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RESUMEN

México ocupa el 9° lugar mundial en mortalidad por diabetes. Estudios
epidemiolégicos han vinculado el consumo de manzana con un menor riesgo de
enfermedades cardiovasculares, asma y diabetes, lo cual se atribuye a la
composicion fitoquimica y a la actividad antioxidante de este fruto. Para determinar
el efecto de distintos genotipos de manzana establecidos en la Sierra de
Querétaro sobre la reduccion de las complicaciones de la diabetes en ratas
‘Wistar’ (280-300g) inducidas con estreptozotocina, los frutos se liofilizaron, se
administraron a las ratas durante cuatro semanas y se determinaron los niveles de
glucosa y el perfil de lipidos, creatinina en suero y orina, y enzimas antioxidantes
en el higado y el rindbn de los animales, asimismo, se evalu6 la capacidad
antioxidante (CA) de los frutos por el método ABTS-. ‘Golden Delicious’
disminuyé los niveles de glucosa en la sangre en 31% ylos de LDL en 40%
ademas de incrementar losnivelesde HDL en cercade 200%.
‘Micromalus’ mostré un efecto protector en la funcion renal con valores de 0.68 +
0.1 para depuraciéon de creatinina comparado con 0.56 en el testigo. ‘Golden
Delicious’ increment6 la actividad antioxidante en el higado evaluada a través
de la enzima GST en 53 %, mientras SM1 logré un aumento de 20 % de dicha
actividad en el rindn . Por lo que respecta a la CA, las manzanas rojas,
‘Micromalus’ y ‘Red Delicious’ comercial presentaron los mayores porcentajes de
inhibicion del ABTS (97.57 y 97.37 %). Se encontré una correlacion positiva entre
los fenoles totales con la actividad hepatica de Glutation Peroxidasa (R= 0.49, P <
0.01), con los triglicéridos (R= 0.40, P < 0.05) y con la depuracién de creatinina
(R= 0.44, P < 0.01); ademas se observa una correlacion positiva entre la
capacidad antioxidante con la depuracion de creatinina (R= 0.37, P < 0.05) y con
la actividad renal de glutatién peroxidasa (R= 0.37, P < 0.05). Se concluye que el
consumo de manzanas ‘Golden Delicious’, ‘SM1’ y ‘Micromalus’ previene los
danos causados por las complicaciones de la diabetes.

Palabras clave: diabetes mellitus; compuestos fendlicos; capacidad antioxidante,
genotipos de manzana



ABSTRACT

Mexico is ranked in the 9th place in the world in mortality provoked by
diabetes. Epidemiologic studies have linked apple consumption with a less risk of
cardiovascular diseases, asthma and diabetes. This is attributed to the
phytochemical composition and antioxidant activity of this fruit. To determine the
effect of different genotypes of apple established in Querétaro on the reduction of
the complications of diabetes, in ‘Wistar’ rats (280-300 g) diabetes induced with
streptozotocin, fruits were lyophilized, administered to the rats in their diet during
four weeks and the levels of glucose and lipid profile, serum creatinine and urine,
and antioxidant enzymes in the liver and kidney of the animals were evaluated.
The antioxidant capacity (CA) of the fruits was also assessed by the ABTS method.
'Golden Delicious' decreased the levels of glucose in the blood in 31 % and LDL in
40 % and increased the levels of HDL in [Inearly 20 %. 'Micromalus' showed a
protective effect in kidney function with values of 0.68 + 0.1 for creatinine
depuration as compared with 0.56 obtained in the control. 'Golden Delicious'
increased the antioxidant activity in the liver, evaluated by means of the enzyme
GST in 53% while SM1 augmented the same activity in the kidney in 20%.
Concerning the CA, red apples, 'Micromalus' and commercial 'Red Delicious'
showed the highest percentages of inhibition of the ABTS (97.6 and 97.4 %).
Positive correlations between total phenols with liver activity of glutathione
peroxidase (R= 0.49, P < 0.01), with triglycerides (R= 0.40, P < 0.05) and with
creatinine depuration (R= 0.44, P < 0.01) were found; Furthermore, positive
correlations between antioxidant capacity with creatinin depuration (R= 0.37, P <
0.05) and with liver activity of glutathione peroxidase (R= 0.37, P < 0.05) were also
found. We conclude that the consumption of apples 'Golden Delicious', 'SM1' and
'Micromalus' are useful for the prevention of the damage caused by complications
of diabetes.

Key Words: diabetes mellitus; phenolic compounds; antioxidant capacity, apple
genotypes
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[. INTRODUCCION

La diabetes es un desorden de salud cronico metabdlico y que en los
ultimos afios ha sufrido un incremento en el mundo. Actualmente existen entre 6 y
10 millones de diabéticos en la poblacion mexicana. De éstos, cada afio se
registran 40,000 defunciones lo que coloca a nuestro pais en el 9° lugar en este
rubro (Avila et al., 2007).

Las complicaciones propiciadas por la diabetes disminuyen la calidad de
vida de los pacientes, lo que a su vez genera altos costos en el sector salud. Los
reportes indican que las muertes ocasionadas por esta enfermedad son debidas a
complicaciones renales o cardiovasculares (OMS, 2003; Olaiz et al., 2006).

El consumo de frutas y hortalizas es consistentemente asociado con una
disminucion de los lipidos séricos, lo que conlleva a una reduccién, no sélo en el
riesgo de complicaciones en la diabetes, sino de accidentes cerebrovasculares y
de obesidad (Vidal et al., 2005).

Estudios epidemioldgicos han vinculado el consumo de manzana, en
particular, con un menor riesgo de algunos tipos de cancer, enfermedades
cardiovasculares, asma y diabetes, lo cual se asocia a la composicion fitoquimica
y a la actividad antioxidante de esta fruta, la cual varia considerablemente entre
los distintos cultivares, y en funcién de las condiciones de cultivo y su estado de
madurez (Boyer y Liu, 2004).

Se ha observado que la ingesta de manzanas protege la oxidacién de las
LDL in vitro, siendo el efecto mayor cuando se uso jugo de manzana completa o
piel de la misma, que cuando sdlo se utilizé jugo de pulpa. Existen evidencias que
indican que el consumo de manzanas también disminuye la probabilidad de
desarrollar accidentes cardiovasculares en pacientes con diabetes mellitus.
Asimismo, se ha visto que el consumo de esta fruta se asocia con la pérdida de
peso corporal y disminucion de la glicemia (Palomo et al., 2010).

Por otro lado, en las zonas altas de algunos estados del centro del pais,
como Querétaro, existen microrregiones que cuentan con climas adecuados para

el cultivo del manzano bajo temporal, en ellas son propicias las condiciones de
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estrés hidrico, térmico y nutrimental, lo que se refleja en la composicion del fruto,
el contenido de azucares, acidos y compuestos fendlicos los cuales resultan
benéficos para la salud humana (Hecke et al., 2006).

Recientemente se han introducido en la Sierra de Querétaro, que incluye
los municipios de Cadereyta y San Joaquin, diversos genotipos de manzano que
tales como variedades comerciales, mutantes de ‘Golden Delicious’, asi como
diversos hibridos a partir de cultivares comerciales, como ‘Gala’, ‘Anna’, ‘Red
Delicious’, etc., con el propdsito de evaluar su comportamiento agronémico, la
calidad de su fruta, sus posibles usos industriales y su aceptacion entre el publico
consumidor. Se espera que la variacion fenotipica obtenida se asocie con una
variacion en sus propiedades funcionales o nutracéuticas que proporcionen
beneficios a la salud.

Por lo anterior, el presente trabajo tuvo por objetivo evaluar el efecto del
consumo de distintas variedades de manzana establecidas en la Sierra de
Querétaro sobre la reduccién de las complicaciones cardiovasculares y renales

presentadas en ratas ‘Wistar’ diabéticas.



I.REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Diabetes mellitus
2.1.1. Definicién

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica caracterizada por
una hiperglucemia cronica que afecta el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas, como consecuencia de alteraciones en la secrecion o accién de la
insulina, o en ambas (FID, 2006).

La diabetes afecta ahora al 7% de la poblacion adulta mundial, por lo que
es un importante problema de salud publica en México. En los ultimos afos, las
complicaciones propias de la enfermedad han provocado que ésta ocupe el primer
lugar como causa de muerte con 11 % del total de las defunciones de ambos
sexos. En México la poblacion de personas diabéticas se encuentra entre los 6.5 y
los 10 millones, con una prevalencia nacional de 10.7% en personas de entre 20 y
69 anos). Actualmente, México ocupa el 9° lugar a nivel mundial por incidencia de
diabetes y se espera que en los proximos afios el numero de pacientes diabéticos
aumente (FMD, 2009).

Los niveles elevados de glicemia desencadenan mecanismos de defensa,
entre los cuales estan: la protedlisis en el musculo y la gluconeogénesis a partir de
aminoacidos y de intermediarios del ciclo del acido citrico en el higado, la
oxidacion de los acidos grasos y la formacion de cuerpos cetonicos. Estas
alteraciones producen cambios en indicadores bioquimicos que sugieren una
posible situacién de estrés oxidativo (EO) (Mathews y Van Holde, 1996). Este
juega un papel central en la patogénesis y desarrollo de la diabetes. Se ha
demostrado que el EO aumenta debido al estado de hiperglucemia presente en la
diabetes, la cual a su vez dafaria directamente el endotelio a través de la via
enzimatica de la aldosa reductasa, la via de productos de glicacion avanzada, la
via de la hexosamina y activacién de la via de la proteina quinasa C (Nawroth et
al., 2000; Gonzalez et al., 2009).



2.1.2. Alteraciones metabdlicas en la diabetes

Se han sugerido cuatro cambios bioquimicos claves activados por un
mecanismo en comun, sobreproduccion de radicales superoxido, inducido por la
hiperglucemia (Figura 1):

1) aumento de flujo a través de la via de los polioles: El incremento de esta via
trae dispuesto cambios severos que incluyen la disminucion en los niveles
de nicotinamida- adenina-dinucleotido-fosfato (NADPH), glutation y miositol;
cada uno con un papel importante en el desarrollo de las complicaciones de
la diabetes (Tomlinson et al., 1992).

2) Aumento de la formacién de productos de glicacion avanzada (AGE's): Los
AGE’s son liberados a la sangre y se unen a macréfagos, donde
incrementan la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO), los
cuales activan al factor nuclear kappa-B (NF-kB) que promueve la expresién
de citocinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento (Brownlee, 2001)
(Figura 2.1).

3) Activacion de la proteina quinasa C (con efectos que van desde la oclusién
vascular a la expresion de genes proinflamatorios): Este compuesto que se
eleva en el interior de células expuestas a elevadas concentraciones de
glucosa (Chibber et al., 2003). Lo anterior puede deberse a la elevacion de
los metabolitos dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y gliceraldehido-3-fosfato
(G3P), producto de la inhibicion de la enzima G3PDH (Yuan et al., 2000).

4) Aumento de la via hexosamina: La acumulacion de fructosa puede
contribuir en la activacion de la via de las hexosaminas, debido a que la
formacion de la glucosamina-6-fosfato proviene exclusivamente de la
fructosa-6-fosfato, la cual se ve incrementada. Esta glucosamina da origen
a la UDP-N-acetilglucosamina que se utiliza en la formacién de
glicoproteinas y proteoglicanos. La activacion de esta via ha sido asociada
con el desarrollo de resistencia a la insulina, mecanismo que no es del todo
comprendido (McClain y Crook, 1996; Ceriello y Testa, 2009).



La activacion de estas vias esta estrechamente vinculada a la sobreproduccion
del anién superéxido (O2+ ) por la cadena transportadora de electrones

mitocondrial (Brownlee, 2001)
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Figura 2.1. Mecanismo potencial mediante el cual la hiperglucemia produce
sobreproduccion de O2+  mitocondrial y se activan las cuatro rutas de generacion

de dano por hiperglucemia

2.1.3. Complicaciones de la diabetes

a) Macrovasculares

Las complicaciones macrovasculares estan caracterizadas por un bloqueo y
obstruccién del flujo sanguineo por depdsitos de grasa y coagulo sanguineo. Estas
complicaciones estan asociadas con dafos arterioscleréticos, al afectar la
irrigacion en distintos tejidos y 6rganos provocando infarto al miocardio, apoplejia

o amputacion de alguna extremidad en el paciente.



La arteriosclerosis se produce de manera mas extensa y precoz que en la
poblacion general, ademas iguala la frecuencia de aparicidbn entre varones y
mujeres. Entre los factores que favorecen la aparicion de la arteriosclerosis
acelerada destacan los siguientes: mayor incidencia de hipertension arterial,
aumento del colesterol LDL, glicacibn no enzimatica de las lipoproteinas vy

aumento de la adherencia plaquetaria (Palma, 2007).

b) Microvasculares

Las complicaciones microvasculares son aquellas que produce
engrosamiento de la pared del vaso que causa sangrado, salida de proteinas vy
una considerable disminucion en el flujo sanguineo por dicho vaso. En este tipo de
complicaciones se encuentra las alteraciones en la retina, en los glomérulos y en
los nervios periféricos (retinopatia, nefropatia y neuropatia periférica,

respectivamente). (Palma, 2007)

Los estudios demuestran que altas concentraciones de glucosa inducen
disfuncién endotelial en pacientes diabéticos, asi como en pacientes sanos. El
papel de la generacion y produccién de radicales libres en la disfuncion endotelial
dependiente de la hiperglucemia se compensan con los antioxidantes (Ceriello y
Testa, 2009).

