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Resumen

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto del consumo de
inulina (Cichorium intybus) sobre los niveles de glucosa y malonaldehido (MDA) en ratas
inducidas (Sprague—Dawley) a Diabetes Mellitus Tipo I (DM2) con el farmaco
estreptozotocina. El enfoque de la investigacion fue de naturaleza cuantitativa, de disefio
experimental puro y explicativo, de modo, que los resultados respondieron el efecto de
inulina sobre los niveles de glucosa y MDA, en el modelo experimental planteado para
DM2. La muestra estuvo conformada por 42 ratas machos de la cepa Sprague—Dawley de
5 semanas, distribuidas en 5 grupos de tratamiento: grupo control no diabético (CND),
control diabético (CD), diabético dosis inulina 1 (CDI1), diabético dosis inulina 2 (CDI2) y
diabético dosis inulina 3 (CDI3). En el proceso de induccidn, las ratas recibieron una
solucion de fructosa al 10% ad libitum por dos semanas; posteriormente, se les administro
estreptozotocina (STZ) por via intraperitoneal (40 mg/kg). Los grupos experimentales
fueron alimentados por via orogastrica con dosis de inulina de 500 mg/kg, 860 mg/kg y
1100 mg/kg para los grupos CDI1, CDI2 y CDI3 respectivamente por un periodo de cuatro
semanas. Al finalizar la intervencion, las ratas diabéticas sin tratamiento, mostraron niveles
de glucosa y MDA significativamente elevados en comparacion con el grupo no diabético.
Se observo, también una disminucion significativa en los niveles de glucosa (39.1%) en el
tratamiento con dosis mas elevada (1100 mg/kg, CDI3), con respecto al grupo control
positivo. Asi mismo, al analizar los tratamientos se observé una disminucién del 5% de
MDA en la dosis maxima (CDI3) en comparacién al control positivo, sin embargo, no fue
significativo; el peso de los grupos CDI2 y CDI3 mostraron un incremento con respecto al
CD, aungque tampoco fue significativo. Con estos resultados podemos inferir que los niveles

de glucosa disminuyen a medida que se incrementa la dosis de inulina.

Palabras clave: Diabetes mellitus tipo Il, Inulina, Glucosa, Malonaldehido
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Abstract

The research of this investigation was aimed to determine the effect of Inulin
consumption (Cichorium intybus) on glucose and malonaldehyde levels (MDA) in rats
induced (Sprague — Dawley) to Diabetes mellitus type Il (DM2) with the streptozotocin drug.
The research approach was quantitative naturally, of pure and explanatory design, so the
results responded to the effect of inulin on the levels of glucose and MDA in the
experimental model posed for DM2. The sample consisted of 37 male rats of the Sprague-
Dawley strain of 5 weeks, distributed in 5 treatment groups: Non-diabetic control group
(NDC), Diabetic control (DC), diabetic Inulin dose 1 (CDI1), diabetic Inulin dose 2 (CDI2)
and diabetic Inulin Dose 3 (CDI3). In the induction process, the rats received a fructose
solution of 10% ad libitum for two weeks; subsequently, they were administered
streptozotocin (STZ) via Intraperitoneal route (40 mg/kg). The experimental groups were
fed by orogastric route with inulin doses of 500 mg/kg, 860 mg/kg and 1100 mg/kg for the
CDI1, CDI2 and CDI3 groups respectively for a period of four weeks. At the end of the
intervention, the diabetic rats without treatment showed significantly elevated glucose and
MDA levels compared to the non-diabetic group. It was also observed that a significant
decrease in glucose levels (39.1%) in the treatment with higher doses (1100 mg/kg, CDI3),
regarding to the positive control group. Likewise, when analyzing the treatments, a 5%
decrease in MDA was observed in the maximum dose (CDI3) compared to the positive
control, however, it was not significant; The weight of the CDI2 and CDI3 groups showed
an increase regarding to the CD, although it was not significant either. With these results

we can infer that glucose levels decrease as the dose of inulin increases.

Keywords: Mellitus diabetes type Il, Inulin, Glucose, Malonaldehyde
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Capitulo |

El problema

La Diabetes Mellitus (DM) es un problema mundial cuya prevalencia aumenta a ritmo
alarmante. Segun la Federacion Internacional de la Diabetes (FID), actualmente hay 1, 415
millones de adultos de 20 a 79 afios diagnosticados con diabetes en todo el mundo, otros
318 millones de personas tienen tolerancia a la glucosa alterada representando riesgo
elevado a desarrollar la enfermedad. Se estima que habra 642 millones de personas que
sufrirdn diabetes el 2040, de los cuales aproximadamente entre 87% al 91% tendran
diabetes tipo 2, del 7% al 12% diabetes tipo 1 y de 1% al 3% otros tipos de diabetes (1).

Por otro lado, en el afio 2000 América registré 13.3 millones de personas con diabetes
y el aflo 2030 se avizora que 32.9 millones padeceran de esta enfermedad (2). Este
problema tampoco es ajeno en Perq, ya que el 2012 se report6é una prevalencia de 7% de
DMy 23% de prediabetes (3).

La diabetes es una condicién crénica donde el organismo no produce suficiente insulina
0 en su defecto no puede utilizarla, produciendo niveles altos de glucosa en la sangre. Esta
condicion es la cuarta causa de muerte a nivel mundial, con alrededor de tres millones de
muertes por afio; los cambios de glucosa en la sangre es ocasionada por el cambio en el
estilo de vida de la poblacion, especialmente por la ingesta excesiva de alimentos de alto
valor caldrico (4).

