el pericarpio, la cubierta de la semilla, el nucleo, la capa de

aleurona y una larga porcion de subaleurone amilaceo (Arendt y Zannini, 2013).

2.5.3 Composicion quimica

La composicion quimica de la avena (Avena sativa) depende de la variedad y de
las condiciones climaticas en que fue cultivada, sin embargo en términos
generales el contenido de lipidos es de 7.68 % y de proteina 13 %. La parte
comestible de la cascara de la avena contiene entre 10-12 % de fibra incluyendo
4.1-4.9 % de fibra soluble y 6-7.1 % de fibra insolubles también 16.89 % de
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proteina y 6.9 % de acidos grasos totales. El salvado de avena contiene entre 9.6-
21 % de proteina cruda, 8.2-12 % de grasa cruda, el contenido de cenizas esta
entre 2-4.1 % (Hu et al.,2014).

En la Tabla 3 se muestra la composicion quimica de la avena sin cascara y de su
cascara, incluyendo el contenido de cenizas, proteina, grasa cruda, B-glucano,
calorias y humedad.

Tabla 3. Composicion quimica de la avena (Avena sativa L.) y su cascara.

Elemento Avena sin cascara ‘ Cascara de avena
Calorias (%) 426.06 419.7
Proteina (%) 13.04 12.56
Grasa cruda (%) 7.68 4.92
Humedad (%) 7.63 9.62
B-glucano (%) 3.76 4.07
Contenido de cenizas (%) 1.71 1.87
Ca (mg/kg) 520.39 500.42
Na (mg/kg) 200.52 47.09
Zn (mg/kg) 32.06 26.46
Fe (mg/kg) 29.52 40.23

(Hu et al., 2014).

2.5.4 Composicion nutracéutica

El incremento en el uso de la avena (Avena sativa) en la alimentacion humana, ha
permitido el desarrollo de investigaciones teniendo como principal objetivo la
identificacion de sus compuestos bioactivos. Las moléculas de interés son
vitaminas, esteroles, polifenoles, fibra dietética, proteinas y péptidos. La actividad
bioloégica de la mayoria de estos compuestos se refiera a capacidad antioxidante,
disminucion de colesterol y propiedades antiinflamatorias (Khang et al., 2016).

En la avena, la mayoria de las fibras solubles son 3-glucanos, que representan del
3-6% del total de peso. Aunque los B-glucanos también existe en la cebada y el
trigo, el de la avena difiere en muchas de las propiedades fisicoquimicas, tales
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como la solubilidad, gelificacién y el peso molecular, lo que trae consigo diferentes
funciones fisiologicas en el tracto gastrointestinal. Por ejemplo, la encapsulacion
de acidos biliares, el incremento en la viscosidad en el intestino delgado vy la
fermentacién en intestino grueso. Estas diferencias en la estructura de los [3-
glucanos pueden explicar la reduccion de colesterol y niveles glucosa postpryial en
sangre (Sofi et al., 2017).

Las avenantramidas son fitonutrientes en la avena con propiedades biologicas
importantes, como la actividad antiinflamatoria y antioxidante, y pueden participar
en algunos de los efectos sobre la salud unicos de la avena. Asi mismo, la avena
es de interés debido su contenido de compuestos fendlicos, asociado a sus
propiedades bioldgicas (Pridal et al., 2018)

El B-glucano de la avena es un polisacarido lineal no ramificado que consiste en
unidades de 1-4-O-ligado (70 %) y 1-3-O-ligado (30 %) B-D-glucopiranosil. El -
glucano estda compuesto mayoritariamente compuesto por unidades de [(-(1-3)-
ligado a celutriosil y celutetraosil, que constituye cerca del 90 % de los
polisacaridos del B-glucano (Zhu et al., 2016). Se ha reportado que éste disminuye
la concentracion de colesterol total y LDL en plasma, sin afectar la concentraciéon
de HDL o triglicéridos, y reduce el riesgo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares (Zou et al., 2015).

Los compuesto fendlicos y  polifendlicos de origen natural son metabolitos
secundarios presentes en cereales, frutas y vegetales, estos metabolitos protegen
a la planta contra la radiacion ultravioleta o el ataque de patdgenos (Heleno et al.,
2015; Shahidi y Ambigaipalan, 2015). En los alimentos estas moléculas pueden
contribuir a la estabilidad oxidativa; el consumo de los granos de cereal confiere
proteccion contra el desarrollo de enfermedades no transmisibles como: obesidad,
cardiovasculares, diabetes tipo 2 y cancer (Anantharaju et al., 2016; Redan et al.,
2016). Se ha informado que los polifenoles actuan como antioxidantes previniendo
el dafio de los radicales libre a los lipidos, proteinas, ADN, RNA y organelos de la
célula (Magsood et al., 2015; Sevgi et al., 2015).
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Los compuestos fendlicos un la avena incluyen los acidos fendlicos como el acido
ferulico, acido p-cumarico, acido cafeico y vanilina; flavonoides y un grupo unico
de amidas llamadas avenantramidas; existen mas de 24 avenantramidas en la
avena pero solo 5 estructuras han sido completamente caracterizadas (Ortiz-
Robledo et al., 2013). Las mas abundantes son la avenantramida 2c, 2f y 2p; estas
tres poseen fuerte actividad de eliminacion de radicales libres, reportado en
ensayos in vitro. Una mezcla de avenantramidas pueden regular la expresion de
adhesion de moléculas e inhibir la produccion de citosinas pro-inflamatorias, como
la interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8) (Hitayezu et al., 2015 ; Tong et al.,
2014).

Por otro lado, los fructanos son carbohidratos que consisten mayoritariamente de
fructosa y unidades de glucosa; la inulina que es una oligofructosa y el fructo-
alogosacarido son los mas conocidos, debido a su efecto positivo a la salud
(Roberfroid et al.,2010). La inulina, por su capacidad antioxidante, presenta efecto
protector contra lipopolisacaridos que inducen dafo en el tejido de la mucosas
del colon (Pasqualetti et al.,2014).

Existe evidencia de que los fructanos afectan a la salud, no sélo por su impacto en
la composicion microbiana del colon, sino también por mecanismos directos
(Peshev y Van den Ende, 2014). Se ha demostrado el efecto inmunolégico de los
fructanos debido a la estimulacion de receptor Toll (receptor relacionado con
respuestas a agentes infecciosos, y estimulan una variedad de respuestas
inflamatorias) y - para proteger la subcapas de mucosa del colon contra la
oxidacion de proteinas (Vogt et al.,2013, 2014; Pasqualetti ef al.,2014).

2.6 Enfermedades relacionadas con la dieta

Las enfermedades no transmisibles son la principal causa de muerte en todos los
continentes, exceptuyo Africa; de acuerdo con estimaciones en el 2020 el mayor
incremento en la mortalidad se dara por este tipo de patologias, las cuales
comprenden las enfermedades cardiovasculares (17.5 millones de muertes
anualmente), seguido por cancer (7.7 millones de muertes) y diabetes tipo 2 (con

1.5 millones).
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En términos de muertes atribuibles, el principal factor de riesgo en todo el mundo
es la presion arterial elevada con el 17 % de muertes, seguida del incremento de
los niveles de glucosa en sangre (6.5 %), la inactividad fisica (6.5 %), el sobrepeso
y la obesidad (5.4 %) (WHO, 2015). También es alarmante el rapido incremento
en el numero de nifios con sobrepeso, que ya se presenta en paises con bajo y
mediano desarrollo (Roura y Arulkumaran, 2015). La Organizacion Mundial de la
Salud (WHO/por sus siglas en inglés) reconoci6 el impacto que tienen las muertes
ocasionadas por las enfermedades cronicas no transmisibles, con cerca de 36
millones de muertes y de éstas cerca del 80% (29 millones) ocurren en paises sub
desarrollados y en desarrollo. También reporta que mas de 9 millones de muertes
ocurren en personas menores a 60 afos de edad (Rouray Arulkumaran, 2015;
WHO, 2015). También se ha informado que las dislipidemias se desarrollan antes
que las enfermedades cardiovasculares (Jellinger et al., 2017). Algunos factores
de riesgo en el desarrollo de este tipo de patologia pueden ser no modificables
(edad, género y genotipo) y modificables (ingesta dietaria, fumar, estrés, sobre
peso y sedentarismo) (Oggioni et al., 2015). Los costos de salud publica de las
enfermedades crénicas no trasmisibles asociadas con la dieta y el estilo de vida
aumentan la preocupacién de los gobiernos e individuos. Entre otras iniciativas
para prevenir este problema se encuentra la mejora en la dieta, incluyendo
alimentos funcionales y la actividad fisica (Brown et al.,| 2015; Rhodes et al.,
2017).

2.7 Dislipidemia

Las dislipidemias son un trastorno en el metabolismo de lipidos y se caracterizan
por el aumento de la concentracion de triglicéridos en plasma (= 1.7 mmol/L),
reduciendo la concentracion de la lipoproteinas de alta densidad (HDL < 1.4
mmol/L en varones y < 1.29 mmol/L en mujeres) (Xiao et al., 2016). Se ha
reportado que estas alteraciones tienen un gran potencial pro-aterogénico, de
modo que esta forma de dislipidemia ha sido apropiadamente definida como la
dislipidemia aterogénica (Schofield et al, 2016). Las dislipidemias causan

anomalias metabdlicas tales como: (1) incremento de la produccion de
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lipoproteinas ricas en triglicéridos provenientes del higado e intestino, (2)
incremento de la sintesis de colesterol, (3) retraso en la degradacion de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos, (4) incremento del catabolismo de las
lipoproteinas de alta densidad (Hager et al., 2017).

Sin embargo no se sabe cual de estas anomalias es las mas relevantes en
determinar el fenotipo tipico de lipidos de las dislipidemias Tabla 4. Aun cuyo las
evidencias indican que la produccion de las lipoproteinas de muy baja densidad
por el higado tienen un importante por el rol en las dislipidemias (Katsuyama et al.,
2014).

Estudios in vivo muestran que el rasgo predominante de las dislipidemias es el
incremento de la tasa de produccion por parte del higado de la apoliprotéina B
(Apo-B) vy lipoproteina de muy baja densidad. produccidn de lipoproteinas de muy
baja es la determinacion mas fuerte de la concentracion en plasma de triglicéridos
y esta significativamente relacionada con el indice de sensibilidad a la insulina
(Arca, 2015; Taskinen y Borén, 2015).

La mayor afluencia de lipoproteinas de muy baja densidad dentro del torrente
sanguineo no solo determina la hipertrigliceridemia si no es también considerada
como la mayor causa de las anomalias lipidicas de las dislipidemia ya que da
lugar a la eliminaciéon retardada delas lipoproteinas ricas en triglicéridos vy
formacion de pequefias lipoproteinas de baja densidad (Jimenez-Montero y Haft,
2015; Mooij et al., 2015).

En la presencia de hipertrigliceridemia, el contenido de colesterol de las
lipoproteinas de bajas densidad disminuye dyo lugar al incremento de triglicéridos
debido a la mayor actividad de la proteina de transferencia de ésteres de
colesterol; la circulacion de esta enzima promueve el intercambio de los esteres de
colesterol con los triglicéridos entre las lipoproteinas de muy baja densidad y las
lipoproteinas de baja densidad (Gya et al., 2018). El desarrollo de las pequefias
lipoproteinas de baja densidad en la obesidad esta fuertemente asociado al
incremento de la concentracién de triglicéridos y no dependientes de la masa total

de la grasa corporal (Olivecrona, 2016).
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Tabla 4. Clasificacion de las dislipidemias.

Clasificacion

Tipos de Dislipidemias

Caracteristicas

Clasificacion
de
Fredrickson o

Tipo |

Tipo lla

Tipo llb

Quilomicrones y TG aumentados
LDL y Colesterol aumentados

LDL, VLDL, Colesterol y TG
aumentados

B-VLDL, Colesterol y TG

aumentados

o Tipo lll VLDL y TG aumentados
fenotipica
Tipo IV Quilomicrones, VLDL, Colesterol y
Tipo V TG aumentados
Hipercolesterolemia
familiar monogénica Deficiencia en el receptor de
LDL
Hipercolesterolemia Hiperproduccién de apoB100
L familiar poligénica
Clasificacion
genética _ o _
Hiperquilomicronemia | Se acumulan IDL, VLDL vy los
Hipertrigliceridemia quilomicrones remanentes -
familiar defecto en la ApoE o en el receptor
Disbetalipoproteinemia | de ApoE - asociada con diabetes
Hiperlipidemia mixta
Hipercolesterolemia
Clasificacion _ S _ CT > 200 mg/dl con TG< 200 mg/dl
o Hipertrigliceridemia
simplificada TG > 200 mg/dl con CT< 200 mg/dI

Hiperlipidemia mixta

CT > 200 mg/dl con TG> 200 mg/dl

ATP-IIl; 2003 (TG=triglicéridos; LDL=lipoproteina de baja densidad; VLDL=lipoteina de muy baja

densidad; CT=colesterol total)
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La hidrolisis de las lipoproteinas ricas en triglicéridos esta asociada con la
obesidad porque reduce la actividad de lipasas de las lipoproteinas, la enzima que
regula la lipolisis de triglicéridos en las lipoproteinas de muy baja densidad y
quilomicrones intestinales (Quispe et al., 2016). Existen reportes que sugieren que
también el metabolismo de las lipoproteinas de baja densidad puede ser alterado
en individuos obesos principalmente asociado a la reduccion de la expresion del
receptor de las lipoproteinas de baja densidad (lvanova et al., 2017).

Por otra parte la lipolisis de las lipoproteinas de alta densidad ricas en triglicéridos
por las lipasas hepaticas resultan en pequenas lipoproteinas de alta densidad; con
la reduccion de la afinidad por la apoproteina A-1 (Apo A-l), la cual lleva a la
disociacion de la Apo A-l de las lipoproteinas de alta densidad (Chistiakov et al.,
2016). Esto impulsa el decremento de los niveles de las lipoproteinas de alta
densidad y una reduccion de la circulacion de las particulas de lipoproteinas de
alta densidad con el deterioro del transportador de colesterol (Schaefer et al.,
2016).

2.7.1 Metabolismo de lipidos

Se podria suponer que la via de sintesis de acidos grasos seria el reverso de su
via de oxidacion. Sin embargo, esto no permitiria una regulacion distinta para
estas dos vias aun cuyo estas vias estan separadas en distintos compartimientos
intracelulares (Chitraju et al., 2017).

La via de sintesis de los acidos grasos ocurre en el citoplasma, mientras que su
oxidacion sucede en la mitocondria; la otra diferencia importante es el uso de co-
factores nucledtidos. La oxidacion de las grasas incluye la reduccion del FAD+ y
NAD+. La sintesis de las grasas involucra la oxidacién de NADPH. Sin embargo, la
quimica esencial de los dos procesos son el reverso uno del otro (Qu et al., 2016;
Zhang et al., 2017). Tanto la oxidacion como la sintesis de la grasa utiliza un

intermediario activado de dos carbonos, acetil-CoA. Sin embargo, la acetil-CoA en
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la sintesis de la grasa esta temporalmente unida al complejo enzimatico como
malonil-CoA (Canto et al., 2015).

La sintesis de la malonil-CoA es el primer paso para la sintesis de acidos grasos y
la enzima que cataliza esta reaccién, es la acetil-Coa carboxilasa (ACC), es el
paso mas importante de la regulacién de la sintesis de acidos grasos. Como la
mayoria de enzimas que transfieren CO, a sustratos, la ACC requiere como
cofactor a la biotina (Li et al., 2015); Figura 3.

bicarbonato acetil-CoA malonil-CoA

Q ACC Q

HCO; + H,C-C-SCoA —— "0O0OC-CH,—C-SCoA
Biotina

ATP  ADP + P

Figura 3. Sintesis de la enzima malonil-CoA (Li et al., 2015).

En forma muy parecida a la B-oxidacion, la sintesis de acidos grasos de cadena no
ramificada, ocurre por medio de seis reacciones recurrentes que se muestran un
poco mas abajo, hasta que se produce_ el acido palmitico de 16 carbonos (Wei et
al.,, 2016). Estas reacciones son llevadas'a cabo por la acido graso sintasa ll
(FASII), la cual por lo general contiene multiples enzimas que actuan como un
complejo (Rohrig and Schulze,;~2016). La FASIl se encuentra presente
en procariotas, plantas, hongos, y parasitos, como asi también en las mitocondrias
(Lochner et al., 2015).

En los animales, como asi también en algunos hongos tales como la levadura,
estas mismas reacciones ocurren en el complejo acido graso sintasa | (FASI), una
enorme proteina dimérica que posee todas las actividades enzimaticas necesarias
para producir un acido graso (M. Da Wang et al., 2016). La FASI es menos
eficiente que la FASII; sin embargo permite la produccion de un mayor numero de
moléculas, incluyendo a los acidos grasos de cadena media, por medio de una

terminacion temprana de la cadena (Yasumoto et al., 2016).

Una vez que se ha formado el acido graso saturado de 16 carbonos (16:0), este
puede sufrir una serie de modificaciones, que desembocan en la desaturacion y/o

en la elongacion (Y.Y. et al., 2015). La elongacion comenzando con el estearato
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(18:0), ocurre principalmente en el reticulo endoplasmatico por varias enzimas
unidas a membrana (Beld et al., 2015). Los pasos enzimaticos involucrados en
este proceso de elongacion son basicamente los mismos que los que lleva a cabo
la FAS, pero los cuatro pasos sucesivos principale de la elongacion son llevados a
cabo por proteinas individuales, las cuales se pueden encontrar asociadas
fisicamente (Chitraju et al., 2017).

El colesterol tiene papeles biolégicamente importantes tanto en la estructura de la
membrana celular como también en ser un precursor para la sintesis de
las hormonas esteroides y de acidos biliares. El colesterol que proviene de una via
endogena (sintesis de novo) se transporta en la circulacion en particulas de
lipoproteinas asi como los ésteres del colesterol, la forma en la cual el colesterol
se almacena en células (Garcia-Linares et al., 2015).

La sintesis y el uso del colesterol se deben regular finamente para prevenir la
sobre-acumulacion y el deposito anormal de colesterol en el organismo. Es de
particular importancia clinica el depdsito anormal de colesterol y de las
lipoproteinas ricas colesterol en las arterias coronarias. Este depdsito que
eventualmente lleva a la ateroesclerasis, es el factor principal para el desarrollo de

las enfermedades de las arterias coronarias (Lewis at al., 2015).

2.7.2 Biosintesis de lipidos

La tasa de sintesis de acidos grasos se controla por el equilibrio entre la acetil Coa
carboxilasa (ACC) monoméricas y la ACC polimérica. La actividad de la ACC
requiere polimerizacion. Este cambio conformacional es incrementado por el
citrato e inhibido por los acidos grasos de cadena larga. La ACC también es
regulada por fosforilacion (Svensson et al., 2016).