Las dislipidemias constituyen una alteracidn comun en la diabetes tipo 2,
qgue consiste en una elevacion de los niveles de triglicéridos séricos, reduccion del
HDL y predominio de las particulas de LDL pequefias y densas (Jisieike-Onuigbo
etal., 2011).

Estudios epidemioldgicos han demostrado que la resistencia a la insulina y
sus alteraciones metabolicas asociadas, como la disfunciéon endotelial, la
dislipidemia, la hipertension y el estrés oxidativo influyen en la aparicion temprana

y severidad de la aterosclerosis que desarrollan los pacientes con diabetes



mellitus ya que al ser un grupo de enfermedades inflamatorias es lentamente
progresiva (Fernandez et al., 2000; Hurst y Lee, 2003).

La diabetes es una de las pocas enfermedades que afectan mas al sexo
femenino, los hombres con diabetes mueren en promedio a una edad mas
temprana que las mujeres (67 vs. 70 afios respectivamente), y s6lo 20% de los
hombres que han desarrollado este padecimiento viven mas de 75 afos, contra
26% en el caso las mujeres (FMD, 2009).

La formacion de los AGE's es uno de los mecanismos mas importantes que
participan en la progresion de la nefropatia diabética. Intervienen produciendo un
efecto citotoxico sobre las células endoteliales y mesangiales del glomérulo, las
modificaciones estructurales y funcionales del colageno tipo IV y el aumento de su

tasa de sintesis a nivel renal (Makita et al., 1991; Iglesias y Diez, 1997).

2.1.4. Sistema de defensa antioxidante

Debido a que durante la diabetes existe un incremento de radicales libres
inducidos por hiperglucemia, hay un aumento del estrés celular y dano a tejidos. El
organismo puede sobrevivir al dafno generado por altas concentraciones de
radicales libres, debido a que tiene un eficiente sistema de defensa antioxidante.
Este sistema de defensa antioxidante esta conformado por mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos. Esto se debe a que los antioxidantes no
enzimaticos pueden sintetizarse in vivo o ingerirse en la dieta como las vitaminas
(A, C y E) y minerales (cobre, zinc, manganeso, selenio). Dentro del sistema de
defensa antioxidante endégeno existen enzimas con diferentes funciones en cada
linea de defensa. Estas enzimas incluyen la catalasa (CAT), superoxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa (GR) y glutatién-
S-transferasa (GST), entre otras (Figura 2.2).

La enzima CAT cataliza la disociaciéon del perdxido de hidrogeno (H202) a
oxigeno molecular y agua. Esta enzima se localiza principalmente en el

peroxisoma de las células y su mayor actividad se ha observado en higado y



eritrocitos, aunque también se encuentra en menor concentracion en otros tejidos
(Young y Woodside, 2001).

La enzima SOD cataliza la reaccién de dismutacion del radical superéxido
(O2) a H0,, el cual puede posteriormente ser removido por las enzimas CAT y
GPx. En los tejidos de mamiferos, existen tres formas de la enzima SOD, cada
una de ellas se localiza en diferentes compartimentos celulares: la Cu/Zn SOD se
localiza en el citoplasma, la Mn-SOD se encuentra en la mitocondria de la mayoria
de las células, y la EC-SOD (SOD extracelular). La EC-SOD es sintetizada por
pocas células como fibroblastos y células endoteliales y es la SOD que se
encuentra en mayor concentracion en circulacion sanguinea (Willcox et al., 2004).

La enzima GPx cataliza la oxidacion de glutation a expensas del H,O; u otro
hidroperdéxido (ROOH) y requiere selenio en su sitio activo para catalizar dicha
reaccion. La enzima GPx se localiza a nivel celular en el citoplasma y mitocondria,
principalmente en higado y en la mayoria de los tejidos (Young y Woodside,
2001). La actividad de esta enzima depende de una constante disponibilidad de
glutation reducido (GSH). La relacion entre glutatién reducido y oxidado (GSSG),
se mantiene alta en condiciones normales debido a la actividad de la enzima
glutation reductasa (GR). Este ciclo de oxidacién-reduccion del glutation es la
fuente de proteccion contra niveles altos de estrés oxidativo. Por otro lado, el GSH
es un cofactor de la enzima glutation-S-transferasa (GST), la cual cataliza una
reaccion de biotransformacion de fase Il, para la eliminacién de xenobioticos (Wu
et al., 2004; Paravicini y Touyz, 2008).

Por otro lado, la enzima GR requiere de poder reductor en forma de NADPH
para catalizar la reduccion del GSSG. Este poder reductor proviene de la via de
las pentosas, por lo que cualquier via metabdlica que utilice este mismo poder
reductor, entrara en competencia por el NADPH, lo cual puede originar una

deficiencia de GSH, por lo tanto, una menor actividad de la enzima GPx.



NADP NAPDH + H*
H,O

Figura 2.2. Reacciones del sistema de defensa antioxidante endégeno
SOD: superéxidodismutasa, CAT: catalasa, GST: glutation-S-transferasa, GSH: glutation reducido, GSSG:

glutation oxidado, OH.- : radical hidroxilo, NADP: nicotinamida-adenindinucleétido fosfato
FUENTE: Modificado de Wu et al., 2004

2.1.5 Tratamiento de la diabetes

2.1.5.1 Tratamiento farmacologico

Entre los principales grupos de farmacos orales se encuentran las sulfonilureas
para el control de la hiperglucemia con bajos efectos secundarios; las biguanidas, que
incrementan la sensibilidad a la insulina; los inhibidores de glucosidasas intestinales
que disminuyen la hiperglucemia en el postprandio; las tiazolindinedionas que mejoran
la resistencia a la insulina; y las meglitinidas que restauran la primera fase de
secrecion de insulina disminuyendo la hiperglucemia postprandial sin pico

hiperglucémico entre comidas (Alfaro et al., 2000).

Existen medicamentos ya en combinacion fija, por ejemplo sulfonilurea mas
metformina, rosiglitazona mas metformina, otra opcion es la combinacion libre
entre estos diferentes medicamentos, la finalidad es incrementar la accion

hipoglucémica (disminucion de la glucosa en sangre), esto se consigue, por las



diferentes vias que actuan los medicamentos, produciendo una sinergia de

tratamiento (Sanchez, 2001).

2.1.5.2 Tratamiento no farmacoldgico: alimentos nutracéuticos

Desde la antigiedad se han utilizado alimentos para el control de la
diabetes (Modak et al., 2007). La implementacién del consumo de alimentos
tradicionales ofrece una nueva alternativa para la poblacién. Al respecto México
posee una biodiversidad muy amplia de especies vegetales, por lo que es
importante fomentar y preservar su cultivo (Ramirez, 2009).

Ademas, el desarrollo y conocimiento de los mecanismos de accion de
alimentos tradicionales y el surgimiento de nuevos productos alimenticios
fundamentado en evidencias cientificas, indican que el tipo de alimentos
consumidos influyen en la conservacion de la salud y previenen enfermedades
cronico-degenerativas. Sin embargo, aun falta por definir y documentar el sustento
de estos hallazgos. Puesto que se han examinado algunas propiedades de
productos de origen vegetal en su estado natural, y sus derivados minimamente
procesados, han surgido los alimentos funcionales o nutracéuticos a los cuales se
les atribuye alguna accidon curativa o preventiva mas alla de sus propiedades
alimentarias (Bourges, 2001).

Las investigaciones cientificas recientes han confirmado la eficacia notable
de algunas estrategias, como es el caso del consumo de las frutas y verduras,
demostrando que poblaciones que consumen dietas que las incluyen tienen una
menor incidencia de enfermedades crénico degenerativas, atribuido a su
contenido de compuestos antioxidantes como son los compuestos fendlicos
((Svilaas et al., 2004; Pitsavos et al., 2005; Nakamura et al. 2008).

Las frutas son alimentos que aportan una gran cantidad de vitaminas,
minerales, fibra y otros compuestos bioactivos agrupados en el término genérico
de fitoquimicos (Aranceta y Pérez, 2006).

Se ha sugerido que los antioxidantes tienen la capacidad de disminuir la

oxidacién de lipidos, proteinas y lipoproteinas(Jenkins et al., 2008).
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Los antioxidantes actuan de diferentes maneras, los llamados enzimaticos
catalizan o aceleran reacciones quimicas que utilizan sustratos que a su vez
reaccionan con los radicales libres (Ramos et al., 2006).

Se ha demostrado que en particular los flavonoides presentan actividades
antioxidantes, ya que son excelentes donadores de electrones o hidrogeno con la
formacion de radicales intermedios relativamente estables. Este comportamiento
esta relacionado con la capacidad de quelar metales, inhibir la enzima
lipooxigenasa y captar los radicales libres (Agostini et al., 2004). Estos
compuestos se encuentran en manzanas, cebollas y en bebidas como té y vino
(Kinsella, 1993).

El interés en la aplicacién de los flavonoides y las evidencias clinicas de sus
ventajas en la salud, determind su importancia en la prevencién de enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer y Parkinson) accidentes cerebro-vasculares,
hepatitis, hipertension, lupus, diabetes mellitus, falla renal croénica, artritis

reumatoide, y retardo del envejecimiento, entre otras (Agostini et al., 2004).

Existen alimentos que contienen una gran variedad de fitoquimicos que
contribuyen significativamente a la capacidad antioxidante total (Tabla 2.1). Entre
las frutas que destacan por sus valores de actividad antioxidante se encuentran la

guayaba, la papaya, la manzana y la naranja (Gutiérrez et al., 2007).

La quercetina presenta propiedades antioxidantes que se relacionan con la
vasodilatacion y con efectos antitrombaticos, anticancerigenos y antiinflamatorios
(Hollman et al., 1996; Edwards et al., 2007; Ruiz et al., 2007).

Estudios en ratas Wistar, con una alimentacién rica en polifenoles
provenientes de manzanas, produjeron efecto antiadipogénico,
hipocolesterolémico y antiaterogénico, debido al estimulo del catabolismo del

colesterol e inhibicion de su absorcién intestinal (Osada et al., 2006).

11



Tabla 2.1. Capacidad antioxidante total de frutos y hortalizas de

México
Alimentos Capacidad Antioxidante Capacidad Antioxidante
Total (TAS) Total (TAS)
milimoles de equivalentes milimoles de equivalentes
de Trolox/g de alimento de Trolox/g de alimento 2
Guayaba 28,5 30,25
Manzana 271 -
Papaya 251 23,7
Naranja 20,1 29,05
Platano 8,2 12,72
Limon 6,7 4,81
Calabacita 30,07 5,05
cocida
Betabel 24,92 -
crudo
Aguacate 22,40 14,47
Berro 21,42 14,70
Chile 19,15 -
Lechuga 18,64 5,15
Cebolla 17,11 14,91
Betabel 16,35 18,02
cocido
Pepino 9,54 1,75
Espinaca 9,11 -
cocida
Tomate 8,11 3,21

(Fuente: Adaptado de Gutiérrez et al., 2007)
1Segt’m Gutiérrez et al., 2007

2SegL’Jn Garcia |, Instituto de Farmacia Alimentos, Universidad de La Habana, 2000
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En un estudio con jugo de manzana administrado en dosis de 5y 10 ml por
60 dias a conejos se encontr6 que éste redujo significativamente las lesiones
ateroscleréticas de las arterias coronarias, en comparacién con los grupos con
dieta de colesterol alto y sin jugo, la dosis de 10 ml de jugo de manzana redujo
significativamente LDL y aumento el HDL (Setorki et al., 2009).

Existen evidencias que indican que el consumo de manzanas disminuye la
probabilidad de desarrollar eventos cardiovasculares en pacientes con DM (Song
et al., 2005).

2.2. Generalidades de la manzana

2.2.1. Antecedentes historicos

Se desconoce a ciencia cierta el lugar de origen del manzano, pero es
probable que proceda de la regién comprendida entre los mares Negro y Caspio;
aunque en asentamientos prehistéricos en los lagos suizos, se han hallado restos
carbonizados de manzanas (Barbado, 2003).

Segun V.V. Ponomarenko, Malus sieversii (Ledeb.) Roem es una especie
de manzano silvestre que crece de forma natural en las regiones montafiosas de
Asia menor, podria ser esta la especie de la que se habrian originado, hace
15.000 a 20.000 afios, las primeras razas cultivadas de manzano (Infoagro, 2002).
El manzano se introdujo en Espafia por los pueblos del norte de Africa y durante el
proceso de romanizacién de la peninsula. En Asia o Europa, algunos autores lo
sitian con mayor probabilidad en las montafias de Asia. Se cree qué procede del
cruzamiento y seleccion de varias especies de manzanos silvestres europeos y
asiaticos (D’ esclapon, 1970). Exploraciones recientes confirman que el principal
progenitor de la manzana cultivada es Malus sieversii, y que los materiales
silvestres en Kazakhstan contienen todas las caracteristicas de las manzanas
modernas, incluyendo tamafo, calidad y varios colores, desde el rojo hasta el
amarillo y verde (Ramirez y Cepeda, 1993; SAGARPA /INCA rural, 2003). La
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manzana llegd a América de la mano de los primeros colonos, que trajeron

consigo semillas del arbol (Infoagro, 2002).