Producto de la DM se desarrollan complicaciones crénicas microvasculares y
macrovasculares, generando la formacién de especies reactivas derivadas del oxigeno
(EROs), causando dafio oxidativo a las células (5). También, se describe que la
hiperglicemia desencadena procesos bioquimicos dafiinos para el organismo, como
procesos inflamatorios y estrés oxidativo, causando oxidaciéon de la glucosa que da lugar
a la formacién de alfacetoaldehidos, peroxido de hidrogeno entre otras especies de
oxigeno, lo que conduce al incremento de la velocidad de los procesos de glicosilacion y

oxidacion de lipidos y proteinas de la membrana ocasionando deterioro de las funciones

(6).

Frente a esta situacion se plantean alternativas como la inclusion de terapias
alternativas naturales, uso de plantas medicinales o metabolitos secundarios (7). Entre
ellos esta el consumo de inulina, que est4 relacionado con diversos beneficios a la salud;

asi mismo, se le atribuye propiedades benéficas a enfermedades que afectan a un gran



nimero de la poblacion entre ellas se encuentran las enfermedades del tracto
gastrointestinal, osteoporosis, cancer de colon y diabetes (8).

Un estudio realizado por Beristain et al. (9) en personas con niveles altos de colesterol,
mostré una disminucién considerable tras el consumo de inulina (9 g/dia), adicionada a una
preparacion en base a cereales por 4 semanas, el cual redujo el colesterol total y cLDL en
5y 7% respectivamente, mientras que, los triglicéridos disminuyeron un 27%.

Otro ensayo clinico doble ciego, realizado por Belcazar et al. (10) a 12 personas con
hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia, a los cuales se les administré 7 g/dia de inulina
durante el mismo periodo de tiempo, logré disminuir significativamente los triglicéridos, asi
como el colesterol total, c-LDL y ¢c-VLDL. Sin embargo, en personas con diabetes mellitus
2, el consumo de 15 a 20 g/dia durante el mismo tiempo, no registré6 cambios en los niveles
de colesterol y triglicéridos, por lo que el tratamiento present6 beneficios en personas con
dislipidemia sin diabetes.

Por otro lado, Peran et al. (11) mostré en pacientes diabéticos que recibieron
Lactobacillus sporogenes e inulina (1.08 g) por seis semanas, incrementaron
significativamente los niveles glutatién reducido (GSH). Esto demuestra que tratamientos
a base de inulina podria tener efectos antioxidantes, lo cual se serviria como neutralizante
ante el estrés oxidativo de los pacientes con DM. También , en un estudio similar de
pacientes con DM que consumieron pan simbiético (Lactobacilus sporogenes e inulina),
revel6 efectos benéficos sobre los biomarcadores de estrés oxidativo; aumentando
significativamente los niveles de éxido Nitrico (NO) plasmatico y disminucién significativa
de malondialdehido (MDA) (12).

Por otro lado, un estudio en humanos evaluo el efecto de la suplementacion con inulina
de achicoria con una dosis diaria de 10 g por dos meses, mostrando reduccién significativa
en las concentraciones de glucosa sérica en ayunas (14). Se ha demostrado también que
la ingestién de 20% de oligofructosa en ratas inducidas a diabetes con estreptozotocina
una disminucioén de la glucemia posprandial en dos meses de tratamiento (13).

Motivo por el cual, esta investigacion se desarrolla por la necesidad de brindar nuevas
alternativas de tratamiento a fin de mejorar el nivel de glicemia en personas con diabetes
mellitus tipo Il, enfermedad asociada al riesgo de muerte prematura, como consecuencia
de un estado de hiperglicemia, factor etiologico de las complicaciones diabéticas. Sin
embargo, se cuenta ahora con terapias alternativas y naturales, como el uso de diversos
alimentos o metabolitos secundarios (inulina), que favorecerian positivamente la
homeostasis de la glucosa y marcadores de estrés inflamatorio en personas con diabetes

mellitus tipo 1.



Se concluye con esta frase: “existen remedios para toda clase de enfermedad, menos

para tener salud.”

La salud es el reflejo de una vida saludable. La buena nutricion depende de la salud y
ella no puede existir sino introduciendo en nuestro cuerpo los productos destinados por la

naturaleza para nuestro mantenimiento.

Entonces diremos que, asi como los vicios se curan con virtud y la pobreza con riqueza,
asi también la enfermedad solo puede desaparecer con salud llevado por un estilo de vida
saludable siendo intemperantes al comer. La enfermedad solo son los resultados de

nuestro propio acto de cada dia. “Somos lo que comemos “ (16).

Fuimos creados para tener salud. “Amado, deseo que prosperes en todo, y tengas salud,
asi como prosperas espiritualmente.” (3 Juan 1:2). Los resultados que obtendremos al
cumplir las leyes del cuerpo seran de beneficio no solo para nosotros sino también para las
personas al derredor. Este dicho popular resume con mucha sabiduria la necesidad de
tomar medidas preventivas: “vale mas un gramo de prevencion que un kilo de curacién”. El
principio citado nos insta a esforzarnos para obtener grandes ganancias en el futuro y evitar

las complicaciones de la diabetes a la vez extender la calidad de vida y bienestar (17).

Esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto del consumo de inulina de
achicoria (Cichorium intybus) sobre los niveles de glucosa y malonaldehido (MDA) en suero

de ratas inducidas a Diabetes Mellitus Tipo Il con estreptozotocina. Asi mismo:

= Determinar los niveles de glucosa antes, durante y después del tratamiento en ratas
con Diabetes Mellitus Tipo Il.