Los acidos grasos se almacenan como triglicéridos (TG) en todas las células para
ser utilizados cuyo sea necesario. Los TG estan formados por moléculas de
glicerol a las que tres acidos grasos han sido esterificados (Bai et al., 2017). Los
acidos grasos que estan presentes en los TG son predominantemente saturados.
La estructura mas importante en la formacion de los TG, en tejidos diferentes al

adiposo, es el glicerol (Syamsuddin y Hameed, 2016). Los adipocitos no tienen la
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cinasa de glicerol, por tanto, el precursor para la sintesis de TG en el tejido
adiposo es la dihidroxiacetona fosfato (DHAP), que se produce en la glucdlisis (Oh
et al., 2015). Esto significa que los adipocitos deben tener glucosa para ser
oxidada y asi poder almacenar acidos grasos en forma de TG. La DHAP también
puede utilizarse para la sintesis de TG en otros tejidos que no sea el tejido
adiposo, pero lo hace en menor cuantia que el glicerol (Bhyari at al., 2015).

Un poco menos de la mitad del colesterol en el cuerpo se deriva de la
biosintesis de novo; cada dia, aproximadamente el 10% de la biosintesis del
colesterol se lleva a cabo en el higado, y aproximadamente 15%, en el intestino;
principalmente se sintetiza en el citoplasma y los microsomas a partir del grupo
acetato de dos carbonos a acetil-CoA que alimenta la sintesis de acidos grasos
(Brown y Sharpe, 2015).

Matriz Citosol

membrana membrana
interna externa

Citrato 6 = Citrato CoA

ATP
ADP + P;

Acetil-CoA

CoA-SH ATP-citrato

liasa

citrato
sintasa

Acetil-CoA

Oxaloacetato
Oxaloacetato NADH

malato
] deshidrogenasa N
NAD
ADP + P,
Malato
piruvato NADP*
o carboxilasa enzima
& malico NADPH

co,
Piruvato 8 L Piruvato

Figura 4. Origen de la acetil-CoA citoplasmatica (Schug et al., 2015).

Las unidades de acetil-CoA son convertidas a mevalonato por una serie de
reacciones que comienzan con la formacién de HMG-CoA (3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A). A diferencia de la HMG-CoA formada durante la sintesis
de cetona en las mitocondrias, esta forma se sintetiza en el citoplasma, sin

embargo, la via y las enzimas necesarias son similares a las necesarias en la
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mitocondria. Dos moles de acetil-CoA se condensan en una inversion de la
reaccion de tiolasa, formyo acetoacetil-CoA. La enzima citoplasmica tiolasa
implicadas en la biosintesis del colesterol es acetoacetil-CoA tiolasa codificada por
el gen ACAT2 (Vogeli et al., 2018).

Los adultos sanos normales sintetizan colesterol en una proporcion de
aproximadamente 1 g/dia y consumen aproximadamente 0.3 g/dia. Un nivel
relativamente constante de colesterol en la sangre (150-200 mg/dL) se mantiene
principalmente mediante el control del nivel de sintesis de novo. El nivel de
sintesis del colesterol es regulado en parte por la ingestion de colesterol en la
dieta. El colesterol de la dieta y de la sintesis interna se utiliza en la formacion de
membranas celulares y en la sintesis de las hormonas esteroides y de los acidos
biliares. La proporcion mas grye de colesterol se utiliza enla sintesis del acido de
biliares (Vik, 2015).

La disponibilidad de colesterol para las células se mantiene en un nivel constante

por tres mecanismos distintos:

e Regulacion de la actividad y de los niveles de HMG-CoAR.

e Regulacion del exceso de colesterol intracelular libre por medio de la
actividad de la acil-CoA: colesterol aciltransferasa, ACAT.

e La regulacién de los niveles de colesterol del plasma por el receptor del
LDL que permite su absorcion y por el transporte reverso de este por las
HDL.

La regulacion de la actividad de la HMG-CoAR es el medio mas importante para
controlar el nivel de biosintesis del colesterol. La enzima es controlada por cuatro
mecanismos distintos: inhibicion por retroalimentacion, control de la expresion del
gen, indice de degradacion de la enzima y fosforilacion-defosforilizacion (Liang et
al., 2015).
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2.7.5 Uso de los lipidos

El colesterol se transporta en el plasma en forma predominante como ésteres del
colesterol asociados a las lipoproteinas. El colesterol de la dieta se transporta
desde el intestino delgado al higado dentro de los quilomicrones. Ademas el
colesterol sintetizado por el higado, como el colesterol de la dieta que se
encuentra en exceso en el higado, se transportan en el suero dentro de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas en inglés) (Dawson, 2015). El
higado sintetiza lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL por sus siglas en
inglés) y éstas se convierten a LDL por accion de la lipoproteina lipasa asociada
con las células endoteliales (Peng et al., 2013). El colesterol que se encuentra en
membranas de las células puede ser extraido por las lipoproteinas de alta
densidad (HDLs por sus siglas en inglés) por la enzima LCAT asociada al HDL. El
colesterol adquirido desde los tejidos periféricos por la HDLs puede entonces
transferirse a las VLDLs y a las LDLs por accién de la proteina de transferencia de
esteres de colesterol (apo-D) que esta asociada con las HDLs (Angelin et al.,
2015). El transporte reverso del colesterol permite que el colesterol periférico sea
devuelto al higado por las HDLs. En ultima instancia, el colesterol se excreta en la
bilis como colesterol libre 0 como sales de biliares después de la conversion a
acidos biliares en el higado (Thacker et al., 2015).

En promedio en un adulto que consume una dieta occidental, unos 1200-1700 mg
de colesterol llegan a la luz intestinal diariamente. Sin embargo, solo 300-500 mg
provienen directamente de la dieta; el resto procede de la bilis y su recirculacién
entero hepatica (He et al., 2019). Una vez en el lumen el colesterol es solubilizado
junto con los triglicéridos y fosfolipidos en forma de micelas mixtas, gracias al
papel anfipatico de los acidos biliares. Entre las proteinas que participan en la
absorcion intestinal del colesterol del colesterol cabe citar fundamentalmente a la
proteina Niemann-Pick C1 (NPC1L1), el heterodimero formado por los
transportadores de membrana ATP Binding Casette G5 y G8 (ABCG5 y G8), la
enzima Acyl-coA colesterol acil transferasa 2 (ACAT2), el transportador ATP
Binding Casette A1 y la translocasa de acidos grasos (CD36) (Lim et al., 2017).
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El transportador NPC1L1 y CD36 resulta trascendental para el proceso de
absorcidn del colesterol y triglicéridos, en estudios con ratones deficientes en
NPC1L1 y CD36, el transporte se reduce de un 65% a un 75% ademas de que son
considerados como dianas moleculares para la reduccién en la absorcién de
lipidos, estos datos sugieren a que la entrada de colesterol y triglicéridos en el
enterocito sigue una via en comun (Buttet et al., 2016; Nihei et al., 2018).

Uno de los candidatos que parece mediar la excrecion del colesterol es el
transportador ABCG5 y G8, ya que es capaz de excretar colesterol de vuelta des
del enterocito hacia el lumen intestinal, ademas mutaciones en estos
transportadores son las responsables de la sitosterolemia que se caracteriza por la
acumulacion de los esteroles tanto en plasma como en tejidos.

Una vez que el colesterol es captado por el enterocito es mayoritariamente
esterificado con acidos grasos en C3 para formar esteres de colesterol, en una
reaccion catalizada por la enzima ACATZ2, posteriormente dichos esteres seran
empaquetados en quilomicrones y secretados hacia la linfa y seguira la circulacion
portal hasta el higado (L.S. Zhang et al., 2015).

Por ultimo el transportador ABCA1 es capaza de transportar colesterol desde el
interior celular hacia las apolipoproteinas unidas a las superficie celular, se
expresa también en los enterocitos, concretamente en la membrana basolatera, de
esta forma las células intestinales pueden actuar como células periféricas capaces
de participar en la formacién de lipoproteinas de alta densidad (HDL) (Phillips,
2018).

2.7.6 Regulacion del contenido celular del esterol

Los continuos cambios del contenido intracelular de colesterol ocurren por medio
de la regulacion de enzimas importantes para la sintesis de colesterol asi como
también por alteraciones en los niveles de los receptores en la superficie de las
células para el LDL (Figura 5) (Valdés et al., 2015). Cuyo las células tengan
necesidad de colesterol estas induciran su sintesis y absorcion, inversamente
cuyo la necesidad disminuye, la sintesis y la absorcién disminuiran. La regulacion

de estos eventos se hace principalmente por cambios en la trascripcion de
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enzimas reguladoras que responden a los esteroles y por la degradacion
controlada de la HMG-COAR. La activacion del control de trascripcién ocurre por
medio del procesamiento del factor de trascripcidén asociado a la membrana
llamado proteina ligadora regulada por esterol, (SREBP por sus siglas en inglés).
La degradacion de la HMG-COAR es controlada por la via de la ubiquitina para la

protedlisis (Ferrero et al., 2015).
2.8 El tejido adiposo como 6rgano endocrino

Tradicionalmente, el tejido adiposo fue visto como el sitio de almacenamiento de
energia en forma de TG durante la alimentacion y liberador de acidos grasos
durante el ayuno para proporcionar combustible a otros tejidos (Kasher-Meron et
al., 2019). Sin embargo, hoy es evidente que tiene funciones fisiolégicas
importantes, secretyo numerosas proteinas, la cuales participan en la regulacion
autécrina y paracrina dentro del propio tejido. y ademas tienen efectos en la
funcién de érganos distantes, tales como el musculo, pancreas, higado y cerebro
(Stephens et al., 2019). De acuerdo con Bickel, Tansey, y Welte (2009) estas
proteinas secretadas, las cuales fueron denominadas bajo el término comun de

adipocitoquinas o adipocinas se hallan implicadas en:

e Laregulacién del peso corporal (leptina, CRP30/adipoQ)

e La funcién del sistema inmune (TNFa, IL-1, IL-6)

e La funcidnvascular (angiotensina e inhibidor del plasminégeno tipo 1),
e La funcién reproductiva (estrogenos).

e Desarrollo de la resistencia a la insulina (resistina)

Por lo tanto, se reconoce que el tejido adiposo, especialmente el visceral funciona
como un organo mayor endocrino (Meijel et al., 2019). Estos conocimientos tienen
implicanciones importantes para entender la relacién fisiopatolégica entre el
exceso de grasa del cuerpo y los estados patologicos, tales como la resistencia a
la insulina y diabetes mellitus, solo por nombrar algunas (Hasan et al., 2019;
Mtintsilana, Mickles, y Chorell 2019).
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El tejido adiposo esta formado por células adiposas (adipocitos) y un componente
estromatico/vascular en el que residen los pre-adipocitos. Los adipocitos, con un
tamarno de 10 a 200 micras, son células redondeadas que contienen una vacuola
lipidica que representa el 95% del peso celular y que desplaza al resto de los
organelos hacia la periferia (Brasaemle, 2007; Bickel et al., 2009). Existen dos
tipos de tejido adiposo, y por lo tanto dos tipos de adipocitos diferentes que los

forman:

e El tejido adiposo blanco, es el mas abundante del organismo humano
adulto y por lo tanto el mayor reservorio energético, el cual, como ya se
mencionara éste depodsito se hace en forma de TG, proveniente estos de
los quilomicrones y VLDL circulantes. Es en éste tejido adiposo blanco
donde se pone de manifiesto como 6rgano productor de sustancias con
accion enddcrina, paracrina y autocrina (Welte, 2015).

e El tejido adiposo pardo es el encargado de la termogénesis, su color se
debe por la gran cantidad de mitocondrias que posee, las cuales expresan
altas cantidades de UCP (uncoupling protein); proteinas desacoplan tés que
producen una fosforilaciéon oxidativa des acopladora, lo que produce

disipacion de energia en forma de calor (Lempradl et al., 2015).

En condiciones normales el 80% del tejido adiposo esta localizado en el tejido
celular subcutaneo, mientras que el tejido adiposo visceral (TAV) representa
menos del 20%. ElI TAV esta constituido por adipocitos de un tamano mas
reducido, con menor capacidad de almacenamiento, mas vascularizado, con una
mayor inervacion simpatica y con gran numero de receptores 3-adrenérgicos, lo
que facilita una mayor actividad metabdlica (Brivanlou y Darnell, 2002).

En el aumento de la cantidad tejido adiposo se hallan implicado dos procesos; por
un lado esta el aumento de tamafo de los adipocitos (hipertrofia) y por otro, el
incremento en el numero de adipocitos (hiperplasia), este ultimo se realiza a partir
de los pre adipocitos, lo cual supone un conjunto de pasos de diferenciacién en el

que participa una cascada de factores de trascripcion especificos, uno de los
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cuales es el receptor activador de la proliferacion de los peroxisomas gamma
(Mullican et al., 2013).

Debido a la importancia de este tipo de receptor para el desarrollo del tejido
adiposo se lo describira en primer lugar, para luego continuar con las distintas

adipocitoquinas producidas por el tejido adiposo.

2.8.1 Peroxisome proliferator- activated receptors (PPARs)

Los receptores del peroxisome proliferator-activatado (PPARs por sus siglas en
ingles) constituyen una subfamilia de receptores nucleares que tras la union de su
ligyo funcionan como factores de trascripcion (Evans y Mangelsdorf, 2014). Estos
receptores son activados por acidos grasos poliinsaturados o derivados de estos
(ligyos fisiologicos) y tiazolidinedionas o fibratos (ligyos farmacologicos), donde el
principal mecanismo de activacion involucrado es la fosforilacion del PPAR
(Jpenberg et al., 2004). De esta manera, estan-actuyo como hormonas los acidos
grasos activan receptores que gobiernan su propio metabolismo (Evans y
Mangelsdorf, 2014).

Estructuralmente, estos receptores estan constituidos por unos 400 aminoacidos,
y al igual que los demas receptores de esteroides tienen 5 o 6 regiones que
conforman 4 dominios y cada uno de ellos tiene una determinada funcion (Fan y
Evans, 2015):

e Region aminoterminal (dominio A/B) de funcion activadora independiente
del ligyo:

e Regidn de unién al DNA (dominio C) posee la tipica estructura en dedos de
zinc.

e Regién denominada bisagra (dominio D), une la regién de unién al DNA con
la de union al ligyo.

e Regidén de unién al ligyo (dominio E/F) de funcion activadora dependiente

del ligyo.
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La union al DNA requiere la formacién con un heterodimero de PPAR con el
receptor del acido 9-cisretinoico (RXR), interactuyo con un elemento de respuesta
proliferador del peroxisoma (ERPP) en el gen blanco (Evans y Mangelsdorf, 2014).
Esta subfamilia de receptores nucleares posee 3 subtipos o isoformas de los
PPARs (Jpenberg et al., 2004):

PPAR gama: se expresa primariamente en hepatocitos, en menor grado lo hace
en cardiocitos, enterocitos, células de corteza adrenal y endotelio (Fan y Evans,
2015).

El ligyo fisiolégico para este con mayor afinidad es un eicosanoide, el acido 8-
hidroxieicosatetranoico, sin embargo los ligyos mas potente son los fibratos (ligyo
farmacolégico). La activacion de este receptor con la consiguiente funcion de
factor de trascripcidn provoca una serie de modificaciones metabdlicas (Calkin y
Tontonoz, 2012):

¢ Inducen las enzimas mitocondriales de la -oxidacion, lo que determina una
disminucién de los acidos grasos disponibles para la formacién de las
lipoproteinas ricas en TG (PRTG).

e Inducen la transcripcion de las Apo-Al y Apo-All, incrementandose asi la
formacion de HDL.

¢ Inhibicidn de la trascripcion de la Apo-Clll, lo cual favorece la reduccion en
la formacion. de VLDL.

e Induce la trascripcion del gen que regula a la lipoprotein-lipasa 1(LPL-1),
produciéndose el catabolismo de las PRTG.

e |nhibe a la ciclooxigenasa-2 (COX2), disminuyendo la formaciéon de los
derivados del acido araquiddénico, lo que trae como consecuencia una
disminucién de la inflamacion endotelial. No ejerce regulaciéon sobre la
COX-1.

e Inhibe la expresion de las moléculas de adhesidon a células vasculares-1
(VCAM-1).
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PPAR gama también llamado PPARG, este es ubicuo en cuanto a su localizacion,
su ligyo natural (acido graso) aun no ha sido determinado. De los 3 receptores de
esta subfamilia este es el menos conocido, solo puede hacerse algunas
conclusiones del todo parciales de las acciones de éste tras su activacion (Yuan et
al., 2009).

PPAR alpha: este se expresa primariamente en adipocitos, colonocitos (células del
colon), macrofagos y células del endotelio vascular (Martinez-Jimenez et al.,
2010). El ligyo fisiolégico de este receptor se desconoce, a pesar de que la
prostaglyina J tiene una alta afinidad. Las tiazolidinedionas son los farmacos que
se unen con mayor afinidad al PPAR alpha (Zaret y Carroll, 2011). Los efectos
promovidos por este receptor pueden resumirse de la siguiente manera (Oh et al,,
2013):

e Promueve la diferenciacion celular, en especial de adipocitos.

e Caodifica proteinas para la captacion de acidos grasos y lipogénesis

¢ Induce la sintesis de GLUT-4.

¢ Induce la expresion de proteinas que intervienen en la termogénesis.

¢ Inhibe la secrecion de éxido nitrico sintetasa.

e Reduce la secrecion de la gelatinasa B (conocida también como
metaloproteinasa-9 de matriz), lo que disminuye el dafio tisular.

e Reduce la expresion de moléculas de adhesion celular, sobre todo VCAM-
1.

e Regula la captacion de LDL oxidadas.

¢ Reduce la secrecion de citoquinas del monocito.
2.8.2 Adipocitoquinas
2.8.2.1 Leptina

La leptina, también conocida como proteina OB, es una hormona producida en su
mayoria por los adipocitos (células grasas) aunque también se expresa en el

hipotalamo, el ovario y la placenta. La sintesis de leptina ocurre principalmente,
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aunque no de forma excluyente, a nivel del tejido adiposo blanco (Fantuzzi, 2005).
Este hecho permitié proponer que la secrecion de leptina actua como sefial al
cerebro, informyo sobre el tamafio del tejido adiposo y actuyo como factor
saciante. El tejido adiposo marréon o grasa parda también sintetiza leptina, aunque
en menor medida (Ge et al., 2013). El papel de la leptina secretada en el tejido
adiposo marrén no esta claro, aunque podria ser unicamente un aporte extra de
leptina al torrente circulatorio como reflejo del total del tejido adiposo (Matsubara
et al., 2012). La regulacion de la expresion de leptina depende en gran manera de
los depdsitos grasos del organismo. Asi, los adipocitos de mayor tamafio producen
mas leptina, mientras que los adipocitos de la grasa visceral secretan menos
leptina que los adipocitos de la grasa subcutanea (Frank et al., 2014). La cantidad
de triglicéridos almacenados en el adipocito es también proporcional a la cantidad
de leptina producida por cada adipocito. Por esta razén, los niveles circulantes de
leptina son proporcionales a la cantidad de grasa corporal (Castro et al., 2015).