2.2.2. Distribucion e Importancia nacional y local

El manzano es uno de los frutales mas cultivados en todo el mundo, y esto
se debe a su popularidad y a la facilidad de adaptacion a los distintos climas y
suelos. De acuerdo a la FAO, para 2010 la superficie establecida era de 4,
728,333 ha. En los ultimos anos, la produccibn mundial de manzana ha
aumentado notablemente (llegando a alrededor de 70 millones de toneladas
anuales) (FAO, 2010).

En 2010, China se encontré entre los principales paises productores con
mas de 33 millones de toneladas y una superficie plantada que supera 2 millones
de hectareas, mismas que corresponden a 43.24% de la superficie mundial.
EE.UU., aunque ocupa el 6° lugar en superficie cultivada, es el 2° productor
mundial con 4, 212,330 toneladas, lo que refleja un buen manejo del cultivo.

México, por su parte, ocupa el 20° lugar en superficie con 61,219.53 ha
plantadas, concentrandose los huertos en los estados del norte, entre los que
destacan Chihuahua, Coahuila y Durango, los cuales, en conjunto, aportaron mas
de 80 % de la produccién nacional en 2010. El resto de la produccion proviene
principalmente de estados del centro de la republica, como Puebla, Hidalgo y
Querétaro que, al contar con zonas serranas, presentan condiciones climaticas
que permiten el cultivo de este frutal bajo temporal (Mendoza et al., 2008).

En Querétaro, la produccion de manzana en 2010 fue de 1671.5 toneladas
(SIAP, 2010), concentrandose en los municipios de San Joaquin, Cadereyta, Pinal
de Amoles y Amealco. Entre los principales problemas que enfrenta el cultivo en el
estado, podemos mencionar la falta de agua de riego en las zonas que ofrecen las
caracteristicas climaticas de explotacion, por lo que el cultivo es de temporal.
Ademas, frecuentemente se presentan accidentes climatolégicos como la sequia,
el granizo o las heladas que pueden afectar la calidad o la cantidad de manzana

producida (Mendoza et al., 2008). Asimismo, existe una mala planeacién en el
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establecimiento y manejo de los huertos en lo que respecta a podas, raleo, control
fitosanitario, por lo que se obtienen frutos pequefios (Zavala, 2005). Todo lo
anterior, aunado al intermediarismo y al hecho de que las principales variedades
establecidas en la region, ‘Golden Delicious’ y ‘Red Delicious’ maduran en la
época de mayor oferta en el mercado, propicia que la manzana que se produce en
la region sea de mala calidad y, por lo tanto, se paga a bajos precios.

Con el fin de contar con materiales genéticos que superen en cantidad y
calidad a los existentes, y que por lo tanto sean una alternativa econémica para
los productores locales, algunas instituciones como el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y la Universidad
Auténoma de Querétaro (UAQ) han introducido en la region, por medio de injerto,
diversos materiales genéticos, algunos de los cuales corresponden a hibridos
desarrollados en Saltillo, Coah. por el Ing. Aroldo Rumayor Flores. Estos han sido
evaluados sensorialmente, y se han determinado algunas de sus caracteristicas

fisicas y quimicas al momento de la cosecha (Mejia, 2006; Mendoza et al., 2008).

2.2.3. Botanica del manzano
2.2.3.1. Taxonomia

El manzano es una especie vegetal perteneciente al orden de los Rosales
el cual incluye a mas de 3,000 especies, a la familia de las Rosaceae, la cual
contiene en la subfamilia de Pomoideae a la manzana y la pera. La Especie Malus
domestica Borkh, como lo conocemos actualmente, es un hibrido complejo
generado a partir de diferentes especies de género Malus. Se considera que M.
sieversii es la especie que mayor aporte genético tiene en la especie cultivada.
Esta es originaria del Caucazo, mientras que otras especies que se cree también
contribuyeron al aporte de genes son M. orientalis Uglitzk, M. sylvestris Miller
(manzana silvestre), M. baccata legitima de Siberia, M. mandshurica, originaria de
Manchuria y M. prunifolia originaria de China (De Ravel, 1970).
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2.2.3.2. Morfologia

El arbol del manzano, con una vida promedio de 60 a 80 afios, suele
alcanzar una altura de 10 metros y se caracteriza por tener una copa globosa,
sostenida por un tronco que generalmente se encuentra erecto y alcanza los 2 a
2.5 m de altura. Las ramas se caracterizan por insertarse con angulos abiertos
sobre el tallo principal y son de color verde obscuro o a veces dependiendo de la

variedad a negruzco o violaceo (Ramirez y Cepeda, 1993).

Figura 2.3. Arbol de manzano en floracion

Las raices del manzano son fasciculadas cuando provienen de patrones
clonales, se extienden mucho y se generan, por otro lado son pivotantes cuando
provienen de semilla es decir por medio del desarrollo del embrién (Calderén,
1987).

Las hojas son simples y caducas en forma entre oval y eliptica, cortamente
acuminadas, aserradas de dientes obtusos, blandas con el haz verde obscuro, y
lanoso-blanquecinas por el envés, de doble longitud que el peciolo, peciolo corto
de 4 a 13 cm de longitud, con cuatro a ocho nervios alternados y bien
desarrollados (Lalatta, 1999).

Las flores son de tamafio grandes se encuentran casi sentadas o
cortamente pedunculadas, brotan unos dias antes que las hojas. Son
hermafroditas y se dan en un numero que va de tres a seis unidas por una

inflorescencia denominada corimbo (Zavala, 2005).
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2.2.3.3. Fisiologia

Las yemas florales comienzan a diferenciarse en el verano del afio anterior
al de su brotacion. Y al aproximarse el otofio entran en estado de quiescencia
donde se mantienen latentes debido a factores exdgenos. Después comienza el
reposo cada vez mas profundo, hasta que se completa a finales del otofo.
Durante la primavera estas yemas permanecen en estado de reposo. Este periodo
es vital para romper con la latencia y de esta manera reiniciaran su crecimiento en
la primavera (Alvarez, 1998).

La fecundacion del manzano es resultado de la fusiébn de los granos de
polen y los 6vulos en la flor y asi fecundada se convertira en fruto. Posterior a la
fecundacion viene la caida de los pétalos de la flor.

Desarrollo y maduracién del fruto

Una vez fecundada la flor empieza el desarrollo del fruto. La fecundacién

del ovulo promueve el desarrollo de las semillas y asi se estimula el crecimiento

del ovario y del receptaculo floral con la posterior formacién del fruto (Figura 2.4).

Figura 2.4. Desarrollo del fruto del manzano

Después de la fecundacion comienza la multiplicacion celular del fruto,
durante la cual cada célula localizada en las paredes del ovario se divide en dos, y
asi sucesivamente de forma progresiva, sin que las mismas aumenten del tamano,
este periodo dura de cuatro a ocho semana y durante este el tamafio del fruto

depende del numero de células (Calderdn, 1987).
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La maduracion del fruto involucra cambios de color, textura, firmeza,
composicion quimica y tasa respiratoria, incluyendo un subito aumento coincidente

con la liberacion de etileno (Parra, 1994).

2.2.4. Requerimientos ecoldgicos del cultivo

El manzano soporta temperaturas inferiores a -10°C, sin que por ello se
afecte su corteza, aunque al descender por debajo de los -15°C pueden perderse
algunas yemas florales. La principal limitacion para el cultivo del manzano en
comarcas meridionales es el requerimiento de horas frio, el cual se situa por
encima de las 1.000 horas frio (en funcién de las variedades), de 120 a 180 dias
sin heladas. La mejor calidad se logra en donde los dias son calidos, las noches
frias y cuando hay maxima radiacion. La manzana es resistente a las heladas
cuando baja hasta - 40 °C. El florecimiento y el fruto sufren dafo desde -2.2 °C a -
3.3 °C. La manzana florece tardiamente en comparacion con otros cultivos
caducifolios, por lo tanto hay menos riesgo de congelacion aunque en algunas
variedades y regiones en donde hay gran posibilidad del excesivo frio se necesite
un sistema de proteccion anti heladas. Es menos exigente en suelo que el peral,
ya que se adapta a la mayoria de los terrenos, aunque prefiere los de aluvion,
siliceo-arcillosos, pero de regadio o muy frescos. Por tener el sistema radicular
superficial puede vivir en terrenos poco profundos. (Baraona y Sancho, 1998;
Infoagro.2011)

Los suelos para el manzano deben ser de textura media (francos o de
migajoén) a ligera (arenosos), de 60cm de profundidad y bien drenados, debido a
gue sus raices solamente respiran en un suelo permeable al aire y no demasiado

himedo (Gonzales y Sédenz, 1999).

En el manzano la fertilidad es relativamente menos importante que las
caracteristicas fisicas del suelo. El pH mas favorable se encuentra entre 5.5y 6.5
aun que puede desarrollarse con pH dentro del intervalo de 4.0 y 8.5 (Alvarez,
1988).
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2.2.5. Practicas del cultivo

2.2.5.1 Poda

En este frutal es mas recomendable la poda de formacién de lider
modificado. Para lograr una buena formaciéon con ramas vigorosas de angulo de
insercion amplio se utilizan marcos de madera o estacas y agobio de ramas

mediante amarras desde el suelo.

El objetivo de la poda de fructificacion es lograr una renovacion de la
madera frutal mayor de cuatro afios y estimular la floracion en las ramillas

vegetativas muy vigorosas (Baraona y Sancho, 1998).

2.2.5.2. Fertilizacion

El principal elemento de la fertilizacion es el nitrégeno; le siguen en orden
decreciente por cantidad K, Ca, Mg, P, S, Fe, B, Cu, Mn y Zn (Trani et al.1982). Es
recomendable combinar fuentes organicas con inorganicas. Una fertilizacion muy
alta en nitrogeno puede atrasar la entrada en produccién de los arboles, debe
aplicarse antes de la floracion, de modo que esté disponible para el arbol en esta

época y durante la fructificacion (Baraona y Sancho, 1998).

2.2.5.3. Raleo

Algunas variedades fructifican mas de lo que puede soportar el arbol,
provocandose ruptura de ramas y produccion de frutos pequefios y de menor
calidad. Las ventajas que se obtienen son: fruta de mayor tamafo, mejora su color
y sabor, se reduce la ruptura de ramas y se mantiene el vigor del arbol (Baraona y
Sancho, 1998).
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2.2.5.4. Riegos

Los manzano utiliza gran cantidad de agua, de modo que un arbol adulto
necesita entre 200 y 300 litro por afio y kg de fruta, siendo julio el mes de maximo
consumo; por lo que se requiere de al menos 700 mm y aun mas en regiones
calidas (Augusti, 2011; Ramirez y Cepeda, 1993).

2.2.5.5. Control fitosanitario

El control de enfermedades se lleva a cabo, mayoritariamente, mediante
meétodos quimicos, aun que también es posible la lucha biolégica. En todo caso es
posible la lucha integrada usando productos, concentraciones y épocas
compatibles con la protecciéon del medio ambiente, asi como aplicando técnicas de
cultivo respetuosas con éste, como injertos puente, desinsectacion de
herramientas, quema de restos de poda, manejo del riego, desinsectacion del
suelo, etc. Pero ha sido la resistencia genética, esto es, la utilizacion de
variedades y/o portainjertos tolerantes o resistentes a enfermedades, lo que ha
permitido convivir con muchas de ellas, sobretodo del origen virico, sin restarle
importancia a precio de la produccion y a la calidad de los frutos. La utilizacion de
cepas hipovirulentas también esta dando buenos resultados en algunos casos
(Agusti, 2011).

2.2.5.6. Cosecha

Las manzanas pueden consumirse directamente del arbol. Las manzanas
destinadas a un largo almacenamiento son cosechadas en un estado de
maduracion menos avanzado que las que se venden inmediatamente. La
recoleccion de manzanas dedicadas al mercado en fresco se hace a mano.
Puesto que la calidad empieza a deteriorarse desde el momento de la recoleccion,
para mantenerlas en buen estado se procede a mantenerlas en frio tan pronto
como son cosechadas. Para reducir al minimo de heridas y mallugadas que

producen una merma en su aspecto, asi como favorecen la entrada de hongos
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que producen podredumbres, durante su almacenamiento es necesario extremar
las precauciones en su manejo.

Para determinar el momento adecuado para cosechar cada cultivar, se
utilizan diferentes indices de madurez. Algunos indices de madurez sirven para
determinar la dureza de la carne y se determinan por el penetrémetro; el contenido
del almidén se determina por la aplicacion de yodo; la evaluacion del color en la
piel, utilizando modelos de color, la evolucion del etileno por cromatografia gases;
también se determina el color de las semillas y de la piel. En ocasiones un comité
de maduracién formado por expertos fija la fecha del comienzo de la recoleccion
para cada cultivar aunque la mayor parte de la veces la cosecha es decidida por

los agricultores o por los exportadores (Bultitude, 1983).