= Determinar la lipoperoxidacion en los grupos experimentales después del
tratamiento de las ratas con Diabetes Mellitus Tipo II.

= Determinar la dosis efectiva de inulina de achicoria (Cichorium intybus) para reducir
los niveles de glucosa y peroxidacion lipidia en los grupos experimentales.

= Evaluar el cambio de peso de los grupos de tratamiento durante y después en ratas

con Diabetes Mellitus Tipo II.



Capitulo 1l

Revisiéon de literatura

1. Marco conceptual

1.1 Fibra: Definicion

Segun la American Association of Cereal Chemist (18), propone un nuevo concepto a
la fibra dietética sinénimo de fibra funcional, definida como “la parte comestible de las
plantas o hidratos de carbono analogos que son resistentes a la digestion y absorcion en
el intestino delgado, con fermentacion completa o parcial en el intestino grueso. La fibra
engloba polisacéridos, oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas a la planta. Las fibras
dietéticas promueven efectos beneficiosos fisiolégicos como el laxante, y/o atendan los

niveles de colesterol en sangre y/o atentan la glucosa en sangre”.

Las fibras dietéticas se caracterizan por la promocién de efectos fisiolégicos benéficos;
sin embargo, para que un componente de la dieta se le considere benéfico, este debe tener
un impacto positivo en la salud. Variadas investigaciones cientificas han demostrado
efectos benéficos fisiologicos positivos, como la disminucién de colesterol y glucosa en la
sangre. En estas Ultimas décadas se ha demostrado que el incremento del consumo de
fibra dietética y alimentos ricos en fibra produce efectos positivos sobre los niveles de
colesterol sérico, relacionado como biomarcador de riesgo cardiovascular. Se ha
comprobado, ademas, que el aumento en el consumo de alimentos, fuentes de fibra,
disminuyen los niveles de glucosa en suero después de comer, considerandose en ambos
casos efectos favorables para salud, aunque no todas las fibras estudiadas o alimentos

con un porcentaje alto de fibra muestran propiedades benéficas (18).



1.1.1 Tipos de fibra

Los tipos de fibra se describen en el cuadro 1:

Cuadro 1.

Clasificacion de la fibra

Polisacaridos

Incluyen celulosa, hemicelulosa, pectinas,

gomas, mucilagos y el almiddn resistente.

A. Composicién | 2.

quimica

Oligosacéridos

Se agrupan principalmente en
fructooligosacaridos (FOS) y
galactooligosacaridos (GOS).

Los FOS: ketosa, nistosa y fructosilnistosa.
Existen otros oligosacaridos como la inulina
(achicoria) que se encuentran en ciertos

alimentos.

Lignina

Resulta de la unién de varios alcoholes
fenilpropilicos  (cumarilico, coniferilico 'y

sinapilico).

B. Solubilidad

Soluble

En contacto con agua forman un reticulo,
guedando atrapada, generando soluciones
viscosas.

Entre estas fibras se encuentran: las pectinas,
algunas hemicelulosas, las gomas, los

mucilagos y los polisacaridos de las algas.

Insolubles

Se caracterizan por la escasa capacidad que
tienen en la retencibn de agua y formar
soluciones viscosas.

Entre ellas se mencionan: celulosa, diversas

hemicelulosas y la lignina.

C. Capacida
d de

Fibras no
fermentables
(< 100%)

Destacan fibras insolubles como la lignina y
algunas fibras solubles como: carragenina y

derivados de la celulosa.

fermentaci

z

on

Fibras
parcialmente
fermentables
(10 — 70%)

Fibras insolubles ricas en celulosa.
Fibras solubles como el agar y otras

parcialmente solubles.




Lo componen fibras solubles ricas en
3. Fibras hemicelulosa como: goma guar vy
fermentable | glucomanano.
s (> 70%) Fibras solubles ricas en acidos glucoronicos:
pectinas o algunas gomas.

Fuente: Alimentos funcionales aproximacién a una nueva alimentacién, 2010 (19).

1.1.2 Acciones fisiologicas de lafibra

Se le atribuye como accion fisiologica a la fibra el mantenimiento de una funcionalidad
intestinal adecuada; ademas del control de la obesidad, modulacién de los niveles de

glucosa plasmaética y la disminucién de la concentracion de colesterol sanguineo (19).

1.1.2.1 Homeostasis intestinal

Se le atribuye a la fibra una funcién gastrointestinal, facilitando la adecuada evacuacién
de los contenidos intestinales. Sin embargo, su estudio profundo en estos Ultimos afios ha
permitido conocer a profundidad el papel importante que ejerce la fibra en la fisiologia

intestinal.

Segun la clasificacién por solubilidad, la fibra soluble retiene agua en gran cantidad,
facilitando su capacidad de formar soluciones viscosas 0 geles cuando son combinadas
con agua. Mientras que la fibra insoluble o poco soluble actia como una esponja,
ocasionando la retencion del agua en su matriz estructural formando una mezcla de baja

viscosidad como se muestra en la figura 1 (19).

Fibra

Captacion agua Fermentacion flora bateriana intestinal

Crecimiento bacteriano Produccion gases

Estimulacion mecanica pared intestinal Propulsion de las heces

Normalizacion transito intestinal

Figura 1. Fibra dietética y transito intestinal. Fuente: Alimentos funcionales (19).