La secrecidn de leptina varia de acuerdo al ritmo circadiano, siendo secretada en
forma pulsatil, y modulada por la insulina'y otras hormonas. Su frecuencia es de
aproximadamente un pulso cada 45 minutos (Gregory et al, 2015). Su
concentracion aumenta paulatinamente durante el dia y alcanza un pico durante la
medianoche, para disminuir hasta el inicio de un nuevo ciclo. Este patron depende
también de la alimentacion (Le Foll et al, 2014). De esta forma, las
concentraciones circulantes de leptina aumentan en las primeras horas después
de la ingesta y continuan su ascenso en caso de sobrealimentacién. En
situaciones de ayuno, hay un descenso en la produccion de leptina (Friedman,
2014). Por otro lado, parece que los cambios en el patréon de secrecion asociados
a la alimentacion estan mas relacionados con la concentracion plasmatica de
insulina que con el peso corporal. Esto se debe a que la insulina estimula la
expresion de la leptina en adipocitos aislados y, por lo tanto, eleva su nivel
circulante (Cortés et al., 2014).

Una vez secretada al torrente circulatorio, la leptina circula parcialmente unida a
proteinas plasmaticas, siendo la proporcion de leptina unida a proteinas inferior en

individuos obesos. El receptor OB-Re circula unido a la leptina y funciona como un
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regulador de la concentracion de hormona libre (Friedman, 2015). Los niveles
séricos de leptina en personas con peso normal oscilan en el rango de 3-18 ng/ml,
existiendo niveles mas elevados en la mujer que el hombre; aunque en individuos
con un indice de masa corporal (IMC) superior a 30 se pueden encontrar valores
de 30 ng/ml o incluso superiores (Zhou et al., 2014). Tiene una vida media similar
en individuos obesos y no obesos, de cerca de 25 minutos en el caso de la
enddégena y de 90 minutos aproximadamente en el caso de la leptina exdgena
(Yadav et al., 2013).

La funcion fundamental de la leptina parece ser la regulaciéon del apetito, para lo
cual actuan sobre nucleos hipotalamicos (Tokgoz et al., 2012). La leptina es
secretada por los adipocitos de tal forma que la leptinemia es reflejo de las
reservas grasas del cuerpo estableciendo entonces un circuito de
retroalimentacion negativa donde la leptina circulante inhibe en el nucleo arcuato
del hipotalamo la produccion del neuropeptido Y (NPY) (Cardoso et al., 2014). Las
moléculas de leptina atraviesan la membrana hematoencefalica mediante
transcitosis. También puede ser captada desde el liquido cefalorraquideo (Choi et
al., 2012).

En el nucleo arcuato hipotalamico se produce NPY. NPY aumenta la ingesta y
disminuye la termogénesis. El principal mecanismo por el que la leptina regula el
apetito es, por lo tanto, inhibiendo la sintesis y secrecion de NPY (lwasa et al.,
2014).

Hay literatura cientifica que han demostrado que el aumento de NPY lleva a un
aumento de la sensacién de hambre y con ello a la hiperfagia que al largo plazo
conduciria a la obesidad. Existen evidencias de que la leptina actua a nivel del
nucleo arcuato impidiendo la formacion de neuropéptido Y (Ak et al., 2013).

Las neuronas neuropeptidérgicas del nucleo arcuato sefializan al nucleo para
ventricular y al area hipotalamica lateral donde se encuentran los centros
reguladores del apetito y alli provocan la produccion de péptidos estimulantes del
apetito y la vigilia como la orexina o el propio NPY que a su vez sefalizan sobre
los centros del tronco encefalico, (entre ellos el complejo vagal que es otro

importante centro de produccion de sustancias Orexigénicas) y sobre los nucleos
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colinérgicos del pros encéfalo basal y la corteza, produciendo la sensaciéon de
hambre (Ozcan et al., 2015). Al eliminar la leptina el estimulo inicial de todo este
circuito regula negativamente los niveles basales de apetito en funcién de las
reservas energéticas (Marcelin et al., 2014).

Ademas, en ausencia de estimulacion de las neuronas neuropeptidérgicas, en el
nucleo arcuato estan funcionyo las neuronas POMC/CART que tienen funcién
inhibitoria del apetito (Schéle et al., 2013).

2.8.2.2 Adiponectina

La adiponectina es una hormona sintetizada por el tejido adiposo que participa en
el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos. Inicialmente se pensaba que su
sintesis estaba limitada exclusivamente al tejido adiposo, sin embargo algunos
trabajos sugieren que puede ser secretada por otros tejidos, como por ejemplo,
cardiomiocitos (Schmid et al., 2013). Diversos estudios han comprobado que la
adiponectina aumenta la sensibilidad a lainsulina en diversos tejidos como
higado, musculo esquelético y tejido adiposo (Holly et al., 2013; Tokgoz et al.,
2012; Yadav et al, 2013). Los niveles circulantes de adiponectina son
inversamente proporcionales al indice de masa corporal (IMC) y el porcentaje de
grasa corporal. Las concentraciones de adiponectina se pueden encontrar
alteradas en diversas patologias, asi sus niveles se encuentran reducidos en la
obesidad, diabetes mellitus de tipo 2 y la enfermedad arterial coronaria, pudiendo
ser indicativo de un peor pronostico de dichas enfermedades (Ahmed et al., 2015).
La adiponectina--es una de las proteinas plasmaticas mas abundantes,
constituyendo el 0,01% de las proteinas plasmaticas totales. Las concentraciones
plasmaticas de adiponectina rondan los 5-10 pg/mL y presentan dimorfismo
sexual, ya que las mujeres presentan niveles de esta hormona superiores a los
hombres (Luo et al., 2013).

Las moléculas de adiponectina se agrupan entre si formyo trimeros, hexameros y
polimeros. La adiponectina monomérica no se ha detectado en la circulacion

sanguinea y su presencia parece confinada al adipocito (Miyazaki et al., 2014).
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Existen 2 receptores conocidos de la adiponectina, llamados AdipoR1 y AdipoR2,
que se expresan en tejidos sensibles a la insulina, como el musculo esquelético,
higado, pancreas o tejido adiposo (Yamauchi et al., 2014).

La union de la adiponectina a sus receptores aumenta la actividad de la
proteinquinasa dependiente de AMP (AMPK) y el receptor alpha activado por
proliferador de peroxisoma (PPAR-a), favoreciendo la oxidacién de acidos grasos
y la entrada de glucosa en los tejidos (Chen et al., 2012).

Mecanismos de accion de la adiponectina en diferentes érganos:

Musculo esquelético: Aumenta la fosforilacion de la tirosina del receptor de
insulina y del sustrato del receptor de insulina-1(IRS-1) lo que favorece la
insulinosensibilidad. Aumenta la captacion de glucosa, por estimulo de GLUT-4,
aumenta la produccion de lactato. Se produce la fosforilacion de la enzima acetil-
CoA carboxilasa y con ello su inhibicidn; lo que favorece la -oxidacién de los AGL.
Incrementa la actividad del PPAR- induciéndose aun mas la oxidacion de los AGL
(Liu y Sweeney, 2014).

Higado: Regula dos enzimas clave para la gluconeogénesis como la Fosfoenol-
piruvato-carboxi-kinasa y la Glucosa 6-fosfatasa, por lo que produce descenso de
los niveles glucémicos (Finelli y Tarantino, 2013).

Tejido adiposo: Regula positivamente la accion de la LPL-1, por lo que aumenta
el catabolismo de las PRTG (Cawthorn et al., 2014).

Endotelio vascular: inhibe la expresion de moléculas de adhesion (VCAM e
ICAM). Activa la enzima 6xido nitrico sintetasa (NOS), produciendo la formacion
de 6xido nitrico (ON). Inhibe la induccion del factor nuclear kappa beta (NFkB) por
parte del factor de necrosis tumoral- . Suprime la expresion de diferentes factores
de crecimiento, lo cual impide la proliferaciéon y migracion de células del musculo
liso vascular. Ademas inhibe la expresion del receptor scavenger (CD36, FATB4) y
consecuentemente la transformacién de macréfagos en células espumosas
(Komura et al., 2013).

2.8.2.3 Resistina
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La resistina es una proteina rica en cisteina secretada por el tejido adiposo de
ratones y ratas. En los demas mamiferos, al menos en los primates, los cerdos y
los perros, la resistina es secretada por células inmunes y epiteliales (Hannan,
2012). La longitud de la resistina pre-péptido en el ser humano es de 108
aminoacidos (en el ratén y la rata es de 114 aminoacidos); el peso molecular es de
~12.5 kDa. Entre las proteinas sintetizadas y liberadas del tejido adiposo
(adinopectina, angiotensina, estradiol, IL-6, leptina, PAI-1, TNF- a), la resistina es
una citoquina cuyo papel fisiolégico ha sido el sujeto de mucha controversia
respecto a su participacion en la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (Karpavicius
etal., 2012).

Gran parte de las hipotesis desarrolladas acerca del papel de la resistina en el
metabolismo de la energia y la diabetes mellitus tipo 2, se han derivado de
estudios que muestran una correlacién fuerte entre ésta y la obesidad. La creencia
subyacente entre los que apoyan esta teoria es que los niveles de la resistina
sérica aumentan al incrementarse la adiposidad (Ortega et al., 2014). Por el
contrario, se ha encontrado que los niveles de resistina sérica disminuyen como
consecuencia del descenso del tejido adiposo que ocurre tras el tratamiento
médico. Especificamente, la adiposidad central (el tejido adiposo acumulado en la
cintura) parece ser la regiéon anatdémica que principalmente contribuye al aumento
de la resistina sérica. Este hecho asume la existencia de implicaciones
significativas en la bien conocida conexion entre la obesidad central y la
resistencia a la insulina; peculiaridades sefialadas de la diabetes mellitus tipo 2
(Devanoorkar et al., 2012).

Aunque parezca que aumentan los niveles de resistina con la obesidad, no se
pode concluir que tales aumentos de resistina sérica sean los responsables de la
resistencia a la insulina aparentemente asociada al incremento de la adiposidad.
Algunos investigadores en respectivos estudios han demostrado que este es el
caso, encontryo una correlacién positiva entre los niveles de resistina y la
resistencia a la insulina (Giapros et al., 2017; X. Huang y Yang 2016; Jiang et al.,
2016; Niu et al., 2017; Santilli et al., 2016). Este descubrimiento fue ampliamente

demostrado por estudios que confirman una directa correlacién entre los niveles
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de resistina y los sujetos con diabetes tipo 2 (Menzaghi et al., 2013; Ortega
Moreno et al., 2016). Si los niveles de resistina son proporcionales a la resistencia
a la insulina unida a la diabetes de tipo 2, fabricar farmacos que especificamente
filan como objetivo cascadas que llevan a disminuir la resistina sérica en sujetos
con diabetes de tipo 2 (Wenning et al., 2013).

Mecanismos de accion de la resistina en diversos 6rganos:

Se sugiere que el papel de la resistina en los estados inflamatorios, por ejemplo se
ha reportado una correlacion positiva entre resistina sérica y proteina C reactiva
(PCR) (Maggio et al., 2014).

Tiene efectos antagonicos a la insulina. Reduce el transporte de glucosa
dependiente de insulina al musculo esquelético y al tejido adiposo, aumenta la
produccion hepatica de glucosa y la glucemia en ayunas € inhibe la adipogénesis
(mediadora de la resistencia insulina) (Sokhanguei et al., 2015). Produce
descenso de los niveles séricos de HDL.

A nivel vascular, reduce la vasorrelajacion, disminuye la expresion de oxido nitrico.
Promueve la proliferaciéon y activacion de células musculares lisas y células
endoteliales y estimula la expresion de moléculas de adhesion (Rodriguez-
Pacheco et al., 2013).

2.8.2.4 Otras adipocitocinas

Las Interleucinas (IL) forman parte de la familia de las citoquinas. Son péptidos
sefalizadores, mediadores quimicos, que se producen como respuesta a la
agresion de un tejido y causan respuesta inflamatoria.IL-1: Tiene dos isoformas
mayores bioldgicamente activas: IL-1a , predominantemente unida a la membrana,
y la'IL-1B8 que es la isoforma circulante secretada principalmente por linfocitos,
macrofagos, células endoteliales y células del musculo liso vascular (Garlya et al.,
2013).

Media la respuesta inflamatoria a través de la activacibn de monocitos y la
expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales, induciendo la

secrecion de otras citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento y estimulyo
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la proliferacion del musculo liso. Proceso que sucede en la pared vascular durante
la aterogénesis (Turner, 2014).
A nivel renal, aumentaria la permeabilidad vascular endotelial y provocaria
proliferacion de las células del mesangio y sintesis de la matriz, asi como
anormalidades de la microcirculacion intraglomerular (Zhang et al., 2015).
IL-6: Es una citoquina pro inflamatoria multifuncional. Regula la respuesta humoral
y celular durante el proceso inflamatorio y la injuria tisular. Es producida por
macrofagos, linfocitos T, células del musculo liso vascular, células endoteliales y
adipocitos (Chocano-Bedoya et al.,, 2014). EI TNF-a es capaz de aumentar su
produccion hasta 60 veces. En condiciones de reposo, el 15 al 35% de la IL-6 es
derivado del tejido adiposo y la mayoria proviene del tejido adiposo visceral (He et
al., 2012).
e Disminuye la produccion de LPL-1
e Aumenta la secrecion hepatica de triglicéridos.
e Es un mediador inflamatorio
TNF-a: Producido principalmente por monocitos, linfocitos T, NKB (natural killer),
tejido adiposo, musculo liso, células endoteliales y algunas células tumorales
(Libardi et al., 2012).
Los efectos bioldgicos son producidos tras unirse a receptores de membrana
(TNF-R: 1 y 2), han reportado en todos los tipos celulares excepto en eritrocitos
(Yrade et al., 2014).
El mecanismo de accion del TNF es mediado por:
¢ La inhibicion de la autofosforilacion del receptor de insulina.
e Activacion de serin-kinasa que disminuye la fosforilacion del IRS-1 a nivel
del musculo y tejido adiposo, sustrato pobremente reconocido.
e Sus efectos estan principalmente relacionados con inflamacion tanto
sistémica como local.
e Regula la sintesis de algunas proteinas de fase aguda, especialmente
fibrindgeno y factor VIII.
e Estimula la produccion de prostaglyinas.

e Aumenta la expresion de moléculas de adhesion endoteliales.
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A nivel hepatico aumenta la expresidon de genes relacionados con la
sintesis de novo de colesterol y acidos grasos. Regula la captacién de
glucosa y la oxidacion de acidos grasos.

e Estimula la lipdlisis.

e Disminuye la expresion de GLUT 4.

e Suprime los niveles de LPL-1.

e Genera resistencia insulinica.
Los TG y los AGL son inductores de la expresion de su TNF. De manera local
aumenta la expresién de los genes del PAI 1 y C3, ademas disminuye la expresion

de adiponectina (Vyen et al., 2014).

2.10 Modelo in vivo de dislipidemia

En el desarrollo de un alimento funcional un aspecto muy importante es validar los
efectos a la salud, por lo cual existe un-crecimiento a nivel mundial sobre la
normativa de éstos alimentos donde soélo se permitira incluir fundamentos que
hagan referencia a efectos beneficiosos sobre la salud demostrados
cientificamente (Sanz y Dalmau, 2008).La experimentacion in vivo es un requisito
encaminado a garantizar los efectos de un alimento funcional (Heinonen et al.,
2015).

De manera general, un modelo animal ideal para dislipidemias humanas debe
cumplir varios requisitos: bajo costo, facilidad de vivienda, tamafio, velocidad de
reproduccion, y un antecedente genético bien definido. Por otra parte, los modelos
animales deben compartir la fisiopatologia de la enfermedad con los seres
humanos (Moghadasian y McManus, 2001).

Por otra parte, aunque los modelos animales no se asemejan completamente a
los humanos son de vital importancia, ya que permiten obtener informacién directa
de determinados fendmenos, con un control adecuado de diversas variables y
utilizyo procedimientos precisos, con frecuencia invasivos y dificiimente aplicables
en estudios clinicos (Chorro et al., 2009). Sin embargo, al emplear animales en

estudios de laboratorio se deben tomar en cuenta las diferencias que existen entre
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éstos y humanos pues pueden presentar diferencias anatomicas importantes,
responder a mecanismos fisiopatologicos diferentes y los tratamientos pueden
actuar de modo diverso. Por estos motivos, la extrapolacion de los resultados de la
investigacion basica a la patologia humana siempre se debe efectuar con cautela
(Chorro et al., 2009).

Los animales mas similares a las dislipidemias humanas en términos de
composicion de acidos grasos libres y esteres de colesterol en plasma son: cerdo
(Sus scrofa domestica), perro (Canis lupus familiaris), hamster (Mesocricetus
auratus), raton cepa C57BL/6 y ratones modificados con deficiencia en el receptor
de LDL y La proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP por sus
siglas en inglés) (Yin et al., 2012).

Los modelos de raton han sido ampliamente utilizados en la investigacién del
efecto hipocolesterolemicos de alimentos funcionales (Yersson et al., 2010; Yin et
al., 2012; Yu et al., 2015).

La cepa de raton C57BL/6 es usada como un modelo para estudios de
ateroesclerosis, obesidad y diabetes tipo 2, inducida por la dieta; las dietas usadas
para inducir estos desordenes son con alto contenido en grasas; es importante
destacar que no esta muy claro si las dietas usadas para inducir ateroesclerosis
provocan fenotipos diabéticos o si las dietas usadas para provocar diabetes
provocan el desarrollo de lesion es ateroesclerdticas; entendiendo como estas
dietas influyen en el metabolismos de glucosa y de lipidos se podria establecer el
modelo animal (Heinonen et al., 2015; Schreyer et al., 1998).

Por todo lo anterio se sugiere que los compuestos bioactivos (fibra dietética,
compuestos fendlicos, saponinas vy fitoesteroles) de una galleta a base de avena
(Avena sativa L.) y aislado proteico de chicharo (Pisum sativum) podrian disminuir

la hiperlipidemia en un modelo in vivo de dislipidemia mixta.
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares junto con la diabente mellitus conforman dos
tercios de las muerten en México y en el mundo uno de los principales
desendacadenad de este tipo de efermedades son las dislipidemis siendo estas
definidas como el conjunto de patologias que tiene en comun una alteracién en los
niveles de lipidos en sangre trayendo consigo alteracoiones en 6rganos. como
pacreas, higado y tejido adipos siendo este ultimo importate en el almacenamiento
de lipidos y que ademas secreta hormonas importantes como la adiponectina,
leptina y resistina involucradas en el metabolismo de lipidos. Se ha reportado que
que alteraciones en la dieta como un incremento en el consumo de alimentos con
alta carga caldrica trae consigo alteraciones en el metabolisto de colesterol y
triglicéridos.