2.2.6. Composicién y compuestos nutracéuticos de la manzana

Las manzanas representan una proporcion importante de oferta de las
frutas durante el afio en la mayoria de los paises occidentales, debido a diversos
factores: la disponibilidad en el mercado, la diversidad de cultivares y la variedad
de formas de consumo (fruta fresca, zumos, sidra, puré de manzanas, etc.). La

composicion de la manzana se muestra en la Tabla 2.2.

La manzana puede considerarse parte de una dieta saludable, siendo muy
baja en calorias y fuente de fibra dietética (2.4 g/100 g fruta fresca), aunque el
contenido en vitamina C es menor que en otras frutas (5-25 mg/100 g),
dependiendo de la variedad, tiene concentraciones muy altas de otros
antioxidantes especialmente de compuestos polifendlicos tales como Ia
quercetina, epicatequina y polimeros de procianidinas (Tabla 2.3). Sin embargo, la
concentracion de compuestos fendlicos varia entre las distintas variedades de

manzana (Chagné et al., 2012).

En funcion de los habitos alimentarios, se estima que las manzanas
proporcionan de 20 a 25% del consumo per capita de los polifenoles provenientes
de frutas en Estados Unidos (Aprikian et al., 2003). En México, el consumo per

capita de manzana ha variado a partir de la década anterior con una tendencia a
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mantenerse en 4 Kilos/per capita/afio. En el 2007 se llegé a 6.4 kilos/per capita/ano,
cifra muy inferior a lo que se consume en Europa, con alrededor de 20 kilos/per
capita/afio (FAO, 2007; Palomo et al., 2010).

Una de las caracteristicas benéficas de la manzana para la salud humana
es su actividad antioxidante, la que se debe fundamentalmente a su contenido en
fenoles y flavonoides, éstos ayudan a reducir los niveles de lipidos en plasmay la
progresion de la aterosclerosis; una fraccion aislada de extracto de polifenoles de
manzana disminuyd la esterificacion del colesterol intestinal y la secrecion de
lipoproteinas ( Aprikian et al., 2003; Vidal et al., 2005; Palomo et al., 2010).

Se ha demostrado que la manzana actua disminuyendo el estrés oxidativo;
gran parte del efecto se atribuye a compuestos antioxidantes presentes en este
fruto, tales como la flavonoides e isoflavonoides (Boyer y Liu, 2004).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y excelentes propiedades de quelacién del hierro y otros
metales de transicién, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante
(Martinez et al., 2002)

Las procianidinas contenidas en las manzanas son muy efectivas en atrapar
especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno in vitro y retardan la produccion de
peroxinitrito a partir de 6xido nitrico; éstas reproducen la inhibicidn de la sintesis
de ésteres de colesteril y la secrecion de lipoproteinas (Vidal et al.,, 2005;
Fernandez et al., 2007).
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Tabla 2.2 Composicién de 100 g de pulpa fresca de manzana

Tamafio de porcion 100 g
Cantidad por
porcién
Agua 85.56 g
Energia 52 Kcal
Proteina 0.26 g
Grasas (Lipidos) 017g
Hidratos de Carbono 13.814¢
Fibra dietética 244
Azucares 10.39¢g
Minerales
Ca 6 mg
Fe 0.12 mg
Mg 5 mg
P 11 mg
K 107 mg
Na 1mg
Zn 0.04 mg
Vitaminas
Vitamina C 4.6 mg
Vitamina B1 0.017 mg
Vitamina B2 0.026 mg
Vitamina B3 0.091 mg
Vitamina B6 0.041 mg
Folato, DFE 3 ug
Vitamina A, 1U 54 1U
Vitamina E (alfa- 0.18 mg
tocoferol)

USDA National Nutrient Database for Standard Reference (2010)
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En las manzanas, asi como en otras frutas, el contenido de fenoles totales
varia en los diferentes cultivos debido a las condiciones de crecimiento, las
practicas culturales, el manejo en la cosecha y las condiciones del
almacenamiento en poscosecha (Imeh y Khokhar, 2002; Boyer y Liu, 2004).

En el estudio finlandés de 10.000 personas, se asocié el consumo de
manzana con la reduccion del riesgo de diabetes tipo Il (Knekt et al., 2002).

En un estudio de aproximadamente 400 mujeres hipercolesterolémicas no
fumadores se asignaron al azar a uno de tres grupos que se les administré uno de
3 suplementos: galletas de avena, manzanas o peras, tres veces por dia durante
doce semanas. Los participantes que consumieron cualquiera de los frutos tenian
una peérdida significativa de peso después de 12 semanas de aprox. 1.21 kg,
mientras que aquellos que consumieron galletas de avena no tenian una pérdida
de peso significativa. Aquellos que consumieron fruta también tenian un nivel de

glucosa en sangre significativamente mas baja (De Oliviera et al., 2003).
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Tabla 2.3.

Flavonoides y estructuras quimicas de la manzana

Nombre del Estructura del )
Referencia
compuesto Compuesto
_ o Hooper et al. (2008)
Quercetina ko g

Procianidina

Catequina

Epicatequina

HO@'
“oH

Palomo et al. (2010)

Boyer y Liu, (2004)

Chagné et al. (2012)

25



lIl. JUSTIFICACION
Las complicaciones de la diabetes, como la nefropatia y las enfermedades

cardiovasculares, disminuyen la calidad de vida de los individuos diabéticos,
generando altos costos en el sector salud. Una de las recomendaciones para el
paciente diabético es un control adecuado de la dieta. Los estudios
epidemiolégicos han demostrado que una ingesta alta de frutas y verduras se
asocia fuertemente con un menor riesgo de desarrollar enfermedades cronicas,
entre ellas varios tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo I,
que son las principales causas de muerte en los paises desarrollados (Lampe,
1999; Artes y Hollman, 2005).

Esta asociacion puede ser en parte atribuible a la presencia de los
compuestos antioxidantes presentes en las frutas, que protegen las células contra
el dafo oxidativo causado por las especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies
reactivas de nitrogeno (ERN).

Se ha demostrado que la manzana actua disminuyendo el estrés oxidativo;
gran parte del efecto se atribuye a compuestos antioxidantes presentes en este
fruto, tales como la quercetina, catequina, equicatequina (Boyer y Liu, 2004).

Las procianidinas contenidas en las manzanas son muy efectivas en atrapar
ERO y ERN in vitro y retardan la produccion de peroxinitrito a partir de 6xido
nitrico; éstas inhiben la sintesis de ésteres de colesteril y la secrecion de
lipoproteinas.(Vidal et al., 2005; Fernandez et al., 2007).

En las manzanas, asi como en otras frutas, el contenido de fenoles totales
varia en los diferentes cultivos debido a las condiciones de crecimiento, las
practicas culturales, el manejo en la cosecha y las condiciones del

almacenamiento en poscosecha (Imeh y Khokhar, 2002; Boyer y Liu, 2004).

26



IV. HIPOTESIS
Existen genotipos de manzana establecidos en la Sierra de Querétaro

cuyos componentes presentan una elevada capacidad antioxidante y ésta puede

beneficiar el control de la diabetes y sus complicaciones.
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V.OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Determinar la capacidad antioxidante de manzanas de distintos genotipos y
su efecto sobre el control de la diabetes y sus complicaciones en ratas Wistar

diabéticas.

5.2. Objetivos Especificos

e Analizar las principales caracteristicas fisicas y quimicas de los frutos de
distintos genotipos de manzanas.

e Determinar la capacidad antioxidante (ABTS) in vitro y la concentracién de
compuestos fendlicos de los diversos genotipos de manzana.

e Evaluar el efecto del consumo de distintos genotipos de manzana en ratas
diabéticas sobre los niveles de glucosa, el perfil de lipidos séricos, dafo
renal y actividad antioxidante.

e Determinar la correlacion que existe entre la composicién del fruto, la

capacidad antioxidante y las propiedades antidiabéticas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biologico
6.1.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas ‘Wistar’ machos de 280 a 300 g de peso corporal (P.C.).
Los animales se obtuvieron del bioterio del Instituto de Neurobiologia UNAM
Campus Juriquilla Qro. y se sometieron a un periodo de adaptacion de una
semana en condiciones controladas de temperatura y de ciclos de luz-obscuridad
(12h: 12 h). El alimento y el agua se proporcionaron ad libitum durante todo el

estudio experimental.

6.1.2. Manzanas

Se emplearon cinco genotipos de manzano los cuales se obtuvieron en una
huerta semicomercial localizada en la comunidad de “El Suspiro”, en el municipio
de Cadereyta de Montes, Querétaro. Ademas, se incluyé un cultivar comercial
‘Red Delicious’ adquirido en un supermercado local. Las principales caracteristicas

de los genotipos empleados se muestran en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Caracteristicas de las manzanas de distintos genotipos usados en

este estudio

Caracteristicas Genotipo
Fisicoquimicas
‘Golden Delicious’ ‘Red Delicious’ ‘Micromalus’ SM1
Color Amarilla Roja Roja Roja
Peso (g) 92.2 144.7 114 128.9
SST (°Bx) 134 12.7 22.2 14.6
ATT (% Ac. Mdlico) 2.5 3.2 1.2 4.6
Aceptabilidad Regular Buena No comparable Buena
sensorial
Firmeza (N) 29.9 291 28.0 253
N° Semillas 9.0 6.5 22 8.2

Mejia, 2006; Mendoza et al., 2008
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6.2. Caracterizacion fisicay quimica del la manzana
6.2.1. Determinacién de pH, acidez titulable y sdlidos solubles

El pH se determiné utilizando un potencidmetro (Hanna, pH 2-10;
Woonsocket, Rhode Island, EE.UU.) segun la AOAC International (2010). El
medidor de pH fue previamente calibrado con las soluciones buffer de pH 4.0, 7.0
y 10. Para realizar las mediciones se colocaron 10 mL de jugo de manzana en un
vaso de precipitados y se introdujo el electrodo en el liquido, se esperd a que la
lectura fuera constante para reportarla. Se tomaron lecturas por triplicado.

La acidez total titulable (ATT) fue determinada por el método volumétrico,
se calculé como porcentaje de acido malico titulando 5 mL del jugo de manzana
con una solucion de NaOH (0.1 N) hasta el vire de color a rosa. Los resultados
fueron expresados como % de malico/ml.

Los solidos solubles totales se determinaron por triplicado utilizando un
refractometro manual (Atago N-1E intervalo 0 — 32 2Bx) a partir de tres gotas de
jugo de manzana, obteniendo los valores que fueron expresados en ° Brix.
(Mendoza et al., 2008). El refractémetro tiene como finalidad medir la cantidad de
luz que es refractada por los sélidos en solucién expresandola en una escala de 0

a 100. Se calibro el equipo con agua.

6.2.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos

El contenido de fenoles totales se determind usando el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Este método se
basa en la oxidacién de los compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-
Ciocalteu, el cual esta formado por una mezcla de acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico que se reduce por accién de los fenoles, en una mezcla de 6xidos
azules de tungsteno y de molibdeno. La coloracion azul producida absorbe a una
longitud de onda de 764 nm. La cuantificacion se realizé utilizando una curva
estandar de acido galico (0 a 20 pg). El valor obtenido de la muestra se expreso

como mg equivalentes de acido galico/g (mg eq. AG/g) de manzana.
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6.2.3. Capacidad antioxidante in vitro

La capacidad antioxidante del fruto se evalud utilizando el método de ABTS.
Este método determina la capacidad antioxidante in vitro de compuestos puros y
materiales bioldgicos, se expresa como la capacidad antioxidante en equivalentes
de Trolox (acido (+/-)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetramil-croman-2-carboxilico) 6 TEAC,
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, por sus siglas en inglés (Mariken et al.,
2004).En este método se mide la capacidad del compuesto antioxidante de atrapar
al radical libre generado por el compuesto ABTS (2,2"-azinosbis-(2-
aminodinopropano-HCI)), el cual se produce mediante la reaccion de este

compuesto con persulfato de potasio 2.5 mM.

6.3. Experimento in vivo
6.3.1. Grupos experimentales y administracion de las dietas

En el estudio se utilizaron seis grupos experimentales de ratas diabéticas,
que fueron tratadas con una dosis de fruto de manzana de 5.35g/kg peso corporal:
equivalente a alrededor del consumo de tres manzanas (375 g) para una persona
adulta de 70 kg de peso corporal.

También se establecié un grupo experimental de ratas diabéticas testigo. En la
tabla 6.2 se muestran los diferentes grupos experimentales de ratas que se
incluyeron en el estudio.

Las manzanas se cosecharon, transportaron y almacenaron a 8 °C hasta su
preparacion para ser liofilizadas, se cortaron en trozos de 5mm x 5mm. Una vez
liofilizados se almacenaron a temperatura ambiente en bolsas de celofan

comerciales por 15 dias, se molieron para ser mezclados con el alimento.