Como consecuencia de la fermentacién se forman acidos grasos de cadena corta
(AGCC), aproximadamente entre el 90 y 95%; estas son: acetato, propionato y butirato, en
una proporcion de 60:25:14, respectivamente (Figura 2). Se ha demostrado que el butirato
es fuente principal de energia para los colonocitos; contribuye en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal, incrementando la motilidad intestinal; induce la diferenciacién de
las células epiteliales coldnicas; disminuye la proliferacion epitelial previniendo el desarrollo
de procesos tumorales; preserva la funcion de la barrera intestinal facilitando la integridad
de las uniones intercelulares de los colonocitos. El acido propionico es un AGCC
metabolizado en el higado y actila como precursor en la gluconeogénesis y lipogénesis.
Por ultimo, se menciona, al acido acético, el cual es metabolizado en los tejidos periféricos
para obtener energia, 0 en el higado para la formacion de &cidos grasos de cadena larga

0 cuerpos ceténicos (20).

Acetato

* Obtencion energia en tejitos periféricos
* Sintesis hepatica de acidos grasos

Fibra AGCC Propionato

* Metabolizacion hepatica
* Activacion gluconeogénesis y lipogénesis

Fermentacion bacteriana Butirato

* Obtencion energia colonocito

* Facilita absorcion colonica de Naty H,0

* Promueve crecimiento y diferenciacion colonocitos

* Inhibician crecimiento células tumorales

* Asequra la integridad de la mucosa coldnica v al respuesta inmune

Efecto prebiotico

Figura 2. Acciones derivadas de la fermentacion de fibra dietética. Fuente: Alimentos

funcionales (19).

1.1.2.2 Control de la obesidad

El consumo elevado de productos industrializados, ademas de la reduccion en la ingesta
de frutas y verduras, conllevan a un déficit de fibra, de modo que el tratamiento se basa en
restriccion calérica y actividad fisica, siendo que la fibra favorecera al control de la ingesta

calérica, debido a los mecanismos que se detallan a continuacion:

- La fibra tiene una elevada capacidad de retener agua; ademas, su bajo poder
energético contribuye a reducir la densidad cal6rica de las preparaciones.

- Se requiere mayor masticacion para aquellos alimentos ricos en fibra, por lo que
aumentara el tiempo para su ingestion. A la vez, se estimula la secrecion de saliva

y jugo géstrico favoreciendo la sensacion de saciedad.



- La velocidad de vaciamiento gastrico disminuye a consecuencia del hambre
prolongando la sensacién de saciedad.

- Reduce la absorcion de AG e hidratos de carbono en el intestino delgado, esto
debido a la formacién de soluciones de alta viscosidad (fibra soluble), dificultando el
acceso de enzimas digestivas a los nutrientes, reduciendo asi el aporte calorico (19).

1.1.2.3 Accion hipocolesterolemiante

Los mecanismos que favorecen esta accion se describen a continuacion:

- El secuestro de los acidos biliares impiden su absorcidn, esto favorece su excrecion
con las heces y disminuye la cantidad que llega al higado por la via enterohepatica,
por lo que las células hepéticas aumentan la formacion de &cidos biliares en exceso
a partir de colesterol, de manera que el incremento de la degradacién del colesterol
no es compensado mediante el incremento de su sintesis; deben captarlo del
colesterol circundante, accionando la disminucion de los niveles de colesterol
plasmatico (Figura 3).

- Reduccién de la absorcion de colesterol, debido a que el colesterol de la
alimentacién es de la misma manera secuestrado por geles viscosos de la fibra en
el estbmago y el duodeno. Sumado a esto, la menor cantidad de &cidos biliares libre,
produce la disminucién del transporte de colesterol hacia la membrana abortiva. A
nivel del ciego, el colesterol secuestrado es liberado a causa de la flora bacteriana,
sin embargo, en esta posicién, la capacidad de absorcion es muy reducida.

- Inhibicién de la sintesis de colesterol, a consecuencia de la fermentaciéon bacteriana
de la fibra en el colon originando un incremento de la produccion de los AGCC.
Estudios experimentales manifiestan que el propionato en el higado actta inhibiendo
a la B-hidroxi-p-metil-glutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), siendo
que esta enzima es la principal en la regulacién de la sintesis de colesterol hepatico,
cuya actividad se incrementa cuando existe una baja concentracion de colesterol en

los hepatocitos.

El uso de la fibra como tratamiento alternativo favorecerda la prevencion de la

aterogénesis, por efecto hipocolesterolemiante (19).



Secuestro de acidos biliares y excrecién con la heces Incremento sintesis hepatica
de acidos biliares a partir de
colesterol plasmatico

FIBRA DIETETICA

Disminucion absorcion Inhibicion sintesis
intestinal de colesterol hepatica de colesterol

Figura 3. Mecanismos de la accion hipocolesterolemiante de la fibra dietética. Fuente:

Alimentos funcionales (33).

1.1.2.4 Modulacién del metabolismo de la glucosa

Diversos estudios ponen en manifiesto los efectos beneficiosos tras el consumo de fibra,
sobre el metabolismo de la glucosa en personas con diabetes mellitus, asi como en la

poblacién en general.

A pesar de la existencia de estudios acerca del efecto de la fibra dietetica, aun no esté
claro cudles son los mecanismos intrinsecos que genera la fibra dietética capaz de mejorar
la homeostasis de la glucosa. Se propone que sea a causa de la fraccion soluble, debido

a los posibles factores, que se detallan a continuacion:

- Retrasa el vaciamiento gastrico, que, junto al incremento del volumen de los
alimentos en el estbmago a causa de la fibra, esto promueve la sensacién de
saciedad de las personas, ocasionando asi la disminucion de la ingesta de alimentos
y como resultado una disminucién del aporte final de glucosa al organismo.