Tomyo en cuenta que entre todos los cereales, la avena es el mas completo por
sus cualidades energéticas y nutritivas. Es rica en proteinas, hidratos de carbono,
grasas, y en vitaminas, minerales y oligoelementos asi como en compuestos
bioactivos dentro de los que destacan a fibra insoluble, fibra soluble saponinas
fitoesteroles oligosacaridos y B-glucanos; se propone la avena como cereal en el
desarrollo de una galleta funcional.

Por otro lado, el chicharo es reconocido por su alto contenido proteico y estudios
recientes muestran que tiene beneficios la regulacion en el apetito, y en la
regulacion de los niveles séricos de glucos el cual es un problema de salud
publica.

La complementacion de una galleta con los compuestos nutritivos y biolégicos de
la avena como: proteinas, fibra dietética, grasas, vitaminas, minerales vy
oligoelementos y proteina de chicharo puede ser una alternativa para ofrecer a los
individuos con alto contenido proteico y potencial nutracéutico. Cabe destacar que
la avena es el unico alimento que ha reconocido la Asociacién de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos de Norteamérica (FDA por sus siglas en Ingles)
como cardioprotector.

Por lo tanto resulta importante conocer la relacion que existe entre el consumo de

avena con sus compuestos bioactivos (fibra dietética, compuestos fendlicos,
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saponinas Yy fitoesteroles) y la proteina de chicharo sumistrados como sustituto de
refrigerio y a la vez evaluar el efecto de su consumo sobre la incidencia de las
dislipidemias y enfermedades cardiovasculares un modelo experimental in vivo
para establecer posibles mecanismos de accion y sus posibles efectos protectores

en el desarrollo de estas patologias.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos fendlicos de la avena (Avena sativa L.) activan a los
transportadores de colesterol en higado y su eflujo al HDL de tal manera que
disminuyen la concentracion de colesterol total en suero, dicho efecto se ve

potenciado en presencia de proteinas de chicharo (Pisum sativum).

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del consumo de una galleta de avena (Avena sativa L.) y aislado

proteico de chicharo (Pisum sativum) en un modelo in vivo de dislipidemia mixta.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la composicion proximal y de compuestos bioactivos de la harina
avena (Avena sativa L), aislado proteico de chicharo (Pisum sativum) y la
galleta (avena/chicharo).

2. Evaluar el efecto del consumo de la galleta en un modelo in vivo de
dislipidemia mixta.

3. Evaluar el efecto del consumo de la galleta sobre el control del apetito y
evaluacién histoquimica de tejido adiposo e higado

4. Evaluar el efecto del consumo de la galleta sobre la regulacion de parametros
bioquimicos como perfil lipidico (colesterol, triglicéridos, VLDL, LDL y HDL),
glucosa e insulina, asi como, adiponectina, leptina y resistina.

5. Evaluar el efecto del consumo de la galleta sobre la expresion de genes
(ABCA1, ABACGS5, CD36 y ACAT2) relacionados con dislipidemia mixta en
intestino, higado y tejido adiposo.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Materia Prima

El asilado proteico de chicharo (Pisum sativum) se obtuvo de la empresa
Roquette.

La avena (Avena sativa) se adquiri6 de una marca comercial, en presentacion de
hojuelas.

La formulacion de la galleta de avena (Avena sativa) y asilado proteico de
chicharo (Pisum sativum) denominada OPC se obtuvo deacuerdo a lo reportado
por Rodriguez-Rodriguez, 2016.

7.2 Reactivos

La a-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, tripsina, quimio tripsina, peptidasa, (+)-
catequina, rutina, vainillina, fueron adquiridos de la marca Sigma Chemical Co. La
acetona, almidon para yodometria, acido acético, cloroformo, etanol, acido
clorhidrico, hidréxido de sodio, éter de petrdleo, acido sulfurico, fosfato dibasico de
sodio anhidro, acetato de sodio, carbonato de sodio, hidréxido de sodio, hidroxido
de potasio, fosfato monobasico de sodio monohidratado, metanol, rojo de metilo,

sulfato ferroso, yoduro de potasio marca J.T. Baker.

47



7.3 Métodos

La estrategia experimental consté de tres etapas para la elaboracion del proyecto;

la primera etapa consistié de la caracterizacion proximal de la galleta cuantificyo

proteina, lipidos cenizas, humedad y los carbohidratos por diferencia. Posterior a

esta etapa se determind el perfil nutracéutico que constdé de acidos fendlicos,

flavonoides, fibra dietaria total, soluble e insoluble, B-glucanos, en esta misma

etapa también se determinarén propiedades fisicas de las galletas como dureza,

masticabilidad, resilencia, cohesividad y gomosidad. En la tercera etapa se realizé

la evaluacién del consumo de la galleta en un modelo de ratéon de la cepa
C57BL/6J sobre el perfil lipidico (Figura 7).
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7.3.1 Analisis proximal

La metodologia empleada fue la descrita por la AOAC (2002), las pruebas se

llevaron a cabo tanto en las harinas como en el producto final.

7.3.2 Cuantificaciéon de proteina (Técnica 920.105)

Brevemente, se colocaron 0.5 g de muestra en un matraz de digestion Kendal, se
adicionaré una pastilla de catalizador (sulfato de sodio y sulfato de cobre) y 10 mL
de acido sulfurico. El matraz se colocé en un digestor aproximadamente durante
una hora, hasta obtener una coloracion verde claro. Una vez frio se coloco en el
destilador y se adicioné agua destilada e hidroxido de sodio al 40%. El destilado
se recibié en un matraz que contenia 25 mL de acido bdrico, y como indicador rojo
de metilo y verde de bromocresol. A continuacion se titulé6 con acido clorhidrico
0.08 N. Se determind el nitrégeno total multiplicado por un factor de conversion
equivalente al porcentaje de proteina presente en el alimento.
% Proteina = (mL gastados) * (Normalidad acido) * (0.1401) = (6.25)

7.3.2 Cuantificacién de lipidos (Técnica 920.39)

Se pesaron 3 g de muestra en un cartucho Soxhlet y se tapd con algodén. Se
introdujo el cartucho en el extractor Soxhlet y en la parte inferior fue colocado un
matraz de bola (llevado previamente a peso constante) con aproximadamente 150
mL de éter de petrdleo. La extraccion se llevo a cabo por 5 horas con un reflujo de
2 gotas por segundo. Una vez recuperado el exceso de éter de petrdleo, se colocod
el matraz en una estufa hasta un peso constante y finalmente se realizé el célculo

correspondiente:

) peso extracto
% Extracto etéreo = x 100
peso muestra

7.3.3 Cuantificacion de cenizas (Técnica 945.46)

De acuerdo a la metodologia propuesta por la AOAC, fueron pesados 2 g de
muestra (peso de la muestra) en un crisol de porcelana, previamente llevado a

peso constante. La muestra fue calcinada en una mufla a 550 - 560°C durante 5
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horas (residuo de cenizas). Se llevé a temperatura ambiente en un desecador. Se

peso el crisol junto con la muestra y se resto el peso del crisol.

) peso residuo de cenizas
%cenizas = * 100
peso de muestra

7.3.4 Cuantificacién de humedad (Técnica 925.23)

Fueron pesados 2 g de muestra en una capsula (previamente llevada a peso
constante), posteriormente se colocé en una estufa a 130°C por 2 horas, pasado
este tiempo se llevo la capsula con la muestra a un desecador. Finalmente la
muestra se peso y se realizé el calculo correspondiente:

% Humedad = (peso inicial muestra — peso fianl de muestra) * 100

7.3.1.5 Determinacion de fibra insoluble y soluble

La fibra insoluble se determind siguiendo el método propuesto por Shiga et al.,
(2003). Se pesd un gramo de la muestra a analizar y se colocdé en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL, protegiéndolo de la luz. Se le adicionaron 50 mL de
solucion amortiguadora de fosfatos 0.08 mM a pH 6 y 100 uL de a-amilasa, se
ajustaro el pH a 6 con ayuda de HCI y se incub6 a 95 °C en un bafio Maria, agityo
continuamente. Al término, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se
ajusté el pH a 7.5 con NaOH 0.275 N. Se le adicionaron 100 uL de proteasa (5
mg/mL) y se incub6é a 60°C en un bano Maria durante 30 min con agitacién
continua. Al término del tiempo, se atemperd y se ajusté el pH a 4-4.6 con HCI,
posteriormente se le adicionaron 300 pL de amiloglucosidasa y nuevamente se
incubo en bafio Maria durante 30 min con agitacion continua.

Las muestras se filtraron con un papel Whatman No. 4 utilizyo un matraz kitazato
con un embudo Buchner y una bomba al vacio, se lavo dos veces la muestra con

agua a 60°C, y el filtro se seco en una estufa, para su posterior pesado.

Papel filtro con muestra — papel filtro

Fibra insoluble (%) = —
peso inicial de muestra
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Se midio6 el volumen del liquido obtenido y se le adiciond una porcién de etanol al
80%, y se dejo reposar durante 24 h a temperatura ambiente. Finalmente, se filtro
la muestra con un papel Whatman No. 42 y se le realizaron dos lavados con

acetona. El papel filtro se secé y se peso.

Papel filtro con muestra — papel filtro

Fibra soluble (%) = — x 100
peso de la muestra inicial

7.3.1.6 Almidon resistente

El contenido de almidén resistente se cuantific6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Saura-Calixto et al.,, (1993) y Shiga et al., (2003). Brevemente, se
utilizé la fraccidn insoluble de los pasos anteriores, se raspo el filtro hasta obtener
100 mg. Se adicionaron 6 mL de KOH 2 M en agitacion continua por 30 min. Se
agregaron 3 mL de buffer de acetato de sodio (0.4 M, pH 4.73) y se ajust6 a pH
4.75 y se adicionaron 60 pPL de amiloglucosidasa, se mezclaron e incubaron a
60°C por 30 min con agitacién continua.

Posteriormente se centrifugé a 3000 g por 15 min, la pastilla se lavd por lo menos
una vez con agua destilada, el agua de lavado se afor6 a 100 mL. La glucosa se
cuantificé colorimétricamente y se calculé el contenido de almidén resistente,

empleyo la siguiente ecuacion:

glucos (%) * Volumen * Dilucién * 100 = 0.9

100 * peso de la muestra(mg)

Almidon resistente =

7.3.2 Analisis nutracéutico

7.3.2.1 Extracto metandlico

Para obtener el extracto metandlico de acuerdo al método descrito por Cardador-
Martinez, Loarca-Pina, y Ooham (2002), se colocé 1 g de muestra en un matraz y
se adicionaron 10 ml de metanol. Se cubrieron los frascos con papel aluminio y se
agitaron durante 24 h a 25°C. Pasado este tiempo, el extracto se transfirio a tubos
conicos de 50 mL y se centrifugd a 5000 RPM por 10 min a 4°C. El sobrenadante
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obtenido se utilizé para la cuantificacion de compuestos fendlicos por métodos

espectrofotométrico, por HPLC y para determinacion de capacidad antioxidante.

7.3.2.2 Compuestos fendlicos

Para la cuantificacion de los compuestos se siguid la metodologia descrita por
Ramirez Jiménez (2015), para cromatografia liquida acoplada a un detector con
arreglo de diodos en un equipo HPLC Agilent Serie 1100 (Agilent Technologies,
Palo Alto, CA, EE.UU.), utilizyo una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent
Technologies, 4,6 x 250 mm 5. pm). La columna fue controlada mediante
termostato a 35 ° C £ 0.6 y la tasa de flujo se ajusté a 1 mL/min. La fase movil
consistidé de dos disolventes. El disolvente A: agua acidificada con acido acético al
1% y el disolvente B: acetonitrilo. Se utiliz6 un gradiente lineal como sigue: 80-
83% de disolvente A durante 7 min, 83-60% durante 5 min, 60-50% durante 1 min
y 50-85% durante 2 min. La deteccion se realizé. a 280 nm. Se inyectd un volumen
de 50 uL y las muestras se analizaron por-duplicado. La cuantificacion se llevo a
cabo utilizyo el método estandar externo con estandares comerciales de (+)-
catequina, rutina, quercetina, vainillin y elagico, cafeico, p-cumarico, ferulico,

galico, clorogénico, y acidos sinapico.

7.3.2.3 Capacidad antioxidante

Para la determinacion de la actividad antioxidante se ocuparon dos métodos
complementarios DPPH y ABTS. Para el método DPPH la estimacion de la
capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) se determind utilizyo el
radical 1, 1-difenil-2picrylhydrazyl (DPPH), de acuerdo con el método reportado
por Bry-Williams, Cuvelier, y Berset (1995) modificado por Fukumoto y Mazza
(2000). Se ocupd 20 mLl del extracto metandlico se mezcldé con 200 mLI de una
solucion de DPPH 150 umol / umL metanol al 80%. EI valor TEAC se calculd
utilizyo Trolox como el estandar para la curva de calibracién y expresado como
pmol de Equivalentes de Trolox por gramo de galleta (umol equivalentes de Trolox
/ g de galleta), para el método ABTS, la estimacion de TEAC se realizé utilizyo el
radical 2,2-azinobis-3 etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) descrito por Nenadis et

al., (2004). Del extracto metandlico se mezclaron 20 umL con 230 mL de solucién
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ABTS. La absorbancia se leyé a 570 nm a temperatura ambiente, posteriormente
0, 4, 10, 30, 60 y 90 min. El valor de TEAC se calculé utilizyo una curva de
calibracion de Trolox y se expresdé como pmol equivalentes de Trolox por gramo

de galleta (umol equivalentes de Trolox / g de galleta).

7.3.2.4 Analisis de perfil de textura

El analisis del perfil de textura de OPC y dos galletas cormeciales demoninadas
CC1 y CC2 se realiz6é segun lo descrito por Inglett, Chen, y Liu (2015) utilizyo un
analizador de textura CT3 (Brookfield, Modelo CT3, Middleboro, USA) equipado
con una celda plana de 5 cm de diametro. Las condiciones utilizadas fueron:
velocidad de 1 mm/s antes y después de la prueba, asi comoa2mm/s, 4,5mm/s
y una distancia de 5 mm. Fueron determinados parametros texturales, como
dureza (altura maxima del pico de fuerza en el primer ciclo de compresion),
resistencia (relacion de trabajo devuelta por la muestra al eliminarse la
deformacion por compresion, para el trabajo requerido para la compresion),
fracturabilidad (el estado de fragilidad durante masticacion), cohesividad (relacion
de las areas de fuerza positiva debajo de la primera y segunda compresiones),
elasticidad (la relacién de contacto de la muestra durante la primera compresion),
gomeria (el producto de dureza y cohesion) y masticabilidad (el producto de

dureza , cohesion y elasticidad).

7.4 Modelo in vivo

7.4.1 Animales

Todos los protocolos experimentales de animales utilizados en este estudio fueron
sujetos a aprobacién por el Comité Etica de la facultad de Quimica de la
WUniversidad Auténoma de Querétaro con numero de oficio CBQ16/1116-4.

Ratones macho de entre cinco y seis semanas de edad de la cepa C57BL/6 fueron
alimentados con una dieta estandar durante 1 semana para estabilizar sus
condiciones metabdlicas. Los ratones fueron expuestos a un ciclo luz/oscuridad de

12 horas, a una temperatura constante de 22 ° C.
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7.4.2 Ensayo in vivo preliminar

Diez ratones machos de la cepa C57BL/6J de entre 5-6 semanas de edad fueron
alojados en jaulas individuales de dimensiones 32 x 23 x 22 cm
(largo*ancho*altura). La NOM-062-Z00-1999 (apartado 5.1.1) considera que
ratones entre 15-25 g deben tener un area de alojamiento 78 cm? por ratén y'la
jaula debe tener una altura minima de 12 cm. Los ratones se mantuvieron bajo
ciclos dia/noche de 12/12 h, y ventilacion constante. Fueron alimentados con SD
Rodent Lab Chow 5001 (25 % de proteina, 58% de carbohidratos .y 18% de
grasas) por una semana (periodo de adaptacion), después de este periodo los
ratones fueron aleatorizados y divididos en dos grupos de 5 animales cada uno
alimentados con dieta estandar y dieta alta en grasa (SD e HFD respectivamente).
Los ratones fueron alimentados con HFD TD06414 de ENVIGO (18% de proteina,
22% de carbohidratos y 60% de manteca de cerdo), o con dieta estandar Rodent
Lab Chow 5001 (25 % de proteina, 58% de carbohidratos y 18% de grasas) por 14
semanas.

Se realizaron mediciones semanales de consumo de alimento y peso corporal.
Para el registro del peso corporal, se sujeto la cola del animal entre el pulgar y el
dedo indice, y se levanté para depositarlo en el canasto para roedores de la
balanza. Para los parametros bioquimicos como la cuantificacion de la
concentracion de colesterol, triglicéridos y glucosa en sangre periférica de la cola
se llevé acabo cada 2 semanas con tiras reactivas y el equipo Accutrend Plus®.
Se realizaron lavados con hipoclorito de sodio a cada jaula cada tercer dia, asi
como de todo el material que estuvo en contacto con los animales.

Se llevo a cabo el monitoreo de peso corporal de los animales, en caso de ser
necesario (si el animal perdid mas de un 20% de su peso se considero el criterio
de exclusion del experimento). Se realizaron movimientos lentos para evitar el
estrés y lastimar al animal. De igual manera para la manipulacién de los animales
durante el trabajo experimental, se seguieron las especificaciones de la NOM-
062-200-199 en su apartado 10.4 donde se indica que se debe usar guantes,

cubre bocas y bata mientras se esté en contacto con los animales. En los casos
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deceso fuera del periodo del experimento, se consideré que el animal seria

retirado de la jaula y dispuesto de acuerdo a la norma.

7.4.2.1 Colesterol

Para la cuantificacion de colesterol sanguineo se utilizé el equipo Accutrend plus®.
Por amputacion de la punta de la cola se obtuvo una gota de sangre, la cual se
colocd en una tira reactiva, y ésta fue introducida en el equipo para cuantificar
colesterol. La sangre fue colectada durante las horas metabdlicamente activas
teniendo un ayuno de 4-6 h, durante las cuales se les suspendio el consumo de
alimento y solo tuvieron acceso libre acceso al agua. Este resultado se registré en

miligramos/ decilitro.

7.4.2.2 Glucosa

La sangre fue colectada de la vena de la cola de animales conscientes durante las
horas metabdlicamente activas teniendo un ayuno de 4-6 h, durante las cuales se
les suspendié el consumo de alimento y solo tuvieron libre acceso al agua.
Enseguida las colas fueron cortadas con un escalpelo, y la sangre fue depositada

sobre las titas reactivas del equipo Accutrend plus®.