31



Tabla 6.2.Tratamientos experimentales para la evaluaciéon del tratamiento de

diabetes con manzana

Grupo Ratas Tratamiento
1 Sanas Alimento comercial
2 Control Diabéticas Alimento comercial
Alimento comercial + Manzana ‘Red
3 Diabéticas o
Delicious’ local 0.535 g P.S./kg P.C.
_ . Alimento comercial + Manzana ‘Golden
4 Diabéticas o
Delicious’ 0.535 g P.S./kg P.C.
] . Alimento comercial + Manzana Micromalus
5 Diabéticas
0.535g P.S./kg P.C.
Alimento comercial + Manzana ‘SM1’ 0.535 g
6 Diabéticas
P.S./kg P.C.
) . Alimento comercial + Manzana ‘Red
7 Diabéticas

Delicious’ comercial 0.535 g P.S./kg P.C.

P.S.: Peso seco
P.C.: Peso corporal

Los distintos tratamientos basados en manzanas se administraron
diariamente en el alimento de consumo durante cuatro semanas, posterior a la
induccion experimental de diabetes. Se determiné diariamente el consumo de
alimento. Se registré6 semanalmente el peso corporal y los niveles de glucosa
sanguinea en ayuno de las ratas de todos los grupos experimentales.

Después de cuatro semanas de tratamiento se obtuvieron muestras de
sangre y de orina de todos los grupos experimentales. La muestra de sangre se
colectoé por medio de la puncion cardiaca y se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min
para la obtencién de suero, el cual se congel6 a -20° C. La muestra de orina se
congeld a -20° C. También se tomaron muestras de rifidn y de higado las cuales

se congelaron con nitrégeno liquido y se almacenaron a -70° C.
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6.3.2. Induccién de diabetes con estreptozotocina

La induccion de la diabetes se realizé dejando a las ratas en un estado de
ayuno de 12 h y posteriormente se inyectaron via intraperitonal con una dosis
unica de estreptozotocina (STZ) de 50 mg/kg de peso corporal, disuelta en una
solucién amortiguadora de citrato de 0.1 M, pH 4.5.

Cuatro dias posteriores a la induccion de diabetes con STZ se
determinaron los niveles de glucosa en ayuno en los animales en estudio.
Aquellos que presentaron niveles de glucosa mayores a 180 mg/dL se

consideraron dentro de los grupos experimentales. Se utilizaron 7 ratas por grupo.

6.3.3. Determinaciones
6.3.3.1. Glucosa sanguinea

El nivel de glucosa se cuantifico en muestras de sangre obtenidas de la
vena caudal de los animales de experimentacion, con un ayuno minimo de 8
horas. Se utilizaron tiras reactivas de la marca Accutrend y un glucometro de la

marca Roche, con una sensibilidad de 60-600 mg/dL de glucosa.

6.3.3.2. Triglicéridos, colesterol total y HDL en el suero

Para la cuantificaciéon de triglicéridos, colesterol y HDL se utilizaron kits
enzimaticos comerciales de la marca Randox Laboratories. Las determinaciones
se realizaron en muestras de suero de los animales de experimentacién. Cada una

de estas determinaciones se basa en reacciones colorimétricas.

a) Triglicéridos

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

quinoeimina (Jacobs y VanDenmark, 1960; Koditschek y Umbreit, 1969; Trinder,
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1969), el cual se leyd espectrofotométricamente a una longitud de onda de 500

nm.

b) Colesterol total

Para esta determinacién también se utiliza el indicador quinoneimina que
se forma a partir de perdxido de hidrogeno y 4-amino-antipirina en presencia de
fenol y peroxidasa. Los ésteres de colesterol presentes en la muestra reaccionan
con la enzima colesterol esterasa para liberar colesterol, el cual al reaccionar de
nuevo con esta enzima produce colesten-3-ona y peroxido de hidroégeno a partir
del cual se obtiene el indicador antes mencionado (Koditschek y Umbreit, 1969).

Las muestras se leyeron a una longitud de onda de 546 nm.

c) Lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL)
Las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y las fracciones de
quilomicrones precipitan cuantitativamente al afadir acido fosfotungstico en
presencia de iones magnesio. Después de centrifugar, la concentracion de
colesterol se determina en la fraccion HDL que queda en el sobrenadante. Por lo
que esta determinacion se basa en el mismo principio que la determinacion

enzimatica de colesterol.

6.3.3.3. Creatinina en el suero y laorina

La creatinina es un producto final del metabolismo muscular. Se origina a
partir de la creatina por pérdida de una molécula de agua. La eliminacion de
creatinina en un intervalo de 24 horas es un valor muy constante, dependiente
principalmente de la masa muscular del individuo y, por otro lado, el calculo del
aclaramiento de la creatinina sera un parametro directo del funcionamiento renal y
del estado nutricio. Para su determinacion cabe destacar que hay varias
sustancias en el suero y orina que actuan como cromoégenos inespecificos, lo que
es un problema principalmente para el calculo del aclaramiento. Por este motivo,

la reaccién se adapta a una medida cinética con alta especificidad en la que la
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creatinina reacciona con el picrato alcalino con mas rapidez que los cromdgenos
(metilguanidina, picramato), por lo que la medida del incremento de color en un
breve periodo de tiempo inicial de la reaccion valora principalmente creatinina, con
poca influencia de los cromogenos inespecificos (Diagnostic Chemicals Limited,
2004. No Catalogo 221-30). La concentracion de creatinina en la muestra se

expreso en mg/dL y se calculd a partir del a siguiente férmula general:

(A2 - A1) Muestra } o
x C patréon x Factor dilucion muestra = C muestra

(A2 — A1) Patron

Donde:
A2 = absorbancia final de la muestra desconocida (de suero o de orina)
A1 = absorbancia inicial de la muestra desconocida (de suero o de orina)
As2 = absorbancia final del estandar
As1 = absorbancia inicial del estandar
La determinacion de este parametro se realizé en suero y en orina

utilizando kit enzimatico de la marca Randox Laboratories.

6.3.3.4. Determinaciones enziméaticas
a) Glutation-S-transferasa en rifidon e higado

Para la determinacion de la enzima glutation-S-transferasa (GST) se
obtuvieron previamente los citosoles del o6rgano utilizando una solucion
amortiguadora de Tris-Sacarosa pH 7. Los d6rganos se homogenizaron en la
solucion amortiguadora en una relacién 4:1. Posteriormente, el homogenizado se
centrifugd a 10,000 g por 20 min a 4°C y el sobrenadante se removio para su
posterior ultracentrifugacion (100 000 g por 60 min a 4°C) y asi finalmente obtener
los citosoles del sobrenadante. Los citosoles obtenidos se almacenaron en
diferentes alicuotas y se congelaron a -70°C hasta su uso.

Una vez obtenidos los citosoles de los organos, se realizaron diluciones

apropiadas en solucion amortiguadora de fosfatos 0.1M, pH 6.5. Esta dilucién se
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utilizé para la determinacion de GST en un ensayo por microplaca por el método
de Habig et al., 1974. Este método se basa en la reaccion catalizada por la enzima
GST entre el cofactor glutatién reducido (GSH) y el sustrato CNDB (1-cloro-2,4-
dinitrobenceno). La reaccion se realizo utilizando 50 pL de la dilucion de citosol,
100 uL de solucién de GSH 3 mM y 150 uL de solucién de CDNB 2 mM. La
conjugacion del compuesto CDNB se monitoreé cada 20 segundos durante 2
minutos a una longitud de onda de 340 nm en un lector de microplacas modelo
Jersa Max tunable Reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Las
absorbancias obtenidas al primer y segundo minuto de la reaccion se utilizaron

para calcular la actividad de la enzima GST, utilizando la siguiente ecuacion:

nmol/mg proteina/min = A (Abs2 - A Abs1)

mg proteina * 0.0096

Donde:
Abs 1= absorbancia al primer minuto del inicio de la reaccion
Abs 2= absorbancia al segundo minuto del inicio de la reaccion
Coeficiente de extincién molar de CNDB= 0.0096 mM™" cm™
La concentracion proteina total se determiné por el método colorimétrico del
acido bicinconinico (BCA) (Pierce, Inc, Rockford, IL, EUA) empleando una curva

estandar de albumina sérica bovina.

b) Glutation reducido en rifién e higado

Para la determinacién del cofactor glutation reducido (GSH) se utilizo el
método propuesto por Ellman (1959) en microplaca. Se utilizaron 150 uL de
extracto citosodlico de 6rganos y se agregaron 120 uL de agua destilada y 30 uL de
acido tricloroacéico (TCA) al 20%. Se dejo reposar por 30 min y posteriormente las
muestras se centrifugaron (8500rpm por 5 min a 4°C), esto con el fin de precipitar
la proteina. El sobrenadante obtenido se utilizdé para la determinacién de GSH. A

cada pozo de la microplaca se le adiciond, en el siguiente orden: 150 uL de
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amortiguador Tris-EDTA pH 8.2, 50 uL del sobrenadante de la solucion citosalica,
80 puL de metanol y 20 uL de solucion de DTNB 2.46 mM (5,5-ditiol-2 acido
nitrobenzoéico). También se utilizé un blanco con 150 uL de amortiguador Tris-
EDTA pH 8.2, 130 pL de metanol y 20 uL de solucién de DTNB 2.46 mM. A los
cinco minutos de haber agregado el DTNB, se leyeron las absorbancias de las
muestras a una longitud de onda de 412 nm. Se utilizd6 una curva estandar de

GSH (0-120 uM) y los resultados se expresan como uM de GSH/mg de proteina.

c) Glutation peroxidasa en el rifion y el higado

La actividad GPx se midid por el método propuesto por Plagia y Valentine
(1976). Se basa en la oxidacién de GSH a glutation oxidado (GSSG) catalizada
por GPx, que luego se acopla al reciclaje de GSSG a GSH utilizando la enzima
glutation reductasa y NADPH. La tasa de consumo de NADPH se monitore6 a
340 nm, 25 ° C durante 2 min. Las absorbancias obtenidas al primer y segundo
minuto de la reaccién se utilizaron para calcular la actividad de la enzima GPXx,
utilizando la siguiente ecuacion:

pgmol/min/ml = A (Abs2 - Abs1)* FD
6.22*V

Donde:

Abs 1= absorbancia al primer minuto del inicio de la reaccion

Abs 2= absorbancia al segundo minuto del inicio de la reaccion

FD= Factor de dilucion

V = Volumen

Coeficiente de extincién molar de NADPH= 6.22

La concentracion proteina total se determind por el método colorimétrico del acido

bicinconinico (BCA), empleando una curva estandar de albumina.
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6.4. Andlisis estadisticos

6.4.1. Analisis fisicos y quimicos y ensayo in vitro de las manzanas

Los resultados de las determinaciones de acidez titulable, pH, °BX,
compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante in vitro son reportados
como la media * la desviacion estandar (DE).

6.4.2. Ensayo biolégico in vivo

Disefio de tratamientos: Unifactorial.

Disefio experimental: Bloques al azar con siete repeticiones.

Factor de estudio: Genotipos de manzano.

Tratamientos: Los diversos genotipos: ‘SM1’ Micromalus, ademas de los
cultivares ‘Red Delicious’, ‘Golden Delicious’ y ‘Red Delicious’ comercial en dosis
de 0.535 g PS/kg P.C. asi como el control diabético y el control sano.

Unidad experimental: Una rata ‘Wistar’ macho diabética de 280 a 300 g de
peso corporal (P.C.).

Variables evaluadas:

e Peso corporal

e Consumo de alimento

¢ Glucosa sanguinea en ayuno

e Triglicéridos, colesterol total y HDL en el suero.
e Creatinina en suero y orina

e Actividades de enzimas antioxidantes y nivel de GSH

Se realiz6 un analisis de varianza con las variables consideradas,
utilizando un nivel de confianza de 95%, ademas se realizdé la comparacién de
medias aplicando la prueba de Tukey-Kramer y la prueba de Dunnett. Los analisis
estadisticos se realizaron en el programa estadistico SPSS version 17 (Castafo y
Dominguez, 2010).
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6.4.3. Analisis de correlacion

Se llevé a cabo un analisis de correlacion simple por pares entre las
caracteristicas fisicas y quimicas de las manzanas utilizadas y las distintas

variables de respuesta evaluadas en los animales.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Analisis fisicos y quimicos de las manzanas
7.1.1. Acidez total titulable, pHy sélidos solubles

En la Tabla 7.1. se muestran los valores obtenidos para los distintos
genotipos considerados referentes a Solidos solubles totales (SST), acidez total
titulable (ATT) y pH.