- Retiene los carbohidratos en la matriz de la fibra, por consiguiente, reduce el acceso
de las enzimas intestinales para hidrolizar los azucares. Este hecho, sumado a la
menor difusién de la glucosa liberada, provocara la disminucién de la absorciéon de
la glucosa.

- Incrementa la liberaciéon de la insulina, a su vez disminuye la resistencia a esta
hormona. Este factor juega un papel importante en el control de la glucemia en

personas con Diabetes Mellitus tipo II.

Estos efectos, en su mayoria, se deben a la capacidad de la fibra al estimular la
liberacion de varias hormonas gastrointestinales como la colecistocinina (CCK) y el péptido
tipo glucagoén 1 (GLP 1). Se ha demostrado que ambas hormonas ralentizan el vaciamiento
gastrico e incrementan la liberacion de insulina, ademas de inhibir la secrecién de glucagon

por el pancreas. Por otro lado, promueven la captacion de glucosa por los tejidos periféricos
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y disminuyen el aporte de la glucosa proveniente del higado (Figura 4). La formacion de
AGCC, en especial del butirato, pues se ha demostrado, en diversos estudios in vitro e in
vivo, que es te acido graso, reduce la produccién del TNFa, citocina que favorecen la
aparicion de resistencia a la insulina en el adipocito, por lo que el aporte de la fibra
aumentaria la formacion de butirato, inhibiendo asi la producciéon de TNFa, reduciendo la

resistencia a la insulina (19).

FIBRA DIETETICA

ESTOMAGO Retraso vaciamiento gdstrico Sensacion de plenitud
Dificulta accion enzimas digestiva Disminucion absorcion
INTESTINO DELGADO nutrientes (glucosa)
Aumenta produccion de: Aumento liberacion
Colecistocinina insulina
INTESTINO GRUESO Peptido tipo glucagon 1
Fermentacion (Produccion butirato) Mejora resistencia

insulina en adipocitos

Figura 4. Acciones de la fibra dietética en el control de la glucemia. Fuente: Alimentos

funcionales (19).

1.1.3 Achicoria

Es una especie originaria de la zona mediterranea del norte de Europa, perteneciente a
la familia Asteraceae. En su primer afio desarrolla una raiz muy profunday gruesa a la vez,
sus hojas distribuidas en roseta con peciolo corto; una vez que la planta fue expuesta a
temperaturas bajas, desarrolla un tallo vigoroso, diferenciando mdltiples 6érganos
reproductivos o flores en el extremo de la planta, mostrado en la figura 5. En general se
recolectan las raices, que luego de un proceso de lavado se cortan en rodajas, para

posteriormente secarse lo mas antes posible a una temperatura no mayor de 50°C (21).

Esta especie es utilizada como insumo industrial para la produccion de raices para su
posterior transformacion. Al fin del primer afio de formacién, cuando la raiz ha madurado,
se extrae la inulina y oligofructosas; estos carbohidratos son de uso en la industria
alimentaria, en diversos alimentos con el fin de mejorar la consistencia y a la vez aportar

un bajo valor calérico, aportando beneficios importantes a la salud (22).
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Figura 5. Cichorium intybus (achicoria). Fuente: Medicamentos herbarios tradicionales (23).

1.1.4 Inulina

Se define a la inulina como polisacarido de tipo fructano, cuya funcién prebiética ha sido
demostrada, tras varios estudios cientificos. La principal fuente de inulina es la raiz de
achicoria, sin embargo, se encuentra también en diferentes vegetales alrededor del mundo.
Se produce industrialmente a través de la extraccion de la raiz de achicoria. Es utilizado
también como ingrediente de derivados lacteos y postres. La inulina posee una capacidad
gelificante y emulcificante; ademas, es usado como sustituto de grasas y azlcares, aporta
textura y facilita la depresion del punto de congelacion. Es conocido también como un
ingrediente prebidtico , gracias a su configuracion quimica no puede ser hidrolizada por las
enzimas digestivas del hombre, por lo que continua sin alterarse hasta llegar a la parte
inferior del tracto gastrointestinal, donde gracias a las bacterias benéficas es fermentada,
aportando solo un valor calorico de 1.5 kcal/g (23).

1.1.5 Caracteristicas quimicas y fisicas de la inulina

La inulina estd conformada por moléculas de fructosa (fructosil-fructosa) unidas por
enlaces B- (2-> 1), usando el término fructanos para denominar a este tipo de compuestos.
Lo que caracteriza a estas cadenas es la particularidad que tienen al terminar en una
unidad de glucosa unida por un enlace a-(1,2); ejemplo de ello es la sacarosa, sin embargo,
el mondmero terminal de la cadena puede ser 3-D-fructopiranosil (24).
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Figura 6. Estructura quimica de la inulina: con una molécula terminal. Fuente: Fuente:

Madrigal y Sangronis, 2014 (22).

La inulina esta conformada por la combinacion de oligo y/o polisacéaridos lineales y
presenta una estructura polimérica y dispersa (Figura 6). Para obtener una inulina de alto
rendimiento (HP) se debe remover los monémeros de bajo peso molecular (Tabla 2). Asi
mismo, para obtener una mejor solubilidad en agua y funcionabilidad semejante al aztcar
o jarabe de glucosa, se debe hidrolizar parcialmente la inulina para obtener oligofructosa
(fructo-oligosacaridos), usando el término de fructanos para denominar este tipo de
compuesto, con la particularidad de terminar con un enlace a-(1,2), ejemplo de esto es la
sacarosa, asi también el monémero terminal de la cadena puede corresponder al residuo

B-D-fructopiranosil (24).