7.4.2.3 Triglicéridos

Para la cuantificacién de triglicéridos en sangre se utilizé el equipo Accutrend
plus®. Por amputacion de la punta de la cola se obtuvo una gota de sangre, la
cual se colocaré en una tira reactiva, y ésta se introdujo en el equipo para
cuantificar triglicéridos. La sangre fue colectada durante las horas
metabdlicamente activas teniendo un ayuno de 4-6 h, durante las cuales se les
suspendié el consumo de alimento y solo tuvieron acceso libre al agua. Este

resultado se registré en miligramos/ decilitro.
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7.4.2.4 Recoleccion del plasma

Al finalizar el experimento, los animales fueron anestesiados con camara de
diéxido de carbono, dado a que este disminuye la tension de oxigeno que conduce
a la somnolencia en pocos minutos (método descrito por la norma NOM-062-ZO0O-
1999, punto 9.4.1.3.3). Cuyo el animal estuvo perfectamente anestesiado, se
realizé una toma de muestra de sangre del corazdn por puncidon. Una vez que se
tomado la muestra de sangre se realizé un corte de la vena porta para asegurar la
muerte clinica con tijeras quirurgicas esterilizadas (en acuerdo a la norma NOM-
062-Z00-1999, punto 9). La sangre fue procesada centrifugyo por 10 min a 2500
romy 4 °C y el plasma fue separado del resto de la sangre, posteriormente se

congeld a -80 °C hasta su posterior analisis.

7.4.2.6 Triglicéridos en plasma

El contenido de triglicéridos del plasma fue cuantificado usyo un kit colorimétrico
Triglicéridos LabAssay, de la marca Wako, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

7.4.2.7 Colesterol en plasma

El contenido de colesterol del plasma fue cuantificado usyo un kit colorimétrico
Cholesterol Assay Kit de la marca Abcam, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

7.4.2.8 Induccion de hiperlipidemia mixta

La hiperlipidemia mixta se indujo mediante dieta alta en grasa la cual consistid
en18% de proteina, 22% de carbohidratos y 60% de manteca de cerdo. La
hiperlipidemia se diagnosticd a partir de la elevacion en los parametros normales
de colesterol, triglicéridos y glucosa consideryo los parametros descritos en el
Tabla 5.
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Tabla 5. Parametros de corte para glucosa, colesterol y triglicéridos para cepa
C57BL/6J

Glucosa (mg/dL) 202
Colesterol (mg/dL) 161
Triglicéridos (mg/dL) 106

(Gallou-kabani et al., 2007).

7.4.3 Ensayo in vivo

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad
Auténoma de Querétaro. Se adquirieron ratones C57BL / 6J machos (n = 40; 6
semanas de edad) en las instalaciones de laboratorio de animales del Instituto de
Neurobiologia, UNAM (Juriquilla, Querétaro, México). Todos los ratones se
alojaron en condiciones estyarizadas en una habitacion con temperatura
controlada (21-23 ° C) e iluminacion (ciclo de luz / oscuridad de 12 h) en jaulas
individuales, durante las semanas de aclimatacion se les proporcioné alimento y
agua ad libitum. Después de la aclimatacion, los ratones se dividieron
aleatoriamente en cinco grupos (n = 8 / grupo) y se alimentaron con diferentes
dietas(Grupo 1 SD, Grupo 2 HFD, Grupo 3 HFD + OPC, Grupo 4 HFD + galleta de
avena (OC), Grupo 5 HFD + galleta de aislado proteico de chicharo (PC)). De
acuerdo con los experimentos preliminares de alimentaciéon ad libitum, se
determino el consumo semanal promedio para realizar el ajuste cal6rico de la dieta
alta en grasas (HFD) y la dieta estandar (SD) a lo largo del experimento. Los
ratones de siete semanas de edad se dividieron aleatoriamente en cinco grupos (n
= 8 en cada grupo) para ser alimentados de la siguiente manera durante un
periodo de estudio de catorce semanas: SD = 100% (7.7 g) de la dieta estandar;
HFD = 100% (5.18 g) de dieta alta en grasas; HFD + OPC = 80% (3.86 g) de HFD
+20% (1.32 g) de OPC / dia; HFD + OC = 80% (3.82 g) de HFD + 20% (1.36 g) de
OC / dia; HFD + PC = 80% (3.91 g) de HFD + 20% (1.27 g) de PC / dia. Para la
estyarizacion de la ingesta diaria de alimentos, se determiné la ingesta diaria
promedio (5.18 g de HFD / dia), segun el estudio preliminar; el ajuste se realiz6 de
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acuerdo con la edad de los animales. Las composiciones de las galletas fueron
OPC: 9.1% de lipidos, 62.1% de carbohidratos y 24.7% de proteinas, OC: 8.9% de
lipidos, 74.5% de carbohidratos y 20.02% de proteinas y PC: 7.4% de lipidos,
59.1% de carbohidratos y 26.6% de proteinas. Las dosis de galletas se
seleccionaron en base a una merienda / dia segun el contenido de calorias. Al
final del estudio, se recogieron muestras de sangre después de 12 horas de ayuno

por puncion cardiaca y tejido.

7.4.3.1 Parametros bioquimicos séricos y analisis de lipidos hepaticos

De la cola de raton, se extrajo sangre de la vena, en la semana 0, 7 y 14 de
tratamientos para la cuantificacion de colesterol, triglicéridos y glucosa.
Rapidamente, la cola del raton se cort6 con una hoja de bisturi estéril, los
parametros bioquimicos de la sangre se cuantificaron utilizyo las tiras de prueba
(Accutrend Plus®, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Al final del estudio,
la sangre recolectada por puncion cardiaca se centrifugd durante 10 min a 1000 g
para obtener el suero; el suero se almacend a -80 °C hasta el analisis adicional de
glucosa, colesterol, triglicéridos, - lipoproteinas de alta densidad (HDL),
lipoproteinas de baja densidad (LDL), lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
(SPINREACT, EE. UU.), leptina, adiponectina, y resistina (MERCK MILLIPORE),
utilizyo un kit colorimétrico -comercial, realizyo el protocolo descrito por el
fabricante. Los lipidos del higado se extrajeron con una solucién de cloroformo /
metanol (2: 1). El contenido en higado de colesterol y triglicéridos se determind
mediante ensayos colorimétricos-enzimaticos (SPINREACT, EE. UU.).

7.4.3.2 Analisis histolégico

Después del sacrificio, los érganos (higado y tejido adiposo visceral) fueron
pesados, se diseccionaron e inmediatamente se sumergieron en una solucion de
aldehido al 4%, para la fijacion; después de que los 6rganos se deshidrataron, el
proceso consiste en aumentos (70-100%) de etanol y luego se embeben en
parafina. Para realizar el analisis, los 6rganos se seccionaron con un microtomo

rotatorio a 4 ym de espesor (Sakura Finetek Europe B.V, Alphen aan den Rijn,
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Paises Bajos); las secciones cortadas se tifieron con hematoxilina y las secciones
tefidas con eosina (HE) se observaron con un microscopio (Olympus, Tokio,
Japon), para microscopia Optica convencional, se observaron 6rganos (higado y
tejido adiposo) y se fotografiaron a 200 X de ampliaciéon. La cuantificacién de la
fraccion de area de las gotitas de lipidos en el higado y la media del diametro de
las células adiposas se realiz6 mediante el programa Image J (v1.47v; Instituto
Nacional de la Salud, Bethesda, Maryly).

7.4.3.3 Analisis de la expresién génica por RT-qPCR

La expresion de ARN de los genes se midio utilizyo una PCR cuantitativa en
tiempo real. Brevemente, se sintetizo el ADNc de la primera cadena a partir del
ARN total del intestino delgado, los tejidos adiposos y la extraccidon del higado (n =
3) utilizyo el kit mini de ARN viral QlAamp (QIAGEN, Hilden, Alemania). Los
analisis de PCR se realizaron en un sistema de deteccion de PCR en tiempo real
CFX96 Touch ™ (Bio-Rad Laboratories, Inc). Todas las reacciones se llevaron a
cabo por ftriplicado para confirmar la reproducibilidad. La cantidad de ARNm
objetivo en cada muestra se normalizd frente al gen de referencia ($-actina), y el
efecto del tratamiento en los niveles de expresion génica se evalué mediante el
método AACt, los valores de cambio se informaron como 2- (AACt). Las
diferencias estadisticas en la expresion de los genes del grupo (HFD + OC, HFD +
OPC y HFD + PC) frente al control (SD) se determinaron utilizyo una prueba de
Tukey.

7.5 Analisis estadistico

Los datos fueron presentados como la media * el error estandar. Las diferencias
significativas entre las medias fueron determinadas por t de Student (Kruskall
Wallis) para datos no paramétricos con el programa JMP 8.0. Los valores que

presentaron una P<0.05 fueron considerados para indicar significancia estadistica.
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8. Resultados y discusion

8.1 Contenido proximal de harina de avena (Avena sativa), proteina de

chicharo (Pisum sativum) y galletas

La composicion quimica de la harina cruda y las galletas se presenta en la Tabla
6. La harina de galleta OPC, presenté el contenido mas alto de proteina (25 %), en
compracion a CC1 (9 %) y CC2 (15 %), respectivamente.

Tabla 6. Contenido proximal de harina de avena (Avena sativa), proteina de

chicharo (Pisum sativum) y galletas.

Proteina Lipidos Humedad Cenizas Carbohidratos
HA 1258+0.09 11.34+0.12 851+0.02 154+0.04 74.43+0.19
APC 87.86+043 1.00+0.04 6.78+0.05 572+0.02 5.23+0.02
OPC 24.66 +0.46° 9.07 +0.05° 1.79+0.04° 3.95+0.01° 62.13 +0.07°
CC1 8.83+0.003° 13.77 £0.04° 5.84 +0.01° 5.35+0.06° 72.00 + 0.09°
CC2 14.78+0.09° 5.90+0.07° 2.56+0.09° 3.49+0.02° 75.81+0.3°

HA: harina de avena; APC: aislado proteico de chicharo; OPC: galleta de avena y chicharo; CC1:
galleta comercial 1; CC2 galleta comercial reducida en grasa 2. Los resultados son expresados
como la media de tres mediciones independientes * desviacion estandar. Las medias con
diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadistica entre muestras (p<0.05) con la

prueba de Tukey.

El incremento se puede atribuir a la mezcla de grano de avena (Avena sativa L.)
descascarillada (12.58 %) y el aislado proteico de chicharo (Pisum sativum) (87.86
%). Resultados similares fueron reportados para diferentes botanas y galletas
hechas a base de cereales (trigo) adicionados con harina de leguminosas
(garbanzo, lenteja, chicharo verde y amarillo) (Ratnawati et al., 2019). El alto valor
de proteina se ha relacionado con efectos benéficos a la salud, disminuyendo la
hidrolisis del almidon dicho comportamiento se ha reportado en galletas
enriquecidas con proteinas de frijol (Dauda et al., 2018).

El contenido de lipidos de las galletas fue de CC2 (6 %) OPC (9 %)y CC1 (14 %);

la galleta OPC tiene un valor intermedio de acuerdo a la definicion de la norma (el
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contenido de lipidos menor o igual al 25 % de galletas regulares) es considerada
como galleta reducida en grasa (FDA, 2013). Un contenido bajo de lipidos es
deseable para aumentar la vida de anaquel de productos similares de acuerdo con
lo reportado por Mesias et al., (2016). El contenido de carbohidratos de la galleta
OPC (62.13 £ 0.07 g/1009) fue significativamente mas bajo que CC1 (72.00 + 0.09
g/100g) y CC2 (75.81 + 0.3 g/100g); este contenido es similar a lo reportado para
galletas de trigo Park, Choi, y Kim (2015b). Galletas con similar contenido en
carbohidratos como la fibra han mostrado efectos benéficos a la salud de acuerdo

a lo reportado por Aggarwal, Sabikhi, y Kumar (2016).

8.2 Contenido de fibra y almidén resistenre en harina de avena (Avena
sativa), proteina de chicharo (Pisum sativum) y galletas

El contenido de almidén resistente (AR), fibra total (FDT), soluble (FDS) e
insoluble (FDI) se presenta en la Tabla 7. La galleta OPC present6 un contenido
mayor de FDT (18 %), FDI (13 %), EDS (4 %) (la relaciéon de fibra soluble e
insolubles fue de 1:3.62) y de almiddn resistente (2 %) en comparacion de las
galletas CC1 y CC2. Gorecka et al., (2015) reportaron en un estudio galletas
enriquecidas con fibra de frambuesa que la proporcion adecuada recomendada
para el consumo humano de fibra soluble e insoluble esta entre 1:4 a 1:3 debido a
que la fibra incrementa la retencion de agua en el colon influyendo en el volumen 'y

la suavidad de las heces, proporcion muy semejante a la galleta OPC.

Tabla 7. Contenido fibra y almiddn resistente de harina de avena (Avena sativa),

proteina de chicharo (Pisum sativum) y galletas

Fibra total Fibra insoluble Fibra soluble Almidén resistente
HA  16.90 + 0.52 12.33+ 0.19 4.16+ 0.21 2.04 +0.08
APC 3.01+0.13 0.5 +0.002 0.01 + 0.001 ND
OPC 18.45+0.51° 13.05+0.46° 3.60 + 0.18° 1.46 + 0.41°
CC1 6.25+0.25° 251 +0.1° 3.56 +0.24° 0.94 + 0.28°
CC2 8.59 +0.36° 1.43+0.16° 2.14 +0.37° 1.15 + 0.32°
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HA: harina de avena; APC: aislado proteico de chicharo; OPC: galleta de avena y chicharo; CC1:
galleta comercial 1; CC2 galleta comercial reducida en grasa 2. Los resultados son expresados
como la media de tres mediciones independientes + desviacion estandar. Las medias con
diferentes letras en la misma columna indican diferencia estadistica entre muestras (p<0.05) con la

prueba de Tukey.

El consumo de fibra contribuye con algunos beneficios a la salud, por ejemplo
estrefiimiento, cancer de colon, hemorroides, asi como cancer de mama y reducir
el tiempo de transito intestinal. Ademas el consumo de fibra soluble se ha
asociado con una reduccién de riesgos cardiacos por la disminucion de los niveles
de colesterol, triglicéridos y glucosa en sangre (Yerson et al., 2009). Resultados
que sugieren que las galletas desarrolladas son una buena fuente de almidon
resistente, fibra total e insoluble y pudiesen estar vinculadas con efectos benéficos

a la salud.

8.3 Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante (DPPH y
ABTS) en harina de avena (Avena sativa), proteina de chicharo (Pisum
sativum) y galletas

En el Tabla 8 se presenta el contenido de compuestos fendlicos libres expresados
en miligramos equivantes de acido galico por gramo de galleta y la capacidad
antioxidante (DPPH y ABTS).

Tabla 8. Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante (DPPH y

ABTS) en harina de avena (Avena sativa), proteina de chicharo (Pisum sativum) y

galletas.

Compuestos fendlicos

libres totales DPPH ABTS
HA  0.73+0.023 46.40 + 3.88 164.46 + 9.49
APC 0.47 + 0.051 13.37 + 6.66 148.99 + 9.49
OPC 0.42 +0.052° 26.93 + 10.42° 171.61 + 7.45°
CC1 0.54 +0.033° 25.28 + 10.26" 169.48 + 9.25°
CC2 1.47 +0.054° 72.12 + 5.04° 298.53 + 6.48°
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HA: harina de avena; APC: aislado proteico de chicharo; OPC: galleta de avena y chicharo; CC1:
galleta comercial 1; CC2 galleta comercial reducida en grasa 2. Los resultados de compuestos
fendlicos totales son expresados como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de
galleta, la capacidad antioxidante se expresa como pmol de antioxidante equivalente a trolox por
gramos por gramos de mueatra. Los resultados son expresados como la media de tres mediciones
independientes + desviacion estandar. Las medias con diferentes letras en la misma columna

indican diferencia estadistica entre muestras (p<0.05) con la prueba de Tukey.

El contenido de los compuestos fendlicos libres para la CC2 fue mayor (1.47 +
0.054 mg GAE/g de galleta) que CC1 (0.54 £ 0.033 umol/g) y OPC (0.42 £ 0.052
pmol/g/g) este comportamiento es similar a lo reportardo para productos
horneados en donde se ocuparon harinas de granos enteros asi como también
harinas de trigo (Anunciacao et al., 2017; Masisi, Beta, y Moghadasian 2015). La
capacidad antioxidantes fue mayor para la galleta CC2 (72.12 £ 5.04 y 298.53 +
6.48 ymol/g/g), seguida por CC1 (25.28 + 10.26 y 169.48 + 9.25 ymol/g/g) y OPC
(26.93 £ 10.42 y 169.48 £ 9.25 pmol/g/g). Los resultados sugieren que las galletas
comerciales tienen una mayor capacidad antioxidante por el uso de conservadores
como el benzoato de sodio o propionato de calcio y por los componentes utilizados
para la formulacion, para la galleta CC2 puedusien estar dados por la proporcion
de trigo (salvado, harina y germen) los cuales su principal compuesto fendlico es

el acido galico de acuerdo a lo reportado por Mazzoncini et al., (2015).

8.4 Contenido de compuestos fendlicos libres en harina de avena (Avena
sativa), proteina de chicharo (Pisum sativum) y galletas determinados por
HPLC-DAD

El Tabla 9 muestra el perfil de compuestos fendlicos del extracto metandlico de las
materias primas. Asi como el comportamiento de los compuestos fendlicos libres
al pasar por un proceso de horneado. Se identificaron ocho acidos fendlicos en las
materias primas dentro de los cuales el predominante fue el acido galico para la
harina de avena (HA) (5.30 + 0.013 ug/g de galleta) y la galleta OPC (4.24 £ 0.015
Mg/g) seguido por el contenido de avenantramida en HA (1.12 + 0.025 ug/g) y la
galleta OPC (1.160 £ 0.018 pg/g); las diferencias entre determinaciones puedes
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ser atribuidas a los diferentes métodos de extraccion y a las condiciones de
crecimiento de la avena descritas por Peterson, (2001)

Por otro lado el compuesto fendlico mayoritario para las galletas CC1 y CC2 fue el
acido galico (3.710 + 0.031 y 13.59 + 0.028 pg/g) seguido por el acido ferulico
0.900 £ 0.082 y 0.966 + 0.072 ug/g respectivamente, estos compuestos fendlicos
encontrados en las galletas CC1 y CC2 son tipicos en las harinas de trigo.
Resultados similares son reportados por Kocadagl et al., (2016) en galletas
elaboradas a base de trigo, cebada sin salvado y maiz. En general el
procesamiento de los alimento también pueden afectar la liberacion de los
compuestos fendlicos de los ingredientes del alimento que estan ligados, esto
también ha sido reportado en el proceso térmico de muestras de cereales y

leguminosas (Duodu, 2014).