Los SST fluctuaron entre 15 y 22 °Bx, valores dentro de los rangos ya
establecidos para la manzana. En efecto, de acuerdo a la Norma Oficial, el
contenido de sdlidos solubles totales (azucares) en la manzana para consumo en
fresco debe ser mayor de 11®Bx en las variedades rojas y mixtas o parcialmente
rojas y mayor de 12 ?Bx en las variedades amarillas (Norma Oficial Mexicana,
2003). El mayor porcentaje de azucares se encontré para ‘Micromalus’ (22 °Bx)
mientras la menor concentracién la presentaron los genotipos ‘SM1’, ‘Red
Delicious’ comercial y ‘Golden Delicious’ (15 °Bx). El contenido de SST en todos
los frutos analizados supero los limites establecidos por la Norma Mexicana NMX-
FF-061-SCFI-2003 y concuerdan con los valores reportados por Mendoza et al.
(2006) a saber 12.7 @Brix para ‘Red Delicious’, para ‘Golden Delicious’ 13.4 °Brix, y
para Micromalus 22.2°Brix.

La acidez total titulable (ATT) de la fruta fresca varié entre cada cultivar. En
efecto, en una plantacion comercial, ubicado en Molina, Curico, Regién del Maule,
Chile, los valores obtenidos en manzanas ‘Red Delicious’, ‘Granny Smith’, ‘Fuji’,
‘Pink lady’ y ‘Royal Gala’ fluctuaron entre 0.18 % y 0.40% de acido malico (Vieira
et al., 2009; Henriquez, et al., 2010). En el presente estudio los valores obtenidos
de acido malico de 0.19 para ‘Red Delicious’ comercial a 1.28% para ‘Micromalus’.
Respecto al pH, los valores encontrados en este estudio fueron menores para las
variedades rojas (3.4 para ‘Micromalus’ a 4.0 para ‘Red Delicious’) y un poco
mayor 4.1 para ‘Golden Delicious’. Estos resultados concuerdan con lo reportado
por Mendoza et al. (2008). Asimismo, se observa que mientras la acidez

disminuye en las variedades consideradas, el pH tiende a incrementarse (R =-

40



0,97), lo cual se debe ciertamente a que el pH de los frutos esta determinado
fundamentalmente por la concentracién de acidos organicos presentes en el fruto.

En el caso de la manzana el mas abundante es el acido malico (Lalatta, 1999).

Tabla 7.1. Sélidos solubles totales, acidez total titulable y pH en los

diferentes genotipos de manzana evaluados en este estudio

) SST ATT
Genotipo Color . pH
(°Bx) (% Ac. Malico)

‘Micromalus’ Roja 22 +0.002 1.28 +0.36 3.4 +0.02

‘Red Delicious’

) Roja 15+ 0.001 0.19 +0.01 4.0 +0.02

comercial
‘Red Delicious’ local Roja 19 + 0.001 0.45 + 0.02 3.9+0.01
SM1 Roja 15+ 0.001 0.68 + 0.01 3.7 £0.01
‘Golden Delicious’ Amarilla 15 + 0.001 0.25 + 0.007 4.1+0.01

Cada valor representa la media + D.E. de tres mediciones independientes.

7.2. Fenoles totales y capacidad antioxidante

Los polifenoles confieren a los alimentos colores acentuados con diferentes
matices lo que los hacen atractivos al consumidor (Araya et al., 2006). Los
compuestos antioxidantes presentes en los alimentos de origen natural pueden
ayudar a disminuir el estado de hiperglucemia y el estrés oxidativo presente en la
diabetes. La manzana se considera una fuente natural de antioxidantes como

compuestos fendlicos.
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En la Tabla 7.2 se muestran los valores obtenidos para compuestos
fendlicos y capacidad antioxidante de los distintos genotipos de manzana
utilizados en el presente estudio.

Las concentraciones de polifenoles fluctuaron entre 9.24 y 43.86 mg eq.
AG/qg, los cuales resultaron superiores a los reportados para la variedad ‘Red
Delicious’ (11.6 mg eq. AG/g) en Chile (Enriquez et al., 2010), asi como los
valores reportados para diversas variedades establecidas en Brasil (1.80 - 2.33 mg
eq. AG/g) (Vieira et al., 2009)

En el presente estudio es notorio que los genotipos correspondientes a
manzanas rojas presentaron mayor contenido de fenoles respecto a ‘Golden
Delicious’ lo cual coincide con Tsao et al. (2003). El contenido de compuestos
fendlicos queda determinado por numerosos factores, entre los que podemos
mencionar la especie, variedad, condiciones de cultivo y estado de maduracion del

fruto (Cacace y Mazza, 2003).

Tabla 7.2. Concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

de los genotipos de manzana

_ Compuestos fendlicos Capacidad antioxidante
Tratamiento

mg eq. AG/g fruto (Inhibicién del ABTS, %)
Micromalus 438+1.4 97.5+0.2
‘Red Delicious’
_ 23.7+1.7 97.3+05
Comercial
Red Delicious Local 22.6+1.2 94.3+0.5
SM1 92+14 39.7 £ 0.1
Golden Delicious 18.3+ 1.0 78.7 0.7

Cada valor representa la media = D.E. de tres mediciones independientes.
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Por otra parte, en el presente estudio se encontré que los genotipos de
manzanas presentan variaciones significativas en su capacidad antioxidante
(Tabla 7.2). En efecto, se observa que ‘Micromalus’ muestra el mayor porcentaje
de inhibicion (97.5 %), seguida de ‘Red Delicious’ comercial 97.3%, 'Red Delicious’
local (94.3%) ‘Golden Delicious’ (78.7%) y SM1 (37.7%).

El contenido en compuestos antioxidantes de frutas y, por tanto, su
capacidad antioxidante asociada, puede verse afectado por factores fisioldgicos,
como la variedad y su estado de madurez, asi como por factores tecnoldgicos,
como las condiciones de conservacion y procesado del fruto en cuestién (Lindley,
1998). Los alimentos difieren en su poder antioxidante y por lo tanto en su
eventual capacidad para disminuir los riesgos de las enfermedades cronicas
(Araya et al., 2006). Los efectos benéficos a la salud de las manzanas son
relacionados, en parte, con su capacidad antioxidante.

La mayor o menor capacidad antioxidante no siempre esta en relaciéon con
la concentracion de compuestos fendlicos, obteniéndose en este caso un
coeficiente de correlacion importante (r = 0.74).

Chagné y colaboradores (2012) reportan que cuando se evalua la
capacidad de secuestrar radicales libres no siempre es importante el contenido de
compuestos fendlicos, sino mas bien la posicion del grupo hidroxilo de los fenoles

presentes en solucion.

7.3. Efecto hipoglucemiante e hipolipidémico de los genotipos de manzana
7.3.1. Consumo de alimento

Para evaluar los beneficios a la salud de los diferentes genotipos de
manzana, estas fueron evaluadas en animales diabéticos. Cuando la diabetes esta
controlada, puede haber una disminucion de la ingesta del alimento, la cual esta
regulado por péptidos anorexigénicos y orexigénicos que controlan los centros de
saciedad y apetito, respectivamente (Patel, 2006). La Figura 7.1 muestra el

consumo de alimento de los grupos experimentales tratados durante el periodo de
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tiempo considerado. Se observa que el grupo control sano presenté un patréon de
consumo relativamente estable con un aumento en la semana 2 del 6.7%
comparado con la semana 1. El patron de consumo para el grupo control
diabético fue similar al del grupo sano, ya que presenté también un aumento
maximo en la segunda semana, pero en este caso fue mas pronunciado (9.8 %).
Por su parte, los grupos de ratas diabéticas tratadas con manzana mostraron una
evidente disminucion en el consumo del alimento en la semana 2 con respecto al
grupo control. Siendo mayor la disminucion para los genotipos 'SM1’ (6.9%) y ‘Red
Delicious’ local (6.5 %).

Lo anterior sugiere que el fruto pudiera estar actuando de manera similar a
la insulina o incrementando su secrecion, lo que estimularia la expresién de
péptidos anorexigénicos, regulando asi la ingesta de alimento de los animales de
experimentaciéon. La expresion de estos péptidos es inhibida o estimulada por la
insulina. Durante la diabetes, la disminucién y/o actividad de la insulina, altera la
regulacion de estos péptidos lo que conduce a un aumento del consumo de
alimento (Arora y Anubhuti, 2006).
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Figura 7.1.Consumo de alimento diario de ratas diabéticas tratadas con

diferentes genotipos de manzana.

Cada barra representa la media + EE por grupo
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7.3.2. Peso corporal

A pesar de que los pesos iniciales de los animales correspondientes a los
distintos tratamientos fueron muy similares, se registré una disminucion de éste en
todos los tratamientos con relacién al grupo de ratas sanas (Figura 7.2). El grupo
correspondiente al control sano continu6é ganando peso hasta la cuarta semana de
tratamiento (277g a 380 g). Por su parte, el grupo control diabético y los grupos
tratados con manzana perdieron peso desde la primera semana hasta el final del
tratamiento. En la semana 2, el tratamiento suplementado con manzana ‘Red
Delicious’ local tuvo la menor pérdida de peso con 47% respecto al grupo
diabético control y dicha merma fue estadisticamente significativa. Al final del
tratamiento la disminucion de peso fue significativa con ‘Golden Delicious’ con una
merma de 30,6 %, en relacion al control diabético (p < 0.05). En un estudio
administrando jugo de garambullo a ratas diabéticas en diferentes dosis se
observé también una pérdida de peso de (22.7%) para una dosis de 2g/kg
(Martinez, 2008).

450

400 T
. 350 T L
%:) 300 TLIT=T L . Sanas - -
‘g 250 —+ s T ¥ P Control Diabetico
8§ 200 | TmY ® Micromalus
g 150 - Red Comercial
e 100 —+ | | - E Red Local

50 | | - - B SM1
L] T T w Golden
© . 2 3 4 ‘ Diferencia
Tiempo (semanas) significativa

Figura 7.2. Evolucion del peso corporal de ratas diabéticas alimentados con
dietas suplementadas con diferentes genotipos de manzana.

Cada barra representa la media + EE por grupo; n=7 ratas por grupo
La evolucidn del peso corporal durante la diabetes es un factor importante
que indica el progreso de la enfermedad. Esto se debe a que una de las
caracteristicas de la diabetes es la disminucion del peso corporal debido a la

pérdida de masa muscular y la degradaciéon de los triglicéridos provenientes del
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tejido adiposo, como resultado de la demanda de energia del organismo que no
puede cubrir la glucosa, al no poder ser incorporada a los tejidos dependientes de

insulina.

7.3.3. Glucosa sanguinea

La diabetes es una enfermedad que se caracteriza por un constante estado
de hiperglucemia que, dependiendo del avance de la enfermedad, puede afectar a
ciertos 6rganos vy tejidos. El progreso de la enfermedad incrementa el riesgo de
desarrollar alguna complicacién propia de la diabetes.

En la Figura 7.3 se muestra la evolucion de las concentraciones de glucosa
sanguinea de las ratas diabéticas de los tratamientos experimentales a través del
tiempo. Se observa un incremento significativo en los niveles de glucosa de todos
los tratamientos, incluyendo el testigo (control diabético), desde 250 mg/dl hasta
600 mg/dl. Se observd que a la cuarta semana se presentdé un efecto
hipoglucémico en las ratas diabéticas tratadas con manzana ‘Golden Delicious’ y

SM1 con respecto a su grupo control diabético.
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Figura 7.3. Concentracion de glucosa sanguinea de ratas diabéticas

alimentadas con diferentes genotipos de manzana.

Cada barra representa la media + EE por grupo; n= 7 ratas por grupo

Los estudios in vitro reportados, muestran que los compuestos fendlicos

reducen los niveles de glucosa en la sangre (Al-Awwadi et al., 2004) y podrian
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participar en algunos mecanismos, los cuales incluyen la estimulacion de la
insulina por las células B-pancreaticas (Ohno et al., 1993), la estimulacion
adrenérgica de la absorcion de glucosa (Cheng y Liu, 2000) y la inhibicién de
gluconeogénesis (Waltner et al., 2002).

En la Tabla 7.3 se observa que en la segunda semana ‘Red Delicious’
comercial propicia un incremento significativo en los niveles de glucosa
sanguinea. Por el contrario, en la semana cuatro se manifiesta una disminucion
significativa para los tratamientos ‘Golden Delicious’ y ‘SM1’. Este resultado
concuerda con lo reportado por De Oliviera (2003) en el cual pacientes que
consumieron manzana tres veces al dia por 12 semanas redujeron

significativamente sus niveles de glucosa en la sangre.

Tabla 7.3. Efecto de dietas suplementadas con manzana sobre la

concentracion de glucosa sanguinea a través del tiempo en ratas diabéticas.

_ Concentracién de glucosa (mg/dL)
Tratamiento

8 dias 15 dias 21 dias 28 dias
Sanas 79.2 73.2 66.7 74.5
Control Diabético 362.0 ab 329.5 a 5357 b 486 bc
Micromalus 301.0 a 328.8 a 532.5 ab 584 C
Red Delicious comercial 4121 b 4578 b 452.2 a 493.5 bc
Red Delicious local 368.0 ab 384.4 ab 468.2 a 5235 ¢
SM1 348.4 ab 417.8 ab 4935 ab 376.2 a
Golden Delicious 2751 ab 3344 ‘a 388.4 ab 334.4 ab
D.M.S. Dunnet 0.05 109.4 97.4 79.0 116.3
F 1.19 2.75 1.61 3.96

Cada valor representa la media; n= 7 ratas por grupo
Los promedios con letras distintas difieren significativamente segun la Prueba de Dunnet (P=0,05).