Se encuentra la inulina en mas de 36 000 plantas como material de reserva de energia.
Entre las especies de plantas se identifican las del grupo Liliaceae, ajo, cebollay esparrago,

también las del grupo Compositae, achicoria, pataca y yacon, mostrado en la tabla 1 (25).
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Tabla 1.

Contenido promedio de inulina en diferentes plantas

_ Inulina
Especie vegetal
(g/100 g base seca)

Pataca (Helianthus tuberosus) 89
Achicoria (Cichorium intybus) 79
Raiz de Dalia (Dahlia spp.) 59
Cebolla (Allium cepa L) 48
Ajoporro (Allium porrum L.) 37
Ajo (Allium sativum) 29
Yacon (Smallanthus sonchifolius) 27
Esparrago (Asparragus officinalis L.) 4

Cambur (Musa cavendishii)

Centeno (Secale cereale) 1

Fuente: Madrigal y Sangronis, 2014 (22).
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Tabla 2.

Caracteristicas fisicoquimicas

oligofructosa (26).

de la inulina, inulina de “alto desempefo” (HP) y

Caracteristica Inulina Inulina HP Oligofructosa
. GFn(2=n= GFn(10=n-= GFn+Fn(2=n
Estructura quimica(*)
60) 60) =7)
GPprom 12 25 4
Materia seca (g/100g) 95 95 95
Pureza(g/100g) 92 99,5 95
Azucares (g/100g) 8 0,5 5
pH 5-7 5-7 5-7
Cenizas (g/100g) <0,2 <0,2 <0,2
Metales pesados (g/100g <0,2 <0,2 <0,2
secos)
o Polvo blanco Polvo blanco Polvo blanco o
Apariencia ) )
jarabe viscoso
Neutral Neutral Moderadamente
Sabor
dulce
Dulzor % (vs. 10 Ninguno 35
sacarosa=100%)
Solubilidad en agua a 120 25 > 750
25°C (g/L)
Viscosidad en agua (5% 1,6 2,4 <1,0

p/p sol. acuosa) a 10 °C

(mPa.s)

Funcionalidad en

alimentos

Sinergismo

Sustituto de

grasas

Con agentes

gelificantes

Sustituto de

grasas

Con agentes

gelificantes

Sustituto de

azUcar

Con
edulcorantes

intensos

Fuente: Madrigal y Sangronis, 2014 (24).
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1.1.6 Compuestos derivados de la inulina

Segun su origen sea vegetal o microbiano, los fructanos pueden ser lineales, ciclicos o
ramificados y se determinan de acuerdo al grado de polimerizacion promedio (GPprom) Y
maximo (GPmax). Sea la inulina, oligofructosa, fructooligosacaridos o FOS presentan una
estructura polimérica lineal. Tanto los FOS y oligofructosa son similares; sin embargo, su
estructura es diferente segun su origen (hidrolisis enzimatica de la inulina para la

oligofructosa y para los FOS, transfructosilacion de sacarosa) (24).

1.1.7 Métodos de determinacién de inulinay derivados

Segun Rojas Hidalgo (20), la fibora no es una sustancia, es mas aun, una serie de
diferentes conceptos a nivel botéanico, quimico, fisiolégico, nutridlogo o gastroenterélogo,
mientras que la FDA y el Codex Alimentarios definen a la fibra dietética, como un material
gue se precipita en presencia de soluciones de etanol, a través de métodos clasicos de
analisis. Sin embargo, estos métodos no cuantifican los compuestos que cumplen con las
definiciones mas recientes de fibra dietética, debido a que estos compuestos no precipitan
en un medio acuoso de etanol. Por lo que la inulina y sus derivados, son compuestas por
moléculas relativamente pequefias, en comparacion con otros compuestos aceptados
como fibra dietética, no precipitan completamente en una solucién de etanol, debido a que
son solubles o parcialmente solubles en este solvente. Por lo que segun el método AOAC
(Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales) 997.03, titulado “Fructanos en productos
alimenticios, método de cromatografia de intercambio i6nico”, se crea la alternativa de
extraccion. Posterior a esto se opta una nueva metodologia enzimatica-calorimétrica, que
sigue el mismo principio anterior. Actualmente, se recomienda la extraccion del contenido
de fibra dietética total de un alimento por los métodos oficiales y los fructanos por los dos

métodos mencionados con anterioridad, representado en la figura 7.
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Raices de achicoria
lavadas y rebanadas

!

Hidrdlisis
enziméatica

Extraccion por
difusion en agua caliente

.

Secado de la pulpa

Alimentacién

parcial

!

A 4

Purificacion por carbonatacion acida

Inulina base o cruda

A 4

resultante animal
Precipitado Uso en
carbonatado rico en suelos para
péptidos y coloides agricultura

Remocién de la fraccién
de bajo GP (< 10) por
separacion fisica

A 4

Refinacién: demineralizacion por resinas de intercambio ionico, y
Decoloracion con carbén activado

A

Purificacién:

Por filtracién estéril

l

Evaporacion y secado:
Por aspersion

\4

!

!

Jarabe de
Oligofructosa

Oligofructosa

Inulina estandar

Inulina HP

Figura 7. Procesos de obtencion industrial de la inulina y derivados. Fuente: Madrigal y

Sangronis, 2014 (24).