Tabla 9. Contenido de compuestos fendlicos libres en harina de avena (Avena

sativa), proteina de chicharo (Pisum sativum) y galletas determinados por HPLC-
DAD

HA APC OPC CC1 CC2

Acido caféico 0.90 £ 0.04 ND 0.92 + 0.03° ND 0.88 + 0.08°
Vainillina 0.80 £ 0.04 0.08 +0.07 0.93 £ 0.06 ND ND
p-Coumarico 0.57 £ 0.01 0.05 +0.05 0.86+ 0.02° 0.05 + 0.08° ND

Acido sindpico  0.57 £0.03  ND 0.76 £0.03° 0.59+0.01° 0.57 + 0.04°
Acido ferulico 0.87 £0.01 ND 1.00 + 0.07° 0.90 + 0.08° 0.97 + 0.07°
Acido galico 5.30 £ 0.01 ND 6.24 +0.01° 8.71 + 0.03° 13.59 + 0.03°
Avenantramida  1.12 £ 0.02 ND 1.16 + 0.02° 0.01 + 0.005° 0.02 + 0.004°
Acido elagico 0.95+0.02 ND 1.06 + 0.05° ND 0.95 + 0.04°
Quercetina 0.70 £ 0.05 ND 1.04 + 0.03° ND 1.03 + 0.002°
Rutina 1.28 + 0.07 ND 0.68 + 0.09° ND 0.53 + 0.001°

HA: harina de avena; APC: aislado proteico de chicharo; OPC: galleta de avena y chicharo; CC1:
galleta comercial 1; CC2 galleta comercial reducida en grasa 2. Los resultados son expresados
como la media de tres mediciones independientes * desviacion estandar. Las medias con
diferentes letras en la misma fila indican diferencia estadistica entre muestras (p<0.05) con la

prueba de Tukey.
Dos flavonoides fueron encontrados en HA, OPC, CC2 (Tabla 8), de los cuales el

mayoritario fue quercetina, en HA (1.281 + 0.069 ug/g), OPC (0.685 + 0.087 pg/g)
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y CC2 (0.528 £+ 0.0015ug/g), los resultados encontrados son acorde a lo reportado
por Luk et al., (2016), durante la preparacion de pan fermentado de trigo, donde la
quercetina disminuia a medida que la rutina aumentaba esto debido a la
degradacion de la quercetina a rutina en el proceso de horneado por la actividad

de la levadura de panificacion (VogrinCic et al., 2010).

8.5 Analisis de textura

En el Tabla 10 se muestran as propiedades de textura siendo unos de los
parametros mas importantes para evaluar en la calidad de las galletas (Siche et
al., 2016). Mesias et al.,, (2016) y Oh, Bae, y Lee (2014), reportan que unalto
contenido de proteina y de fibra soluble incrementan la dureza de galletas hechas
de trigo y harina de chia sin embargo la dureza de OPC (19.04 + 4.60 N) es menor
compradas con CC1y CC2 (21.96 £ 2.84 y 26.65 £ 1.81 N).

Tabla 10. Analisis de textura de las galletas

Dureza (N) 19.04 + 4.60 21.96 + 2.84 26.65 + 1.81°
Resistencia 0.37 + 0.04° 0.36 + 0.02° 0.34 + 0.03°
Cohesividad 0.35+0.03% 0.23+0.03° 0.26 + 0.02°
Elasticidad (mm) 0.45+ 0.03° 0.32 + 0.04° 0.30 + 0.05°
Gomosidad (N) 4.07+0.73° 7.19+0.62° 36.69 + 2.81°
Masticabilidad (mJ) 3.43+0.29° 1.60 + 0.21° 3.55+0.22°

OPC: galleta de avena y chicharo; CC1: galleta comercial 1; CC2 galleta comercial reducida en
grasa 2. Los resultados son expresado como la media de tres mediciones independientes *
desviacion estandar. Las medias con diferentes letras en la misma fila indican diferencia estadistica

entre muestras (p<0.05) con la prueba de Tukey.

El decremento en el parametro de dureza pudiera deberse a la competencia de la
sal y la proteina por el agua lo cual resulta en una menor formacion de gluten
(Kulthe et al., 2014). No se encontraron diferencias significativas en resistencia de
las muestras, esto pudiera explicarse por una distribucion homogénea de los poros
(Yousaf et al., 2013).

Los parametros de cohesividad y elasticidad para OPC son altos (0.35 £ 0.03 y
0.45 + 0.03 mm) en comparacion de las galletas comerciales. Crocket, le, y
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Vodovotz (2011) reportaron que agregar proteina a un galleta libre de gluten
incrementa el médulo elastico para mejorar la calidad sensorial.

El valor de gomosidad de la OPC (4.07 £ 0.73 N) fue menor en comparaciéon de
las galletas CC1 y CC2, resultados similares fueron reportados por Sarabhai et al.,
(2014) los cuales concluyen que la adicién de concentrado de aislado de proteina
y emulsificantes construyen la estructura de la masa de las galletas mejoryo las
caracteristicas de textura de las galletas.

Los valores de masticabilidad para OPC (3.43 + 0.29 mJ) fueron mayores que lo
determinado para las galletas CC1 y CC2 (1.60 + 0.21 y 2.55 + 0.22 mJ),
resultados similares fueron reportados por Liu et al., (2016), quienes sugieren que
la adicion de cereales con bajo contenido de gluten en la formulacion de galletas
incrementan los valores de masticabilidad debido a la interaccién entre la fibra y el
gluten asi como también al grado de gelatinizacién del almidén (Brennan y Kuri
2007; Gémez et al., 2003).

8.6 Componentes principales

Con el fin de establecer una relacion entre las variables como composicion
proximal, nutracéutica y propiedades de textura se realizd un analisis de
componentes principales PCA, entre las galletas CC1, CC2 y OPC (Figura 8).

Para el componente principal 1 PCA1 explica el 64.9 % de la variabilidad total, en
el que influye la proteina, AR, FDT y FDI como elementos clave explicyo la
variacion para los parametros de resistencia, cohesividad y elasticidad para la
galleta OPC y el contenido de lipidos que corresponde a la galleta CC1 hace que
se coloque en cuadrantes opuestos a la otras dos galletas (CC2 y OPC). Para el
componente principal 2 PCA2 con 35.1 % de la variacién total se establecidé una
relacion entre el contenido de carbohidratos y las propiedades de textura como
dureza, gomosidad y masticabilidad para la galleta CC2 similares resultados son
reportados por Ashwar et al., (2016).
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Figura 6. Analisis de componentes principales donde OPC: galleta de avena y chicharo
(#); CC1: galleta comercial 1 (e); CC2 galleta comercial reducida en grasa 2 (m) AR:
almidoén resistente; FDT: fibra dietaria total; FDI: fibra dietaria insoluble; FDS: fibra dietaria
soluble.

Las muestra CC1 y CC2 estan hubicadas en los cuadrantes 2 y 3 respectivamnete
debido a que su principal componente que las diferencia es el contenido de lipidos
y la galleta OPC se encuentra en el cuadrante 1 y mas pegada a las ordenadas

por tener caracteristicas similares a las dos galletas comerciales.

8.7 Implementacién del modelo in vivo

Diferentes modelos animales pueden ser usados para estudios de efectos
dietarios dependiendo particularmente del objetivo. Un modelo de ratéon puede ser
atractivo por el amplio espectro de alteraciones genéticas dependiendo de la cepa.
Estas pueden ser usadas para inducir dislipidemia ya sea con formulaciones altas
en grasa o alimento normal y potencialmente pueden dar informacion sobre los
mecanismos de accion. Ademas los ratones son animales de laboratorio comunes,
su mantenimiento es rentable y consumen pequeias cantidades de alimento, una

consideracion importante cuyo se prueban dietas experimentales. La cepa
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endogamica de ratén C57BL/6 desarrolla dislipidemia cuyo son alimentados con

una dieta alta en grasa (Bennett et al., 2013).

8.7.1 Peso corporal y consumo de alimento

En la Figura 9 se presenta la ganacia del peso corporal con respecto a las
semanas de tratamiento, a partir de la semana 7 (12 semanas de edad) se
observé una diferencia significativa en el peso corporal entre el grupo control
(20.61% 1.34 g) y el inducido (23.65+ 0.79 g); lo cual coincidié con el incremento
del consumo de alimento entre el grupo control (6.02+ 0.45 g) y en el inducido
(4.46+ 0.62 g) en la misma semana (Figura 10). Posteriormente el consumo de
alimento disminuyd en la semana 10 (15 semanas de edad) tanto en el grupo
control (5.11+ 0.61 g) como en el inducido (3.20+. 26 g), sin embargo, el peso
corporal no presentd disminucion en ninguno de los grupos (control e inducido)
esto se pudiera atribuir a la saciedad provocada por-la HFD (Attuquayefio et al.,
2016).

En el grupo inducido se observé diferencia significativa en los pesos entre las
semanas 9y 11 (14 y 16 semanas de edad) teniendo un incremento de 15.78 %.
Al finalizar el estudio (sacrificio), el grupo control presentd una ganancia de peso
total de 9.39 g aumentan 1.6 veces su peso respecto al inicio del estudio, mientras
que el grupo inducido gano 22.91 g lo que se traduce en un aumento de 2.5 veces
su peso corporal, la tendencia en la ganancia de peso para los dos grupos
conforme al tiempo coincide con lo reportado con el proveedor y con otros
estudios utilizyo la misma cepa de ratdén (Fraulob et al., 2010; Gallou-kabani et al.,
2007). Por otra parte se observd que el grupo control presenté un mayor consumo

de alimento en comparacion con el grupo inducido lo cual puede deberse a que la

cantidad de energia proporcionada por la dieta de este grupo (4.3t 0.82 g

13.33+ 2.54 Kcallratén/dia).es mayor que para el grupo inducido (2.85+ 0.2 g
14.54+ 1.02 Kcal/raton/dia).

Diversos factores influyen en el peso corporal en los ratones C57BL/6 y algunos
de éstos son la edad, el sexo y la dieta (Nishikawa et al., 2007), ademas el

consumo de alimento contribuye a la cantidad de adipocitos en los ratones, esto
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es sustentado por la correlaciéon entre el consumo de energia y la ganancia de

peso total (Yang et al., 2014).
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Figura 7. Peso corporal (g) durante el periodo de experimentacion. Control (100 % dieta
estandar), inducido (100 % dieta alta en grasa). Los resultados se expresan como la
media = DE (sano=5, inducido=5). Diferente letra indica diferencia estadistica de acuerdo
a la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

8.7.2 Parametros bioquimicos sanguineos

8.7.2.1 Glucosa

En el Tabla 11 se presenta los datos correspondientes a glucosa al finalizar el
estudio y no se observo diferencia significativa (a=0.05) entre el grupo control
(143+ 12.44 mg/dL) y el grupo inducido (165t 25.51 mg/dL), cabe mencionar que
un valor normal de glucosa en esta cepa de ratén es de 202 mg/dL (datos

reportados por el proveedor).
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8.7.2.3 Colesterol

Los valores iniciales de colesterol tanto para el grupo control (178.8+2.79 mg/dL)
como para el grupo inducido (176.2+14.71 mg/dL) no presentaron diferencia
significativa, sin embargo, a lo largo del estudio no se presentan variaciones
significativas, esto puede deberse a la sensibilidad del equipo teniendo una
sobrestimaciéon de la concentracion (Tabla 11). ). Kluger et al., (2010)reporta que
los valores determinados mediante mediciones realizadas con el mismo equipo
(Accutrend® plus) sobrestima la concentracion de colesterol en un modelo de
gatos con hipercolesterolemia. Al final del estudio (sacrificio), también se realizon
la cuantificacion mediante un kit enzimatico de la marca Crystal Chem® con
numero de catalogo 79990 donde se utilizan controles de cuantificacion lo cual
proporcion¢ valores confiables (Tabla 10), el grupo control presenté un valor de
105.85 £ 10.99 mg/dL y el grupo inducido de 152.36 + 7.56 mg/dL el cual es
superior a los reportados por el proveedor para ratones sanos (93 mg/dL) estos
datos nos indican hipercolesterolemia inducida por la dieta lo cual corresponde

una correcta induccién de dislipidemia.

8.7.2.4 Triglicéridos

En cuanto al contenido de triglicéridos (Tabla 11) se observan diferencias
estadisticas a partir de la semana 11 (grupo control=134.6 + 6.37 mg/dL, grupo
inducido= 192.4 + 34.38 mg/dL) de igual manera se comprueba la hipdtesis
planteada para los niveles de colesterol acerca de la sobre estimacion de valores,
kit enzimatico-de la marca Crystal Chem®, con numero de catalogo 79990, los
cuales mostrardn valores menores para los grupos control (63.62 mg/dL) el cual se
encuentra dentro de lo reportado por el proveedor para ratones sanos; por otro
lado el grupo inducido muestra un contenido de colesterol serico de 110.22 mg/dL
el cual fue estadisticamente diferente al grupo control.

Por otra parte al final del estudio (sacrificio) se cuantificé el contenido de HDL
(Tabla 11), el grupo control presentd un valor de 53.58 + 4.61 mg/dL lo cual
corresponde con lo reportado por el proveedor, mientras que, en el grupo inducido

se observé un valor elevado de 83.88 + 4.82 mg/dL, lo cual corresponde al perfil
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lipidico de roedores dislipidémicos (Yin et al., 2012), el valor de LDL fue calculado
de acuerdo a la férmula reportada por Ahmadi et al., (2008).

Tradicionalmente los modelos de ratébn han sido ampliamente usados en
investigaciones preclinicas y para validaciéon de objetivos de nuevas drogas
descubiertas para dislipidemia (Russell y Proctor, 2006). Existe una diferencia
entre los modelos de raton y los humanos esto se debe a la usencia de la proteina
de transporte de ésteres de colesterol (CETP) una enzima clave en plasma
involucrada en el transporte de esteres de colesterol de HDL a lipoproteinas que
contengan Apo-B tales como LDL y VLDL lo cual resulta en un alto nivel de HDL y
bajo contenido de LDL en plasma y se asocia con un bajo riesgo de enfermedades

cardiovasculares (Tsutsumi et al., 2001).

Tabla 11. Parametros bioquimicos al final del estudio.

Parametro (mg/dL) Control Inducido
Glucosa 227.11% 28.24° 278.8+ 30.73°
Colesterol 105.85+ 10.99° 152.36+ 7.56"
LDL 35.73+ 4.07° 71.73 £ 14.47°
HDL 53.58+ 4.61° 83.88+ 4.82"
Triglicéridos 63.62+ 8.48° 110.22+ 25.69"

Parametros biolégicos grupo control (100 % dieta estandar) e inducido (100 % dieta alta en grasa).
Los resultados se expresan como la media + DE (sano=5, inducido=5). Diferente letra indica

diferencia estadistica de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

8.7.3 Peso de 6rganos

En el Tabla 12 se presentan los valores del peso de los 6rganos, asi como la
relacion del peso del 6rgano y el peso corporal expresado en porcentaje para cada
grupo. EIl peso de cada érgano del grupo control coincide con lo reportado por el
proveedor, el analisis estadistico mostrd diferencias significativas en tejido
adiposo, intestino y corazén, comportamiento similar ha sido reportado por Pang et
al., (2016).

La edad y el sexo, asi como la constitucion genética, factores nutricionales,

exposicion al ambiente y manejo sanitario, producen cambios en el estado
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fisiolégico de los animales de laboratorio, que conducen a un incremento o pérdida
de peso de ciertas estructuras anatomicas, es por esto que, el monitoreo del peso
de los 6rganos entre los grupos es importante para poder identificar los cambios
ocasionados por el modelo experimental (Young et al., 2012). Como era de
esperarse claramente se puede observar la ganancia de tejido adiposo en el grupo

inducido.

Tabla 12. Peso de 6rganos en los grupos control e inducido.

Parametro Control Inducido

Peso (g) Peso de Peso(g) Peso de

6érgano/Peso organo/Peso

corporal (%) * corporal (%) *

Higado 1.00+0.12 7.040.26° 1.354£0.16 6.34+0.80°
Rifién 0.28+0.03 1.96+0.06° 0.38+0.04 1.77+0.15°
Tejido adiposo 0.14+0.13 0.86+0.6° 1.49+0.53 6.73+1.42°
Intestino 0.96+0.15 6.68+0.51° 1.12+0.25 5.13+0.66"
Corazén 0.11+0.02 0.75+0.04° 0.13+0.02 0.620.07°

Relacion entre pesos de 6rganos y peso corporal entre grupo control (100 % dieta estandar) e
inducido (100 % dieta alta en grasa). Los resultados se expresan como la media + DE (sano=5,
inducido=5). * Las estadistica se realié para la normalizacién del peso de érganos con respecto al
peso corporal diferente letra indica diferencia estadistica de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis
(p<0.05).

8.8 Efecto del consumo de la galleta avena-aislado de proteina de chicharo

(OPC) en el modelo in vivo de dislipidemia

8.8.1 Peso corporal

En la Figura 13 se muestra el progreso del peso corporal de los ratones de 6
semanas de edad alimentados con SD, HFD, HFD + OPC, HFD + OC y HFD + PC
durante 14 semanas. No hubo diferencias durante las primeras semanas (semana
de aclimatacion), los grupos HFD y SD, el incremento del peso corporal fua a partir
la quinta semana (29.3 y 20.5 g, respectivamente), después de las 8 semanas de
tratamiento HFD + OPC, HFD + OC y HFD + PC, mostraron pesos corporales
significativamente mas bajos (28.9, 30.3 y 28.3 g, respectivamente) que el grupo
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de HFD (36.5 g). Al final del estudio (semana 14), el grupo HFD mostré un peso
corporal significativamente mayor (47.2 g) que el grupo SD (26.8 g). Se ha
informado que el consumo de HFD puede inducir obesidad, y al mismo tiempo
resistencia a la insulina, hiperglucemia , hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia en roedores (Li et al., 2005). Por otro lado, los grupos HFD +
OPC, HFD + OC y HFD + PC mostraron pesos estadisticamente mas bajos (321,
37.1y 31.4 g, respectivamente) que el grupo HFD, destacando que el grupo HFD
+ PC mostré el menor peso corporal, estos resultados pueden estar respaldados
por estudios en animales que muestran que la ingesta de proteinas en la dieta
reduce el peso corporal (Blouet et al., 2006; Jean et al., 2001), mientras que la
ingesta baja de proteinas se asocia con un aumento de la grasa corporal
(Aparecida de Franga et al., 2009; Simpson et al., 2013; Solon-Biet et al., 2014).