7.3.4 Lipidos séricos

El perfil de lipidos incluye colesterol total, triglicéridos, lipoproteinas de baja

densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad (HDL) en el suero sanguineo. Las
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alteraciones de este perfil son una complicacion comun de la diabetes inducida
con STZ en animales de experimentacion (El y Hassanin, 2007). Ademas de los
niveles elevados de glucosa en la sangre, la diabetes se acompafia del
metabolismo lipidico anormal conocido como dislipidemia diabética.
Desafortunadamente, el control de la dislipidemia diabética no siempre acompana
al control de los niveles de glucosa en la sangre. La hiperlipidemia, como es
comunmente nombrada, representa un factor de riesgo importante para el
desarrollo prematuro de la ateroesclerosis cardiovascular en los pacientes
diabéticos (Kaur et al., 2002).

En la Tabla 7.4 se muestra el perfil de lipidos después de cuatro semanas
de consumo de los distintos tratamientos.

Para triglicéridos, colesterol total, LDL y HDL, los valores obtenidos en el
control diabético son significativamente superiores a aquellos observados en el
control sano, debido a trastornos lipidicos considerados como una consecuencia
de la alteraciéon del metabolismo de los carbohidratos, debido a la capacidad
limitada que tiene el organismo para utilizar la glucosa y movilizar los depdésitos de
grasa para cubrir las necesidades energéticas (Andrade y Lifshitz, 2000).

El tejido adiposo requiere de la insulina para realizar su funcién en
incorporar glucosa y reesterificar los acidos grasos que son almacenados en forma
de triacilglicéridos. En la diabetes, la funcidn de reesterificacion no se realiza
eficientemente, incrementandose los niveles de triacilglicéridos. en sangre
(Goldstein et al., 2003). Estas alteraciones en el metabolismo lipidico
posteriormente, pueden producir lesiones vasculares afectando a grandes y
pequenos vasos (Téllez, 2005). Los distintos tratamientos con manzana
produjeron un aumento de triglicéridos siendo el maximo con Micromalus 45%,
‘Golden Delicious’ 34%, ‘Red Delicious’ comercial 8%, mientras ‘SM1’ disminuy6
22% seguida de ‘Red Delicious’ local con 4%, todas respecto al control diabético,
lo que sugiere que SM1 pudiera tener un efecto protector cardiovascular.

Por otro lado, el colesterol total disminuyé alrededor de 29 % con el
tratamiento correspondiente a ‘SM1’, seguido de ‘Red Delicious’ local con 17%,

siendo estos tratamientos significativos respecto al control diabético. Los
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compuestos fendlicos podrian participar en la reduccion de la absorcion de
colesterol, probablemente debido a las interacciones con los transportadores de
colesterol presentes en el borde en cepillo de la célula intestinal; al reducir la
absorcion de colesterol, disminuye el aporte de colesterol al higado, lo que
incrementa la expresidon del receptor de LDL para compensar la menor
disponibilidad de sustrato, disminuyendo el colesterol plasmatico (Fernandez et al.,

2007).

Tabla 7.4. Efecto de distintas dietas de manzana sobre la concentracion de

lipidos séricos de ratas después de 4 semanas de consumo

) Triglicéridos Colesterol Total HDL LDL
Tratamiento
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Sanas 88.8+4.3 84.3+11.6 46.2+7.3 38.1+13.7
Control
) . 109.4 + 27.2ab 116.8+ 55.2b 46.5+ 12.3 abc 91.2+526b
diabético
Micromalus 1594 +64.5c¢c 107.4 9.6 ab 50.7 £ 6.60 bc 56.7+12.6 a
Red Delicious
118.9 + 32.3 abc 111.3 £13.4 ab 47.9+9.1 abc 63.4+15.6 ab
Comercial
Red Delicious
105.2+19.1ab 97.0+179a 416 +13.2ab 55.3+144 a
Local
SM1 85.4+19.1a 98.6 £+ 15.7 a 399+7.0a 61.2+13.3ab
Golden
o 146.2 +63.6 bc 109.7 +30.3 ab 56.1£94 ¢ 57.2+134 a
Delicious
D.M.S.
47.94 29.63 11.35 29.71
Dunnet 0.05
F 2.95 1.32 2.42 1.91

Cada valor representa la media + D.E.; n= 7 ratas por grupo

Los promedios con letras distintas difieren significativamente segun la Prueba de Dunnet (P=0,05).

Por lo que respecta a las lipoproteinas, resulta conveniente sefalar que en

la diabetes generalmente se presentan elevadas concentraciones de LDL y bajas
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concentraciones de HDL lo que repercute en problemas cardiovasculares
(Goldstein et al., 2003). Después del consumo de los tratamientos con manzanas
se encontraron diferencias significativas respecto a las HDL y LDL. En efecto, se
aprecia un aumento en los niveles de HDL hasta ~21% con ‘Golden Delicious’ con
respecto al control diabético.

Para las LDL se aprecia una disminucion significativa de alrededor de ~40%
con ‘Red Delicious’ local, seguida de Micromalus y ‘Golden Delicious’ con ~37% y
‘SM1’ ~32%. Se ha reportado que los compuestos fendlicos afectan la secrecion
de las apolipoproteinas (Apo), en especial la Apo-B, resultando una lipoproteina
VLDL modificada, lo que produce una mayor actividad de la lipasa lipoproteica y
una menor cantidad de LDL circulante (Fernandez et al., 2007). Por lo anterior, el
consumo manzana de la Sierra de Querétaro podria reducir los factores de riesgo

de enfermedad cardiaca en pacientes con diabetes y con hipercolesterolemia.

7.3.5. Prevencion del dafo renal

Los rifiones filtran la sangre para eliminar los productos de desecho que el
cuerpo no puede utilizar; por ejemplo, la creatinina que es un producto de la
descomposicién de la creatina y es una parte importante del metabolismo de
nitrogeno y la cual es eliminada por la orina. Si el nivel de creatinina sérica es alto
es posible que esté presente un dafio en la funcién renal (Bazari, 2007).

Por lo anterior, la depuracidn de creatinina se utiliza para estimar la tasa de
filtracidn glomerular y establecer que tan dafiados se encuentran los rifiones. En la
Tabla 7.5 se observa que los animales tratados con el genotipo Micromalus
presentan un incremento significativo en los niveles de depuracion de creatinina
del 21% con respecto al control diabético. Este resultado sugiere un efecto
protector del genotipo Micromalus contra alteraciones en la funcién renal. En un
estudio realizado con ratas, se observd que la administracion de proantocianidina
en forma oligomérica mejord los marcadores de la funcion renal (Yokozawa et al.,
2011).
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Tabla 7.5. Depuracion de creatina en ratas ‘Wistar’ sometidas a distintas
dietas con manzana

Grupos Depuracion de creatinina
Sanas 1.19+0.12
Diabéticas control 0.56 + 0.15 ab
‘Red Delicious’ comercial 0.50 +0.14 ab
‘Red Delicious’ local 035+0.14 ab
‘Micromalus’ 068+010 b
SM1 0.29+0.08 ab
‘Golden Delicious’ 0.20+£0.05a
D.M.S. Dunnet 0.05 0.44
F 1.52

Cada valor representa la media = D.E.; n= 7 ratas por grupo

Los promedios con letras distintas difieren significativamente segun la Prueba de Dunnet (P=0,05).

7.3.6. Actividad de enzimas en 6rganos

Durante la diabetes, el organismo presenta un aumento del estrés oxidativo
y un deficiente sistema de defensa antioxidante endégeno (Lee et al., 2003). La
enzima GST y el cofactor GSH son importantes biomarcadores del sistema de
defensa antioxidante endogeno, al ser considerados como una de las principales
lineas de defensa del organismo. La conjugacién de xenobidticos con el cofactor
GSH, junto con la actividad de la enzima GST representa una de las vias de
destoxificacion mas utilizadas. La enzima GST cataliza la reacciéon de conjugacion
del GSH con xenobidticos, los cuales son precursores de la formacion de radicales
libres, eliminando productos del estrés oxidativo y neutralizando productos
electrofilicos toxicos (Stranley, 1991). Para conocer el estado oxidativo de los
organos de los animales de experimentacion, se determinaron la concentracion de
GSH vy actividad enzimatica de GST y GPx en tejido.

En las Figuras 7.4 y 7.5 se muestran la concentracion del cofactor glutation
reducido (GSH) en el higado y el riidn respectivamente. Los resultados mostraron
que la concentracion de GSH aumenté 11% en el higado con ‘Red Delicious’
comercial, el tratamiento con ‘Red Delicious’ local disminuyé 25%, seguida de

‘Micromalus’ en 15%, sin ser significativas respecto al control. En el riidn
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‘Micromalus’ aumento el nivel de GSH en un 90%, seguida de ‘Red Delicious’
comercial en 20%, sin embargo este aumento en el contenido de GHS renal no fue
significativo. En un estudio realizado con ratas, se observd que la administracion
de proantocianidina en forma oligomérica disminuy6 la generacion de ROS en la
diabetes (Moskaug et al., 2005). Esto sugiere que las proantocianidinas presentes
en las manzanas probablemente mejoran el estrés oxidativo producido en la
diabetes.

La actividad de la enzima glutation-S-transferasa (GST) en el higado y el
rindn de ratas diabéticas tratadas con manzana, respectivamente. La actividad de
GST (Figura 7.6) en el higado de los animales tratados se incremento en un 53%
con el genotipo ‘Golden Delicious’, este incremento fue significativo. Por otra
parte, en el riidn (Figura 7.7) el aumento fue de 20% para el genotipo ‘SM1’
siendo estadisticamente significativo.

Este efecto supresor de la glucosa en ROS puede estar asociado con un
aumento muy rapido en el contenido de NADPH y por lo tanto de la relacién de
GSH / GST, inducida por la glucosa alta, esto sugiere que el efecto dependiente
de la glucosa en ROS implica los cambios metabdlicos que aumentan la

capacidad antioxidante como respuesta citoprotectora (Rebelato et al., 2011).
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Cada barra representa la media £ EE por grupo; n=7 ratas por grupo.

En un estudio realizado con ratas diabéticas inducidas quimicamente con
estreptozotocina, se observod que el tratamiento con el extracto acuoso de la planta
Scoparia dulces por tres semanas incrementd significativamente la actividad de
GST vy los niveles de GSH, tanto en higado como rifidn de ratas, respecto al grupo
control (Pari y Latha, 2005).

Los resultados obtenidos son interesantes en el area ya que la GST brinda
quimioproteccion contra otras enfermedades crénico-degenerativas, debido a que
la enzima es la principal enzima encargada de destoxificar y eliminar cualquier
sustancia dafiina o toxica al organismo, asi como de eliminar especies reactivas
del oxigeno propias del metabolismo enddégeno. En base a lo anterior, se sugiere
que la induccion de enzimas destoxificadoras puede ser parte del mecanismo
quimioprotector de las manzanas.

Por otro lado, la actividad enzimatica de la Glutation Peroxidasa (GPx)
(Tabla 7.6) aumento significativamente en el higado con el genotipo ‘Red
Delicious’ local en un 21% y en el rinidn con ‘Golden Delicious’ (118%),

‘Micromalus’ (114%) y ‘Red Delicious’ comercial (87%). En un estado de estrés
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oxidativo como la diabetes, la concentracion y actividad de dichos biomarcadores,
se encuentra disminuida tanto en el suero como en los 6rganos. Sin embargo, los
compuestos antioxidantes ingeridos en la dieta pueden ayudar a disminuir el
estado oxidativo en la diabetes, al actuar como inductores de enzimas

antioxidantes.

Tabla 7.6. Efecto de la adicién de manzanas sobre la actividad enzimatica de

Glutation peroxidasa (GPx)

G GPx Higado GPx RifiGn
rupos : .
umol/min/ml gmol/min/ml
Sanas 1.18 £ 0.21 1.66 £ 0.21
Diabéticas control 1.83+0.12 ab 1.12+0.33 a
‘Micromalus’ 159+ 0.17 a 2.40£0.08
‘Red Delicious’ comercial 175+0.13 a 210+£0.35 b
‘Red Delicious’ local 222+006 b 1.16+£0.29 a
SM1 1.79+0.21 ab 1.06+0.30 a
‘Golden Delicious’ 1.68+0.12 a 245+0.03 b
D.M.S. Dunnet 0.05 0.42 0.76
F 2.14 6.41

Cada valor representa la media = D.E.; n= 7 ratas por grupo

Los promedios con letras distintas difieren significativamente segun la Prueba de Dunnet (P=0,05).