El método AOAC (27), describe tres etapas: Extraccion, hidrolisis y determinacion de

azucares libres por cromatografia (figura 8). La extraccion de fructanos se basa en dos

pasos, primero se usa agua hirviendo, con agitacion continua a un pH de 6.6 a 8 y culmina

la extraccion manteniendo la agitacion a 80°C por 10 minutos, reposando hasta alcanzar
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la temperatura ambiente. Posterior a esto se toma una alicuota para ser sometida a una
determinacién cromatografia de azucares, para luego mediante célculos analiticos obtener

la cantidad de fructosa libre y de sacarosa (24).

Obtencién de solucién acuosa a partir de ~ 1% de
la muestra de producto contenido de
¢ fructanos
Extraccion de fructanos. Paso 1:
agua hirviendo y agitacién pH debe
¢ controlarse a 6.5
-8.0

Extraccion de fructanos. Paso 2:
agitaciéon a 85% por 10 min

Toma de
alicuotas con
masa conocida

[
»

\4

Hidrolisis enzimatica:
Con amiloglucosidasa
pH 4.5 a 60 °C por min

v

Hidrolisis enzimatica 2:
Con inulinasa
A 60°C por 30 min

A\ 4

A\ 4

y

Determinacién por
cromatografia de
glucosa, fructosa 'y
sacarosa (INICIAL)

Determinacién por
cromatografia de
glucosa, fructosa y

sacarosa (INTERMEDIA)

Determinacion por
cromatografia de
glucosa, fructosa 'y
sacarosa (FINAL)

Cuantificacion de:
- Fructosa libre (F)),
- Sacarosa (S)

Cuantificacion de:
- Glucosa libre (G)),
- Glucosa de almiddn y

Cuantificacion de:
- Glucosa total (G),
- Fructosa total (F)

maltodextrina (Gn,)

Figura 8. Esquema del método de determinacion de fructanos. Fuente: Madrigal y

Sangronis, 2014 (22).

Se recomienda en cuanto al método cromatografico, segun el método estandar de la
AOAC 997.08 (figura 9) especifica que debe usarse un equipo de cromatografia de
intercambio i6nico de alto desempefio, debido a que investigaciones anteriores

evidenciaron desviaciones significativas en los datos obtenidos, cuando fueron empleados

otros sistemas de extraccion (24).

18



Muestra

Método estandar (AOAC) de Métodos estandares (AOAC) de determinacion de
determinacion de fructanos fibra dietética total:

- Método de fibra dietética total AOAC 985.29,
991.34 0 992.16

- Método de fibra dietética insoluble AOAC 991.42 y
método para fibra dietética soluble AOAC 992.19.

A
Paso adicional en todos los métodos:
Afiadir inulinasa en los procesos particulares en la
etapa que més apropiada resulte.

Fibra Dietética total (suma)

Figura 9. Cuantificacion de fibra dietética total usando varios. Fuente: Madrigal y Sangronis,

2014 (22).
1.2 Diabetes

1.2.1 Epidemiologia

Una de las mayores emergencias mundiales es la diabetes y cada afio son mas las
personas que padecen esta enfermedad cuyas complicaciones se aseveran mas en el siglo
XXI. Actualmente, se registran 415 millones de adultos con diabetes a nivel mundial (figura
10) y 318 millones con tolerancia a la glucosa alterada cifra elevada que representa un alto

riesgo de desarrollar en el futuro la enfermedad (28).
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Figura 10: Numero estimado de personas con diabetes en el mundo y por regién en 2015
y 2040 (20-79 afios). Fuente: Federacion Internacional de Diabetes (41).

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) calcula que 193 millones de personas
gue padecen diabetes aun no estan diagnosticadas y, por lo tanto, tienen un mayor riesgo
de desarrollar complicaciones, a la vez, uno de cada 15 adultos que presenta tolerancia a
la glucosa alterada, uno de cada 7 nacimientos es afectado por la diabetes gestacional,
estas condiciones se ven asociadas con un mayor riesgo a desarrollar posteriormente,
Diabetes Mellitus tipo Il (28).

1.2.2 Definicién

El término diabetes describe un desorden metabdlico de mudltiples etiologias,
caracterizado principalmente por la hiperglicemia crénica con alteracion de los
carbohidratos, grasas y proteinas resultado del déficit en la secrecion de insulina. Entre los
efectos a raiz de esta enfermedad se incluye una disfuncién y falla multiorganica, cuyos

sintomas principales son sed recurrente, poliuria, vision borrosa y pérdida de peso (29).

La FID (28) describe a la diabetes como una condicion crénica que sucede cuando el
cuerpo no puede producir insulina suficiente o en su defecto no puede utilizarla, y se puede
diagnosticar observando los niveles altos de glucosa en la sangre. El pancreas produce la
insulina, hormona requerida para transportar la glucosa de la sangre al interior de las

células donde es usado como energia. Los niveles elevados de glucosa en sangre, término
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conocido como hiperglucemia, causan dafio a los tejidos del cuerpo, ocasionando el

desarrollo de complicaciones en la salud y poner en peligro la vida.

La American Diabetes Association (ADA) (30), en primera instancia tratd de unificar los
criterios de diagnéstico para detectar la diabetes mellitus (DM) en 1997 y fueron
corroborados por la OMS en el afio 1999. Sin embargo, los criterios que se utilizan
actualmente corresponden al informe realizado en el 2010 por la ADA y ademas se basan
en los puntos de corte de cuatro pardmetros glucémicos: el nivel de glucosa plasmatica en
ayunas, glucemia al azar, sobrecarga de glucosa oral (SOG) con 75 g o la HbAc. Estas
cuatro condiciones, en ausencia de hiperglucemia deben conformarse en los siguientes

dias.