Referente al consumo de alimento el grupo SD mostr6 el valor mas alto (7.4 g /
dia), seguido por HFD + OPC (4.12 + 1.32 g / dia), HFD + OC (4.12 + 1.36 g / dia)
y HFD + PC (4.12 + 1.27 g / dia) resaltando que los grupos no presentaron
diferencias entre ellos, mientras que el grupo HFD mostré la ingesta de alimentos
mas baja (4.9 g / dia) y la ganancia de peso mayor, es importante destacar que
todos los grupos no mostraron diferencias en la ingesta caldrica. Por otro lado, el
grupo SD presenta la tasa de eficiencia de alimentos (FER) y la tasa de eficiencia
de proteinas (PER) mas baja, los tratamientos HFD + OPC, HFD + OC y HFD +
PC no mostraron diferencias, el grupo HFD presenta la FER y PER mas alta. Se
ha reportado que el consumo de cereales como la avena puede ayudar a
mantener o reducir el peso corporal al promover la saciedad y reducir la ingesta
calérica a través de la disminucion de la absorcibn de macronutrientes,
disminuyendo la velocidad de la digestion del almidén y estimulando la liberacion
de hormonas intestinales (Jiménez-Cruz et al., 2006; Aleixyre y Miguel, 2008). Por
otro lado, la ingesta de proteinas suprime la ingesta de alimentos mas que las
grasas y los carbohidratos (Long et al., 2000) esto se debe al hecho de que la
digestibilidad de las proteinas puede influir en las funciones metabdlicas, a través
de la interaccion entre los péptidos transmitidos por los alimentos y los péptidos

del intestino endocrino, como el péptido 1 similar a glucagén (GLP-1) y el péptido
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YY (PYY) que apoya su papel en la regulacion de la ingesta de alimentos
(Veldhorst et al., 2008). Sin embargo, estas acciones no se atribuyen unicamente
a las proteinas y sus péptidos, sino a un sinergismo entre las proteinas y otros

componentes como ciertas vitaminas y minerales (Meneguetti et al., 2017).
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Figura 8. Peso corporal (g) de los animales alimentados con una dieta suplementada con
galleta de avena y chicharo. HFD: alimentado con una dieta alta en grasa, SD: alimentado
con una dieta estandar; HFD + OPC: galleta de avena y chicharo; HFD + OC: galleta de
avena; HFD + PC: galleta de chicharo. Los resultados se expresan como la media + DE
(animales por grupo = 8). Diferente letra indica diferencia estadistica de acuerdo a la
prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

Los factores que influyen en el peso corporal son muchos y muy variados para la
cepa utilizada entre los que se encuentran la edad, el sexo vy la dieta (Nishikawa
et al., 2007). Ademas el consumo de dietas con alta carga calérica a temprana
edad (5-6 semanas) contribuye a la cantidad de adipocitos en los ratones, esto
puede ser explicado por la relacion que existe entre el consumo energético y el
incremento en la grasa corporal que se traduce a una mayor taza de ganancia de
peso (Yang et al., 2014).
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8.8.2 Parametros bioquimicos sanguineos

En la Figura 14 se muestra que la concentracion de colesterol fue mas alta para
los ratones alimentados con HFD (365.4 mg/dL), siendo menor en los ratones que
recibieron SD (203.9 mg/dL), HFD + OC (192 mg/dL), HFD + OPC (197.3 mg/dL),
HFD + PC (193.2 mg/dL), y no hubo diferencia entre las concentraciones de

colesterol de estos grupos
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Figura 9. Colesterol (mg/dL) en suero de los animales alimentados con una dieta
suplementada con galleta de avena y chicharo. HFD: alimentado con una dieta alta en
grasa, SD: alimentado con una dieta estandar; HFD + OPC: galleta de avena y chicharo;
HFD + OC: galleta de avena; HFD + PC: galleta de chicharo. Los resultados se expresan
como la media = DE (animales por grupo = 8). Diferente letra indica diferencia estadistica

de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

Los niveles mas altos de triglicéridos se observaron por el grupo HFD (2.54.7 mg /
dL), por otro lado los niveles de ftriglicéridos séricos fueron menores en ratones
alimentados con SD (115.4 mg / dL), HFD + OC (141.8 mg / dL), HFD + OPC
(134.5 mg / dL), HFD + PC (103.9 mg / dL), pero no hubo diferencia entre ellos,
(Figura 15).
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Figura 10. Triglicéridos (mg/dL) en suero de los animales alimentados con una dieta
suplementada con galleta de avena y chicharo. HFD: alimentado con una dieta alta en
grasa, SD: alimentado con una dieta estandar; HFD + OPC: galleta de avena y chicharo;
HFD + OC: galleta de avena; HFD + PC: galleta de chicharo. Los resultados se expresan
como la media £ DE (animales por grupo = 8). Diferente letra indica diferencia estadistica
de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

El nivel mas alto del valor de lipoproteinas de alta densidad (HDL) fue observado
por HFD + PC (55 mg / dL), no hubo diferencia entre HDF + OPC (44.3 mg/dL)y
SD (44 mg / dL ), se obtuvieron valores similares entre HFD + OC (34.3 mg/dL)y
HFD (37.6 mg / dL). Al mismo tiempo, la concentracién de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) no presenté diferencias entre los grupos. Ademas, los niveles de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) tampoco no mostraron diferencias
entre los grupos SD (3.3 mg /dL), HFD + OPC (3.1 mg/dL)y HFD + PC (2.8 mg/
dL), los valores mas altos fueron observados por los grupos HFD (8,5 mg /dL) y
HFD + OC (5,6 mg / dL).
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Figura 11. Lipoproteinas (mg/dL) en suero de los animales alimentados con una dieta
suplementada con galleta de avena y chicharo. HFD: alimentado con una dieta alta en
grasa, SD: alimentado con una dieta estandar; HFD + OPC: galleta de avena y chicharo;
HFD + OC: galleta de avena; HFD + PC: galleta de chicharo. Los resultados se expresan
como la media + DE (animales por grupo = 8). Diferente letra indica diferencia estadistica

de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

El mecanismo por el cual la avena reduce los lipidos en la sangre se debe a que
los beta-glucanos disminuyen la absorcién y reabsorcion del colesterol, los acidos
biliares y sus metabolitos' al aumentar la viscosidad del contenido del tracto
gastrointestinal (Jenzer et al., 2016; Sima, Vannucci, y Vetvicka 2018). Por otro
lado, la ingesta de proteina vegetal en lugar de proteina animal ha reportado un
menor riesgo de: enfermedad coronaria, un efecto que puede reflejar
disminuciones en las concentraciones de colesterol en suero (Lyer et al., 2016).
Los efectos reductores del colesterol por parte de la proteina de soya frente a la
proteina animal han sido reconocidos en animales durante mas de 80 afios (Dan
Ramdath et al., 2017; Penchalaraju et al., 2018). Estudios anteriores han indicado
que la composicion de aminoacidos de las proteinas de la dieta puede influir en los
niveles de lipidos en plasma (Chou et al., 2015; Schutkowski et al., 2015). Las
bajas concentraciones de metionina y la elevada relacion arginina: lisina se han
relacionado con las propiedades hipolipidémicas de las proteinas vegetales (Bahr
et al, 2015; Ngatchic et al, 2016; Vik et al, 2014). Las proteinas del
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chicharotienen una concentracion de metionina mas baja en comparacién con
otras proteinas (Overduin et al., 2015). Sin embargo, un estudio en ratas
mantenidas con tratamientos dietéticos que difirieron solo para las
concentraciones de arginina y lisina no apoy6 la hipétesis de que una proporcion
elevada de arginina: lisina en la dieta influya en los niveles de lipidos en plasma
(Spielmann et al., 2009).

Respecto a la concentracion de glucosa, todos los grupos de tratamiento con OC,
OPC y PC mostraron una reduccion de la concentracion sérica de glucosa (266.5,
226.6, 147.9 mg/dL) en comparacion con el grupo HFD (302.6 mg/dL) (Figura 17),
y no hubo diferencia entre los grupos HFD + PC y SD (147.9 y 148.9 mg/dL,

respectivamente).
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Figura 12. Glucosa (mg/dL) en suero de los animales alimentados con una dieta
suplementada con galleta de avena y chicharo. HFD: alimentado con una dieta alta en
grasa, SD: alimentado con una dieta estandar; HFD + OPC: galleta de avena y chicharo;
HFD + OC: galleta de avena; HFD + PC: galleta de chicharo. Los resultados se expresan
como la media £ DE (animales por grupo = 8). Diferente letra indica diferencia estadistica

de acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

La fibra de avena como los beta-glucanos desempena un papel importante en la
modulacién de los efectos metabdlicos como el vaciado gastrico, la motilidad

intestinal y la absorcion de nutrientes, que se reflejan en las respuestas
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glucémicas postpryiales y de insulina mas bajas (AbuMweis et al., 2016; Connolly
et al., 2016; Mackie et al., 2017; Mduller, Canfora, y Blaak 2018). Se ha informado
que el proceso de coccidon libera mas beta-glucanos soluble mientras que al
hornear disminuye la cantidad de beta-glucanos solubles probablemente debido a
la actividad enzimatica en la harina (De Paula et al., 2017; Saa et al., 2018). El
efecto beneficioso de los beta-glucanos de avena depende de su viscosidad en el
intestino delgado y, por lo tanto, de su peso molecular (Herrera et al., 2016). Un
pequefio peso molecular de beta-glucanos de avena significa que se puede liberar
de la matriz alimentaria durante la digestién, lo que aumenta el indice glucémico y
no forma un gel viscoso dentro del intestino delgado (J. Zhang et al., 2017). La
ingestion de proteinas de leguminosas como la soya produce un aumento de la
concentracion de glucagén que estimularia la gluconeogénesis en el higado (lkeda
et al., 2018; LaPierre et al., 2015). Ademas, el consumo de proteinas de las
leguminosas produce un aumento de la concentracion de insulina en el suero y
también estimula los tejidos periféricos para eliminar la glucosa, evityo que se
almacene como glucogeno (Chevrier et al., 2016). Por otro lado, el efecto reductor
de la glucosa en la ingesta de proteinas de leguminosas se puede explicar por un
factor antinutricio como el inhibidor de la alfa-amilasa ya que reduce la hidrdlisis de
la glucosa (Liang y Tang 2013).

8.8.3 Efecto del consumo de galleta de avena y proteina de chicharoen la
acumulacion de lipidos en el higado

El consumo de la galleta redujo la acumulacion de lipidos en el higado. La mayor
acumulacién fue observada por el grupo HFD, y se observa una disminucion
significativa en la acumulacién hepatica por el grupo HFD + OC, por otro lado, la
menor acumulacion de lipidos fue observada por los grupos HFD + OPC, HFD +
PC 'y SD (Figura 18B). Comportamiento similar se observé en la fraccion de area
ocupada por las gotas de lipidos en el higado, donde el area mas alta de lipidos
fue observada por el grupo HFD (44.7% del area de lipidos en el higado), al
mismo tiempo que HFD + OC muestré la reduccion en el area de lipidos (25.6% de

area lipidica en el higado) (Figura 18A).
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Los grupos HFD + OPC y HFD + PC presentaron areas lipidicas similares en el
higado al grupo SD (15.5%) (19.7, 12.8%, respectivamente) El consumo de la
galleta redujo la acumulacion de lipidos en el higado (Figura 18C).

Los grupos SD y HFD + PC (0.6 y 0.5 pymol / g de higado) mostraron el menor
contenido de colesterol en el higado; al mismo tiempo, se observd un aumento
significativo en los grupos HFD + OPC y HFD + OC (1.5 y 3.2 ymol / g de higado,
respectivamente). En lo referente a colesterol, la concentracion mas alta en el
higado fue presentada por el grupo HFD (9.6 pmol / g de higado). En el mismo
tejido, el grupo HFD (567.5 umol / g de higado) mostré6 el mayor valor de
concentracion de triglicérido (Figura 18D); sin diferencias significativas entre HFD
+ OC y HFD + OPC (230.8 y 199.5 uymol / g grupos de higado), el grupo HFD + PC
(72.2 pymol / g de higado) no mostré diferencias entre el grupo SD (57.2 ymol / g
de higado).

Hay reportes que muestran que el consumo de proteinas de cereales como la
avena y legumbres como la soya, reduce las concentraciones de triglicéridos y
colesterol en el plasma, asi como también en el higado (Busnelli et al., 2018;
Grundy et al., 2018; Rousseau et al., 2019). Estos efectos de la proteina de las
leguminosas se han asociado con reducciones marcadas en las actividades de las
enzimas lipogénicas hepaticas, en particular la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa,
la enzima malica, la sintetasa de acidos grasos y la acetil-CoA carboxilasa (Van
Den Abbeele et al., 2018; G. H. Chen et al., 2018; Eslami et al., 2018; M.-R. Kim et
al., 2017; Korcz, Kerényi, y Varga 2018; D. Li, lkaga, y Yamazaki 2018; Hua Li et
al., 2019; B. Liu et al., 2018; J. Lu et al., 2018; Mir et al., 2018). Estos resultados
sugieren que las proteinas de las legumbres y los cereales reducen el colesterol y
los triglicéridos al inhibir en parte la sintesis de acidos grasos hepaticos en el

higado.
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Figura 13. Efecto del consumo de galletas en el higado a las 14 semanas del
tratamiento. A) Imagenes histoldgicas del higado, B) Fraccion del area de gotas de
lipidos en higado, C) Contenido hepatico de colesterol y D) Contenidos hepatico
de triglicéridos. Los resultados se muestran como las medias + desviacion
estandar, n = 8 / grupo. Letras diferentes indican estadisticamente significativo (p
<0.05). SD: dieta estandar; HFD: dieta alta en grasas; HFD + OC: dieta alta en
grasas + 1.36 g de galleta de avena; HFD + OPC: dieta alta en grasas + 1.32 g de
galleta de avena / chicharo; HFD + PC: dieta alta en grasas + 1.27 g de galleta de

chicharo.
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8.8.4 Efecto del consumo de galleta de avena y proteina de chicharoen tejido
adiposo

Como era de esperarse el grupo SD (0.89%) presento la menor proporcion de
peso del tejido adiposo (peso del tejido adiposo / peso corporal); contrariamente,
la mayor proporcion de peso del tejido adiposo fue descrita por el grupo HFD (6.46
%) (Figura 19A). Para los grupos HDF + OC, HFD + OPC y HFD + PC los valores
fueron: 4.84, 4.96 y 4.23 % respectivamente. Al mismo tiempo, el diametro de las
células adiposas (Figura 19B) mostré el mismo comportamiento que el grupo SD
(99.23 um) donde se obtuvo el diametro mas bajo de las células adiposas,
mientras que los grupos HFD + OC, HFD + OPC y HFD + PC (132.29, 113.58 y
121.32 ym respectivamente) no mostraron diferencias, en lo que se refiere al
tamano celular fue para el grupo HDF (221.27 um), los resultados coincidien con
los observados en las imagenes histologicas (Figura 19C). Por el contrario, las
células mas pequenas fueron observadas por el grupo SD, mientras tanto, los
grupos HFD + OC, HFD + OPC y HFD + PC presentaron tamafos uniformes y
similares. Estos resultados sugieren que el consumo de las galletas (OC, OPC y
PC) disminuye el peso del tejido adiposo y el diametro de las células adiposas.
Hay informes que muestran que el consumo de fibra de avena o trigo aumenta los
niveles de subunidad catalitica de proteina quinasa (CAMP) y proteina quinasa A
(PKA) (Guo et al., 2015; Huang et al., 2016; Pradhan et al., 2018; Wang et al,,
2016), al mismo tiempo, incrementyo los sustratos lipasa triglicérida adiposa y
lipasa sensible a hormona (HSL) (Han et al., 2017; Liu et al., 2017). El efecto
reductor de lipidos inducido por la fibra dietética que sugiere que el efecto de
reduccién de lipidos inducido por la fibra dietética del cereal esta mediado por la
via cAMP — PKA — HSL (Cao et al.,, 2018; Ding et al., 2016; Jin et al., 2016;
Madsen y Kristiansen 2010; Mahgoub et al.,, 2018). Otra investigacion demostro
que el consumo de fibra del cereal aumenta la expresion de perilipina A, que
regula el almacenamiento de lipidos y la hidrolisis, lo que sugiere que la ingesta de

fibra de cereales reduce la acumulacién de lipidos en las células adiposas (Brown
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y Sharpe 2015; Y. Cao et al., 2018; Chkourko Gusky et al., 2016; Sullivan et al.,
2017; Volz y Kluger 2018; Z. Zhang et al., 2017).
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Figura 14. Efecto del consumo de gallétas enqtejido édipdso a las 14 semanas del
tratamiento. A) Peso del tejido adiposo / relacién peso corporal (%), B) Diametro
medio de las células adiposas. C) Imagenes histolégicas del tejido adiposo. Los
resultados se muestran como las medias * desviacion estandar, n = 8 / grupo.
Letras diferentes indican estadisticamente significativo (p <0.05). SD: dieta
estandar; HFD: dieta alta en grasas; HFD + OC: dieta alta en grasas + 1.36 g de
galleta de avena; HFD + OPC: dieta alta en grasas + 1.32 g de galleta de avena /

chicharo; HFD + PC: dieta alta en grasas + 1.27 g de galleta de chicharo.
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Hay investigaciones donde se identificaron péptidos del hidrolizado de proteinas
de leguminosas con actividad antiadipogénica debido a la inhibicion de la sintasa
en los acidos grasos en los adipocitos (Barberis et al., 2018; Z. H. Cao et al., 2019;
J. W. Hwang et al., 2015; Jayarathne et al., 2017; Luna-Vital et al., 2014;
Oseguera Toledo et al., 2016), al mismo tiempo que los productos de hidrolisis de
las proteinas de las leguminosas pueden afectar los mecanismos de diferenciacién
de los adipocitos (de los Monteros et al., 2011). Atribuyendo estos resultados, uno
de los posibles mecanismos es la expresion de PPARa y PPARYy, ya que estos
factores de transcripcion pueden activarse por diferentes ligyos (Marrazzo et al.,
2015; W. Shi et al., 2019). PPARa y PPARYy regulan las enzimas involucradas en
la oxidacion de lipidos como la carnitina palmitoil transferasa, hidroximetilglutaril-
CoA sintasa, estearoil-CoA desaturasa, colesterol 7 alfa-monooxigenasa vy
lipoproteina lipasa; eso podria explicar que el consumo de proteinas de
leguminosas influye en el metabolismo de los lipidos en el tejido adiposo
(Chatterjee, Gleddie, y Xiao 2018; Dihingia et al., 2018; Engle y Watson 2016; Jia
et al., 2014; Kohno 2017; Maestri, Marmiroli, y Marmiroli 2016; Marcone et al.,
2015; Marthyam Asokan et al., 2018; Nagaoka 2019).

La ingesta de proteinas de leguminosas hidrolizadas también favorecio la
oxidacion de los triglicéridos dentro de las células adiposas (Y. Ding et al., 2017;
Jayarathne et al., 2017; Mojica et al., 2017).