7.3.7. Andlisis de correlacion

Se realiz6 una matriz de correlacion simple por pares en la que se incluyeron
todas las variables de estudio, tanto las referentes a las caracteristicas fisicas y
quimicas de las manzanas, como a las variables de respuesta obtenidas en los
animales como consecuencia de las dietas a las que fueron sometidos (Tabla 7.7).
Se detectaron algunas correlaciones significativas, las cuales se describen a

continuacion.

a) Correlaciones entre las caracteristicas fisicas y quimicas de los frutos
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Se advierte una correlacion positiva y significativa de los sélidos solubles
totales con el contenido de fenoles totales (R= 0.85, P < 0.01). La regresion lineal
se muestra en la Figura 7.8. En dicha figura se observa que los genotipos
estudiados se mantienen cerca de la recta de regresion, siendo Micromalus quien
parece definir el coeficiente significativo. Entre los factores fisiologicos importantes
en maduracion de la fruta estan los solidos solubles totales (SST) y acidos
organicos, pues juegan un papel importante en la relacidn de azucar a acido
afectando el sabor y color de frutas. Bioquimicamente la relacion es de vital
importancia, pues en la maduracion la glucosa sigue dos rutas basicas implicadas
en la biosintesis de compuestos fendlicos: la ruta del acido shiquimico y la ruta del

acido malodnico (Avalos y Perez-Urria, 2009).
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Figura 7.8. Correlacién entre fenoles totales y SST.
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Tabla 7.7. Coeficientes de correlacion y significancia estadistica

3 s & 5 g < 8§ 4 g - g 3 ¢ £ s & 5 % 5 % 4
s 5 ¢ % & § § % ¢ § § & 3 3 § T £ £ & & & & £ < 5 3z 3z
= < o O] o
Peso (0) 1
Glucosa(0) -0,213 1
Peso(1) 0,670**  -0,238 1
Glucosa(l) 0,002 0,113 0,044 1
Peso(2) 0,507**  -0,054 0,808 0,133 1
Glucosa(2) 0,242 0,055 0,108 0,232 0,377 1
Peso(3) 0,299 -0,076 0,697 0,049 0,859**  0,308* 1
Glucosa(3) 0,060 0,173 -0,180 0,138 -0,300 0,020 -0,278 1
Peso(4) 0,159 -0,066 0,540 -0,081 0,759** 0,263  0,872** -0,426** 1
Glucosa(4) 0,107 0,053 -0,119 0,243 -0,239 -0,022 -0,292 0,136 -0,222 1
Colesterol 0,142 0,026 0,074 0,015 0,177 -0,138 0,191 0,112 0,181 -0,180 1
HDL -0,156 0,104 -0,055 -0,199 -0,026 -0,142 0,133 -0,177 0,336* -0,003 0,185 1
LDL 0,172 -0,027 0,061 0,132 0,170 -0,083 0,134 0,179 0,013 -0,184  0,877**  -0,232 1
Triglicéridos  -0,149 0,018 -0,133 -0,072 -0,119 -0,008 -0,063 0,031 0,170 0,175 -0,004 0,288 -0,148 1
Aclaramiento 0,072 -0,021 0,023 -0,029 -0,034 -0,104 -0,099 0,092 -0,158 0,123 0,479**  -0,116  0,459**  -0,095 1
GSH rifion -0,186 -0,392 -0,209 0,106 -0,255  -0,377* -0,327*  -0,035 -0,216 0,204 0,023 -0,010 0,032 0,076 -0,075 1
GSH higado  -0,105 -0,096 -0,009 -0,122 0,008 -0,165 -0,055 -0,179 0,061 -0,322* 0,435 0,242 0,299 0,021 0,312 0,028 1
GST rifion 0,120 0,171 0,180 0,131 0,084 -0,012 0,077 0,263 -0,087 0,076 0,142 -0,287 0,218 -0,084 0,061 -0,161  -0,367* 1
GST higado ~ -0,174 0,113 -0,182 0,044 -0,096 0,210 0,153 -0,089 0,145 -0,105 -0,219 0,202 -0,221 0,018 -0,295  -0,324* 0,007 -0,169 1
GPx rifién -0,249 0,125 -0,334* 0,075 -0,231 -0,091 -0,116 0,010 0,012 0,085 -0,070 0,183 -0,112 0,262 0,012 0,157 -0,105 -0,167 0,095 1
GPx higado 0,031 0,098 0,027 0,093 0,035 -0,069 0,015 -0,057 -0,046 0,061 0,111 0,057 0,036 -0,190 0,085 0,055 -0,002 0,015  -0,407** -0,368"* 1
Fenoles 0,082 -0,050 -0,113 -0,124 -0,288 -0,248 -0,276 0,200 -0,116  0,571** 0,112 0,253 -0,041 0,404*  0,446** 0,332 -0,015 -0,153 -0,175 0,409* -0,157 1
CA -0,014 -0,004 -0,094 0,052 -0,231 -0,095 -0,090 0,013 0,006 0,513** 0,134 0,274 -0,029 0,308 0,375 0,204 0,051 -0,328 0,114 0,371* 0,037 0,743* 1
SST 0,165 -0,083 0,101 -0,158 -0,146 -0,290 -0,197 0,166 -0,157  0,550**  -0,060 0,035 -0,093 0,248 0,446 0,304 -0,163 0,041 -0,385* 0,100 0,026 0,852**  0,519** 1
AAT 0,211 -0,098 0,058 -0,222 -0,098 -0,255 -0,270 0,252 -0,200 0,331 -0,052 -0,023 -0,045 0,194 0,299 0,269 -0,138 0,186  -0,474** 0,057 -0,161  0,649** 0,003 0,797** 1
pH -0,318 0,135 -0,125 0,161 0,017 0,158 0,261 -0,233 0,216 -0,330 0,066 0,103 0,007 -0,118 -0,318 -0,257 0,116 -0,191  0,499** 0,022 0,143  -0,589** 0,051 -0,739** -0,979** 1

* = correlacion significativa (P < 0,05); ** = correlacion significativa P < 0,01)
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Asimismo, es interesante destacar la correlacion positiva y significativa
que existe de sdlidos solubles totales con la capacidad antioxidante in vitro
(R=0.52, P <0.01).

Para la capacidad antioxidante expresada como % de inhibicién de ABTS
se observa una correlacion positiva con fenoles totales (R= 0.74, P < 0.01).
Esto podria deberse un aumento en la sintesis de enzimas antioxidantes y lo
que lleva a un aumento en la concentracién polifendlica debido a una mayor
exposicion de las plantas silvestres a los extremos de temperatura, al dafio
por plagas y organismos patdégenos, porque la sintesis de compuestos
fendlicos suele ser un mecanismo de defensa ( Reyes et al. 2005).

Otras correlaciones significativas en las caracteristicas fisicas y quimicas
de la manzana son las siguientes: acidez total titulable se correlaciond
positivamente con fenoles totales (R= 0.65, P < 0.01), con sdlidos solubles
totales (R= 0.79, P < 0.01) y se correlaciono negativamente con pH (R= -
0.98, P < 0.01) (a mayor acidez, menor pH, como se coment6 arriba). El pH
se correlaciono negativamente con Fenoles totales (R= - 0.59, P < 0.01) y
con los sélidos solubles totales (R= - 0.74, P < 0.01).

El pH y la composicion de minerales también pueden afectar la actividad
catalitica de enzimas en la pared celular teniendo un profundo efecto en la
estabilidad de antocianinas y la expresion del color. Estas correlaciones
indican que probablemente los compuestos fendlicos y flavonas podrian ser

la causa principal del poder antioxidante de la fruta (Tehrani et al. 2011).

b) Correlaciones al interior de las variables de respuesta obtenidas en las

ratas ‘Wistar’

De las variables obtenidas como respuesta al tratamiento, las
correlaciones fueron las siguientes:

La concentracion de LDL se correlaciond positivamente con colesterol
total (R= 0.87, P < 0.01). En la regresion lineal (Figura 7.9.) se observa que
los genotipos estudiados se mantienen cerca de la recta de regresion, sin

embargo el control diabético es superior a los tratamientos con manzanas.
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En efecto, una elevacion en la concentracion de colesterol libre conlleva los
siguientes procesos, disminucion de la sintesis de colesterol enddgeno,
disminucion de los niveles de receptores para las LDL en la superficie del
hepatocito, lo que implica una reduccion de la captacion del colesterol
sanguineo y un aumento en la concentracion de LDL en sangre (Navarro et
al., 2009).

100
90 *
R?=0,87
— &80
—
T
o
g 70
—
=) L4
- 60 %
‘s
50
a0
50 70 90 110 130 150
Colesterol{mg/dL)

Figura 7.9. Correlacién entre colesterol y LDL.

La glucosa al final del tratamiento se correlacion6 positivamente con la
actividad de la enzima Glutatién Peroxidasa renal (R= 0.37, P < 0.05). La
elevacion del nivel de glucosa en la sangre genera estrés oxidativo,
contribuyendo a aumentar la utilizacién de glutation reducido (Waggiallah y
Alzohairy, 2011).

Por otro lado, la actividad de Glutation-S-Transferasa hepatica se
correlacion6 positivamente con la concentracién del cofactor GHS hepatico
(R= 0.82, P < 0.01). La actividad renal de Glutation peroxidasa se
correlacion6 positivamente con la concentracion del cofactor GHS renal (R=
0.34, P < 0.05) y con la actividad hepatica de Glutation Peroxidasa (R= 0.73,
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P < 0.01). La actividad hepatica de Glutation Peroxidasa se correlaciono
positivamente con la concentracion del cofactor GHS hepatico(R= 0.34, P <
0.05). El efecto quimiopreventivo de compuestos fendlicos, flavonoides,
isotiocianatos, entre otros compuestos, presentes en las frutas y vegetables
también esta asociada a la induccién de fase 2 y enzimas antioxidantes
como glutation S-transferasa (GST), glutatién peroxidasa (GPX), donde GSH
participa como cofactor de éstas reacciones enzimaticas.

La depuracion de creatinina se correlaciond positivamente con la
actividad hepatica de Glutation Peroxidasa (R= 0.36, P < 0.05), con
colesterol total (R= 0.48, P < 0.01) y con LDL(R = 0.46, P < 0.01). Al
disminuir los factores que causan estrés en el organismo mejora la funcion

del sistema de defensa antioxidante enddgeno.

c) Correlaciones entre las caracteristicas fisicas y quimicas de las

manzanas y la respuesta en los animales

Se encontré6 una correlacion positiva entre los fenoles totales y las
variables Glucosa final (R= 0.51, P < 0.01), actividad hepatica de Glutation
Peroxidasa (R= 0.49, P < 0.01), Triglicéridos (R= 0.40, P < 0.05) y
Depuracion de creatinina (R= 0.44, P < 0.01), lo que parece confirmar que la
presencia en la fruta de este tipo de compuestos afecta disminuyendo las
complicaciones de Diabetes mellitus.

Asimismo, para la capacidad antioxidante se observa una correlaciéon
positiva con Glucosa final (R= 0.51, P < 0.01), Depuracion de creatinina (R=
0.37, P <0.05) y actividad renal de Glutatiéon Peroxidasa (R= 0.37, P < 0.05).

Por su parte, los sdlidos solubles totales se correlacionaron positivamente
Glucosa final (R= 0.55, P < 0.01), Depuracion de creatinina (R= 0.44, P <
0.01) y negativamente la actividad hepatica de Glutatién-S-Transferasa (R= -
0.38, P < 0.05).

Por otro lado, la acidez total titulable se correlacioné negativamente la
actividad hepatica de Glutation-S-Transferasa (R= - 0.47, P<0.01). El pH se
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correlacioné positivamente con la actividad hepatica de Glutatidn-S-
Transferasa (R= 0.49, P < 0.01).
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VIIl. CONCLUSIONES
Caracteristicas fisicas y quimicas

Las manzanas de los genotipos de epidermis roja mostraron mayor
concentracion de fenoles, totales y presentan caracteristicas fisicas y
quimica semejantes a la variedad ‘Red Delicious’, obtenida del comercio.

Los genotipos rojos presentaron mayor capacidad antioxidante evaluada
por el método ABTS.

Glucosa sanguineay lipidos séricos

Las ratas alimentadas con dietas suplementadas con manzana ‘Golden
Delicious’ y SM1 mostraron una disminucion significativa en los niveles de
glucosa en la sangre con relacion a las ratas control diabéticas.

El consumo de manzana ‘Red Delicious’ local y SM1 redujo
significativamente los niveles de colesterol en ratas diabéticas.

El consumo de manzana ‘Golden Delicious’ aumenté las lipoproteinas de
alta densidad (HDL).

Los genotipos ‘Micromalus’, ‘Red Delicious’ local y ‘Golden Delicious’
redujeron significativamente los niveles de lipoproteinas de baja densidad
(LDL).

Prevencién del dafio renal y actividad enziméatica
‘Micromalus’ aument6 la depuracién de creatinina lo que contribuye a

un efecto protector en la funcion renal.

Analisis de correlacién
- Los analisis de correlacion confirman la relacibn entre las
caracteristicas fisico quimicas, fenoles, capacidad antioxidante y la
reduccién de las complicaciones en la Diabetes mellitus, disminucion
de colesterol y aumento de la actividad antioxidante.
- Los genotipos establecidos en la Sierra de Querétaro podrian

utilizarse para disminuir las complicaciones de la enfermedad
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- Con estos resultados se podria buscar mejora en las variedades con

perfiles especificos nutracéuticos con beneficio a la salud.
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