8.8.5 Efecto del galleta de proteina de avena y chicharo en las hormonas

séricas secretadas por el tejido adiposo

El valor de leptina mas alto en suero fue detectado por el grupo HFD (37.62 ng /
mL), la-disminucidén significativa fue observada por los grupos HFD + OC y HFD +
OPC (29.8 y 22.08 ng / mL respectivamente), por otro lado, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos de HFD + PC y SD (9 y 9.33 ng / mL

respectivamente) (Figura 20A).
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Figura 15. Efecto del consumo de galletas en las hormonas séricas secretadas por el
tejido adiposo a las 14 semanas de tratamiento. A) Leptina plasmatica (ng / mL), B)
Resistina plasmatica (ng / mL), C) Adiponectina plasmatica (ng / mL) ). D) Insulina
plasmatica (ng / mL). Los resultados se muestran como las medias + desviacion estandar,
n = 8 / grupo. Letras diferentes indican estadisticamente significativo (p <0.05). SD: dieta
estandar; HFD: dieta alta en grasas; HFD + OC: dieta alta en grasas + 1.36 g de galleta
de avena; HFD + OPC: dieta alta en grasas + 1.32 g de galleta de avena / chicharo; HFD

+ PC: dieta alta en grasas + 1.27 g de galleta de chicharo.

Se ha reportado que la ingesta de fibra de cereal como la avena y el trigo mejoran
los niveles de leptina al aumentar la expresion de proteinas JAK2 y STAT3 (R.

Zhang et al., 2016), que estan implicadas en la via de sefalizacién de la leptina
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(Shimada et al., 2016), siendo mas efectiva la fibra de avena (S. Han et al., 2019).
Tambien se ha informado que, la ingesta de fibra de cereal disminuye la
expresion de la proteina SOCS3, responsable de bloquear la via de senalizacion
de leptina (Engin 2017 y Pedroso et al., 2016). Por otro lado, hay reportes que
sugieren que el consumo de proteinas con alto contenido de leucina, como la
proteina de la soya y el chicharo (Gorissen et al., 2018), podria regular el mMTOR
adiposo y sintesis de proteinas (Smith et al., 2014). La activacién de mTOR puede
disminuir la produccion de leptina (Yan et al., 2017), que tiene efectos sobre la
reproduccion, la alimentacién y la grasa corporal, al mismo tiempo; mejorar el
comportamiento y la funcion del organismo (Mihalopoulos et al., 2017; Pérez-
Pérez et al., 2015).

No se detectaron diferencias significativas en el contenido de resistina sérica de
los grupos SD, HFD + OPC y HFD + PC (457, 424 y 457 ng / mL
respectivamente) (Figura 20B), sin embargo, se observd un aumento significativo
en el grupo HFD + OC (5,55 ng / ml), por el contrario, el valor mas alto de resistina
sérica se observo en el grupo HFD (10,09 ng / ml). Como se informé en la seccion
8.7.4, se ha publicado que la ingesta de fibra de cereal reduce la diferenciacién de
los adipocitos (M. J. Kim et al., 2015; Lee y Imm 2018) y la produccion de resistina
(Garcia-Mazcorro et al., 2018) por la regulacion negativa de C / EBPa (Saad et al.,
2017). Podria considerarse como un objetivo para la inhibicién de la resistina en
los adipocitos porque C / EBPa se une y se activa con el promotor de resistina
ocasionyo la produccion de resistina (Johnson et al., 2018; Khorshidi et al., 2018).
Por otro lado, se han reportado ensayos in vitro con hidrolizado de soya, los
resultados mostraron la menor acumulacion de lipidos durante la etapa de
diferenciacion (C. Huang et al., 2017; J. Huang, Yokoyama, y Kim 2019). Los
tratamientos con hidrolizado de soya indujeron la activacion de PPARy y la
regulacion de la diferenciacion celular del tejido adiposo (C. W. Choi et al., 2018;
D. Li, Ikaga, y Yamazaki 2018). PPARYy es un factor de transcripcién y un miembro
de la superfamilia de receptores de hormonas nucleares que se cree que es el
regulador del almacenamiento de grasa y también es responsable de la expresiéon

de la resistina regulada a la baja en las células adiposas (Sayed et al., 2019).

86



Por otro lado, la concentracion sérica mas baja de adiponectina se obtuvo en el
grupo HFD (1.92 ng / mL) (Figura 20C), al mismo tiempo, se detecté un aumento
significativo en el grupo HFD + OC (2.56 ng / mL), mientras que, no fueron
observadas diferencias significativas en los grupos HFD + OPC y HFD + PC (3.1 y
3.34 ng / mL respectivamente). Cabe destacar que el mayor valor de adiponectina
sérica fue en el grupo SD (4.1 ng / mL). Se ha informado que la fibra de los
cereales podria afectar los niveles séricos de adiponectina a través de la via
regulada por los acidos grasos al aumentar la concentracion de los niveles de HDL
y estos, actuan como ligyos de PPARYy y esto aumenta la expresién de mensagero
de adiponectina en el tejido adiposo y aumenta dramaticamente la concentracion
plasmatica de adiponectina (Han et al., 2017; Stern, Rutkowski, y Scherer 2016;
Agarwal et al., 2017; Wei et al., 2017). Se ha informado a partir de ensayos in vivo
que sugieren que la ingesta de proteinas de leguminosas muestra una mayor
concentracion plasmatica de adiponectina y su ARNm en el tejido adiposo
mediante la activacion de PPARy (Antonopoulos et al., 2016; Mirmiran et al.,
2019). PPARy es un conocido factor de transcripcion para el gen de la
adiponectina, cuya activacion conduce a un aumento de la sintesis de
adiponectina (Elissa et al., 2015; Janani y Ranjitha Kumari, 2015). Se sugiere que
el tamano celular es un posible factor que modula la produccién y secrecién de
adiponectina debido a que los adipocitos mas gryes producen menos adiponectina
en comparacion con los adipocitos mas pequenos (Elissa, Elsherbiny, y
Magmomah 2015; Skurk et al., 2007).

En cuanto al contenido de insulina (Figura 20D), se encontro al final del estudio
(14 semanas de tratamiento) que la mayor concentracion en suero se presento en
el grupo HFD (1.75 ng / mL), a diferencia de la de los grupos SD y HFD + OC
(1.35y 1.36). ng / mL respectivamente, sin diferencia estadistica), ademas, se
detect6 un comportamiento similar en los grupos HFD + OPC y HFD + PC (1.5 y
1.49 ng / mL respectivamente). Se ha informado que el consumo de avena mejora
la secrecion de insulina (Martinez-Villaluenga y Penas, 2017), mediante la
modificacion de la viscosidad en el tracto digestivo (AlHasawi et al., 2018; X. Liu et

al., 2016), esto induce a disminuir la digestion de nutrientes como el almidén, que
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es responsable de aumentar la glucosa sérica (J. Zhang et al., 2017), al mismo
tiempo que la insulina sérica (Herrera et al., 2016). También se ha reportado, que
los B-glucanos protege a las células B del pancreas (de O. Silva et al., 2017), lo
que induce a aumentar los niveles de insulina en suero (Myaliya, Patel, y Seshadri
2018; Provost et al., 2019).

Por otro lado, se ha informado que el consumo de proteinas de leguminosas
reduce la secrecién de insulina al disminuir la isoforma 2 del transportador de
glucosa (GLUT-2) (Oliveira et al., 2012). GLUT-2 es el principal transportador de
glucosa en el pancreas, y esta regulado por PPARy (Tomaz et al., 2016). Al mismo
tiempo, la ingesta de proteinas de las leguminosas disminuye la expresion de
SREBP - 1c (Lammi et al., 2018), éste es responsable de la inhibicién de la
lipogénesis y la disminucion de la expresion de insulina en el pancreas (Tian et al.,
2016; Sethi et al., 2017). Hay reportes de que la ingesta de proteinas de
leguminosas induce la secrecion de glucagon (Kashima et al., 2016; Velazquez-
Villegas et al., 2017); otro posible mecanismo de accion de las proteinas de
leguminosas es el estimulacion de la secrecion de adiponectina, producida por
adipocitos que mejoran la sensibilidad a la insulina en modelos animales (J. H.
Chen et al., 2016; Feizollahzadeh et al., 2016).

8.8.6 Efecto de la galleta de proteina de avena y chicharo en la regulacion de

transportadores de lipidos

El analisis de RT-qPCR realizado en el tejido adiposo mostrd que el grupo HFD +
OPC present6 la expresidon mas alta del casete de union a ATP 1 (ABCA1) (2.66
veces), comparado con la expresion de ABCA1 por Grupos HFD + PC (1.26
veces) 'y SD (0.15 veces). Por otro lado, el CD36 también conocido como
translocasa de acidos grasos, no mostré diferencias entre los grupos SD, HFD +
OPC y HFD + PC (-0.47, -0.40 y -0.42 veces respectivamente) estos datos
sugieren que la suplementacion con OPC y PC en el tejido adiposo disminuye la
internalizacion de lipidos y mejora la excresion de estos por HDL (Figura 21A).

En el higado (Figura 21B) no hubo diferencias en la expresion ABCA1 en los
grupos SD, HFD + OPC y HFD + PC (0.11, 0.35 y 0.27 veces, respectivamente).
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Mientras que el transportador ABCG5 que se conoce como enlace ATP a la
subfamilia G miembro 5 del casete, mostro la expresion mas alta por el grupo HFD
+ PC (1.78 veces), comparado con los grupos SD y HFD + OPC (0.47 y 0.49
veces respectivamente); estos datos pudieran sugerir que el consumo de OPC y
PC aumenta la salida de colesterol hacia HDL nacientes y la excresion de acidos
biliares hacia el lumen intstinal.

Por otro lado, en el intestino (Figura 21C) se detectd la expresion mas baja del
CD36 por parte del grupo HFD + OPC (-7.66 veces), comparado con en €l grupo
HFD + PC (-4.25 veces), y la expresiéon mas alta ha sido detectada por el grupo
SD (-0.6 veces). Por otra parte, se puede observar una reduccion significativa en
la acetoacetil-CoA tiolasa citosdlica (ACAT 2) por el grupo HFED + OPC (-1.49
veces), comparado con los grupos SD y HFD + PC (-0.24 y -0.21 veces
respectivamente y sin diferencia estadistica). Ademas, los grupos SD y HFD +
OPC aumentan la expresion de ABCA 1 (1.81 y 1.41 veces respectivamente), el
valor de expresion mas bajo se observo en el grupo HDF + PC (0.5 veces). El
valor de expresion mas alto para ABCG5 fue detectado por el grupo HFD + OPC
(1,64 veces), la expresion mas baja se observo por los grupos SD y HFD + PC
(0,54 y 1,01 veces, respectivamente); con estos datos se pudiera sugerir que la
suplementacion de una dieta alta en grasa con OPC y PC dimunille la
internalizacion de lipidos-y esterificacion de colesterol asi como el aumento en la
excresion de estos mediante HDL y haci el lumen del intestino..

Se ha reportado que el consumo de fibra de avena, proteina de soya, quercetina y
fitoesteroles regulan la expresion del receptor X del higado alfa (LXRa) (Chang,
Lee, & Chiang, 2012; Han, Zhang, Zhang, et al., 2019; Mercer et al., 2018; Park &
Han, 2018). Este gen es responsable de incrementar la excrecién de colesterol
por accion de ABCA1 (Vaidya et al., 2019). Este comportamiento se ha reportado
en organos como higado, tejido adiposo e intestino (Wang & Tontonoz, 2018). Por
otro lado, estudios reportan que LXRa tambien aumenta la expresion de los genes
ABCG5 y ABCGS8 los cuales median la excrecion de lipidos hacia el lumen en el
intestino (Guo, Li, & Yin, 2018; Meng et al., 2018). La regulacién de LXRa tambien

tiene efecto antagonista sobre el gen ACAT2 que codifica para la enzima ACAT
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responsable de la esterificacion de colesterol para su inclusion en los

quilomicrones nacientes (Silva Afonso et al., 2018; Zhao et al., 2018).
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Figura 16. Efecto del consumo de galletas en la expresién de los genes de los
transportadores de lipidos en las 14 semanas del tratamiento. A) Tejido adiposo,

B) Higado, C) Intestino. Los resultados se muestran como las medias + desviacion
estandar, n = 8 / grupo. Letras diferentes indican estadisticamente significativo (p
<0.05). SD: dieta-estandar; HFD: dieta alta en grasas; HFD + OC: dieta alta en
grasas + 1.36 g de galleta de avena; HFD + OPC: dieta alta en grasas + 1.32 g de
galleta de avena / chicharo; HFD + PC: dieta alta en grasas + 1.27 g de galleta de

chicharo.
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9. Conclusiones

La galleta formulada en este estudio incluyé harina de avena y proteina de
chicharo, mejoroé las propiedades de la textura como dureza (19.04 N), elasticidad
(0.45 mm), cohesién (0.35), gomosidad (4.07 N) y masticabilidad (3.43 mJ) al igual
que algunos componentes bioactivos como fibra dietética total (18.45 g/100g),
fibra insoluble (13.05 g/100g), fibra soluble (3.6 g/100g) y almidén resistente (1.46
g/100g) del mismo modo se incrementaron el contenido de compuestos fendlicos
como acido cafeico (0.92 ug/g), vainillina (0.93 pg/g), quercetina (1.04 ug/g) y
avenantramida (1.16 pg/g componente exclusivo de la avena) tambien se
incremento el contenido de proteina (24.66 g/100g) en comparacion con las
galletas comerciales que utilizan harina de trigo como ingrediente principal. Por lo
que se obtuvo un producto innovador con el potencial de provocar efectos
befeficos a la salud.

La galleta formulada en este estudio incluyé harina de avena y aislado proteico de
chicharo y se observé que la incorporacion de estos dos ingedientes fueron claves
para el mejoramiento de las caracteristicas de textura asi como nutracéuticas en
comparaciéon con dos galletas comerciales que utilizan harina de trigo como
ingrediente principal.. En cuanto a textura, se mejoraron propiedades como dureza
(19.04 N), elasticidad (0.45 mm), cohesién (0.35), gomosidad (4.07 N) y
masticabilidad (3.43 mJ). En cuanto a la parte nutracéutica se obtuvieron valores
mas altos en cuanto a fibra dietética total (18.45 g/100g), fibra insoluble (13.05
g/100g), fibra soluble (3.6 g/100g) y almidon resistente (1.46 g/100g) del mismo
modo, se observaron valores mayores en el contenido de compuestos fendlicos
como acido cafeico (0.92 ug/g), vainillina (0.93 pg/g), quercetina (1.04 ug/g) y
avenantramida (1.16 pg/g, componente exclusivo de la avena). En cuanto al
contenido de proteina (24.66 g/100g) también fue mayor que en las galletas
comerciales.Por lo que se obtuvo un producto innovador con alto potencial de

producir efectos benéficos a la salud.
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La induccidon de dislipidemia en ratones de la cepa C57BL/6J mediante el
consumo de una dieta alta en grasa fue satisfactoria, al final de estudio se observo
que el grupo inducido presentd un incremento de peso de 2.5 veces respecto a su
peso inicial asi como elevacion de parametros bioquimicos como glucosa (278
mg/dL), colesterol (152.36 mg/dL) y triglicéridos (110 mg/dL), estos resultados
demostraron que es un modelo adecuado para el estudio de dislipidemia inducida
por una dieta alta en grasa y puede ser utilizado para evaluar el efecto del
consumo de alimentos funcionales sobre marcadores caracteristicos de esta
enfermedad.

La suplementacion con galletas OC, OPC y PC a dosis de 1.36, 1.32 y 1.27 g /
dia, respectivamente, condujo a una reduccion en la ganancia de peso corporal
para los grupos que consumieron OPC (15.1 g), OC (10.1g) y PC (15.8 g) y en los
parametros bioquimicos como colesterol (OPC 197.3, OC y PC 193.2 mg/dL) y
triglicéridos (OPC 1345, OC 1418 m y PC 103.9 mg/dL) mediante el
mejoramiento del perfil de lipoproteinas HDL (OPC 44.3 y PC 55 mg/dL), VLDL
(OPC 3.1 y PC 2.8 mg/dL) y glucosa (OPC 226.6, OC 266.5 mg/dL y PC 147.9
mg/dL) con respecto al grupo que consumié HFD.

Por otro lado el area ocupada por las gotas lipidicas en el higado disminuy6 en los
grupos que consumieron OPC (19.7 %) OC (25.6 %) y PC (12.8 %) asi como el
contenido de colesterol hepatico (OPC 1.5, OC 3.2, PC 0.5 ymol / g de higado) y
triglicéridos hepaticos (OPC 199.5, OC 230.8, PC 72.2 ymol / g de higado); del
mismo modo, disminuyo el peso del tejido adiposo (OPC 4.96, OC 4.84 y PC 4.23
g tejido adiposo / g de peso corporal) y el diametro de las células adiposas (OPC
113.58, OC 132.29 y PC 121.32 um) con respespecto al grupo HFD.

En cuanto a las hormonas importantes en el metabolismo de lipidos y glucosa se
obtuvo una mejora en los niveles séricos de leptina (OPC 22.08, OC 29.8 y PC 9
ng/mL), resistina (OPC 4.24, OC 5.55 y PC 4.57 ng/mL), adiponectina (OPC 3.1,
OC 3.34 y PC 4.57 ng/mL) e insulina (OPC 1.5, OC 1.36 y PC 1.49 ng/mL) en
comparaciéon con el grupo HFD.

Tomyo en cuenta los resultados bioquimicos, analisis histologico y perfil de

hormonas, los mejores tratamientos fueron OPC y PC.
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El analisis de los genes mostré un aumento en la expresién de ABCA1 (OPC 2.66
y 1.26 veces) y una disminucion en la expresion de CD36 (OPC -0.4 y PC -0.42
veces) en el tejido adiposo; estos datos sugieren que la suplementacion con OPC
y PC en el tejido adiposo disminuye la internalizacion de lipidos y mejora la
excrecion de estos por HDL.

De igual manera, en el higado aumenté la expresiéon de ABCA 1 (OPC 0.35y PC
0.27 veces) y ABCGS (OPC 0.49 y PC 1.78 veces); estos datos pudieran sugerir
que el consumo de OPC y PC aumenta la salida de colesterol hacia HDL
nacientes y la excrecion de acidos biliares hacia el lumen intestinal.

En intestino se observé una disminucion en la expresién de CD36 (OPC -7.66 y
PC 4.25 veces) y ACAT 2 (OPC -1.49 y PC -0.21 veces) y aumento ABCA 1 (OPC
1.44 y PC 0.5 veces) y ABCG5 (OPC 1.64 y PC 1.01 veces) con respecto al grupo
HFD; con estos datos se puede sugerir que la suplementacion de una dieta alta en
grasa con OPC y PC dimunuye la internalizacion de lipidos y esterificacion de
colesterol asi como el aumento en la excrecion de estos mediante HDL y hacia el

lumen del intestino.
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