1.2.3 Clasificacién

La clasificacion de la DM fundamentalmente se basa en la etiologia y caracteristicas
fisiopatoldgicas, sin embargo se incluye también la posibilidad de describir la etapa del
estado individual de cada persona, como se muestra en la figura 11 (31).

ETAPAS Normoglucemia Hiperglucemia
~eaulacién Glucemia alterada Dlabetes-Mellltus :
9 Idel de ayuno (GAA) o o Insulino- Insulino-
TIPO normal de fa intolerancia a la requiriente requiriente | requiriente para
glucosa glucosa (ITG) {gM-NIR) para control sobrevivir
(DM-IRC) (DM-IRS)
DM tipo 1 D I L L LT >
DM tipo 2 @ -----mm---- EEEsssssssssEE —eeee e —————— >
Otros tipos e >
Diabetes
gestacional ----==mm===  mmmmmmmmmmmmes mmeemmeeem—ee—— >

Figura 11. Clasificacion de la diabetes mellitus con base a tipos y etapas. Fuente: Sociedad

Peruana de Endocrinologia (44).

La clasificacion etiologica, comprende cuatro grupos detallados en el cuadro 2 (32):

- Diabetes tipo 1 (DM1)
- Diabetes tipo 2 (DM2)
- Otros tipos especificos de diabetes

- Diabetes gestacional
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Cuadro 2.

Clasificacién etioldgica

Tipo

Descripcion

Diabetes tipo 1

Es causado por una reaccion autoinmune, donde el sistema de
defensa del cuerpo ataca las células-beta creadoras de
insulina por el pancreas. Resultado de esto el cuerpo no
produce la insulina necesaria. La enfermedad afecta a
personas de cualquier edad, sin embargo, la aparicién se da
normalmente en nifios y jovenes adultos.
El tratamiento en esta condicion es a base de insulina
requerida todos los dias para controlar los niveles de glucosa
en sangre, ya que sin esta la persona moriria.
Los principales sintomas evidentes son:

- Sedy sequedad en la boca.

- Miccion frecuente.

- Cansancio y falta de energia.

- Apetito incrementado.

- Pérdida de peso.

- Visién borrosa.

Diabetes tipo 2

Es el tipo mas comun de diabetes, la mayoria de casos es
reportada en adultos, pero se ha avizorado en nifios y
adolescentes. Bajo esta condicion el cuerpo es capaz de
producir insulina més se vuelve resistente a ella, siendo su
funcion ineficaz y con el tiempo los niveles de insulina son
insuficientes, conllevando a un incremento en los niveles de
glucosa en sangre.
Los principales sintomas de la diabetes tipo 2:

- Miccidn frecuente

- Sed excesiva

- Pérdida de peso

- Visién borrosa
Aunque aun las causas exactas del desarrollo son

desconocidas, existen diversos factores de riesgo a
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consideracion, dentro de los cuales podemos citar el
sobrepeso, la inactividad fisica y nutricion pobre.

El tratamiento en este padecimiento no requiere dosis de
insulina para sobrevivir. La adopcion de una dieta sana e
incrementar la actividad fisica ademéas de mantener un peso
normal ayudaria a controlar la enfermedad. Sin embargo, si los
niveles de glucosa continban elevados, sera necesario

tratamiento farmacoldégico.

- Diabetes monogénica: resultado de una mutacion
genética. Ejemplo de ello son la diabetes de aparicion
en la madurez de jovenes y la diabetes mellitus

_ neonatal.

Otros tipos _ _ L

- Diabetes secundaria: surge como la complicacion de
otras enfermedades, como trastornos hormonales, por
ejemplo el sindrome de Cushing o acromegalia, 0

enfermedades del pancreas.

Los niveles de glucosa elevada catalogada como
hiperglicemia, detectada por primera vez en cualquier
momento durante el embarazo es clasificado como:

_ _ - Diabetes mellitus gestacional: sucede cuando los
Diabetes gestacional _ o
niveles de glucosa estan ligeramente elevados.
Los sintomas evidentes

- Diabetes mellitus en el embarazo

Fuente: Sociedad Peruana de Endocrinologia (44).

1.2.4 Tolerancia ala glucosa alterada

Las personas cuyos niveles de glucosa no son elevados como para ser diagnosticados
como diabetes, son clasificados como Tolerancia a la Glucosa Alterada (TGA) o Glucosa

en Ayuno Alterada (GAA), condicidon que se le denomina como “prediabetes” (28).

Se estima que entre un 5y 10% de personas prediabéticas desarrollara DM2 cada afio,
y un 70% DM2. La prediabetes se asocia también con un mayor riesgo de aparicion de
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, existe la posibilidad de pasar de un estado

prediabético a la normalidad, estadisticamente se ha demostrado que por un periodo de 3
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a 5 afos, las personas bajo esta condicion progresaran a DM2, en tanto el 25% de ellos

recobrara su estado de salud normal y el 50% permanecera en estado prediabético (33).

Cuadro 3.

Criterios de diagnéstico de diabetes y prediabetes

Diabetes mellitus tipo 2
* HbA126.5%
» Glucemia basal en ayunas = 126 mg/d|
= Glucemia alas 2 horas del TTOG = 200 mg/dl

2 determinaciones en dias distintos con cualquiera de los criterios anteriores permiten

establecer el diagndstico.

= Glucemia en plasma venoso al azar = 200 mg/dl con sintomas tipicos.

Prediabetes
* HbA1.6-64%"*
= Glucemia basal ayunas: 110 — 125 mg/dI**
* Glucemia alas 2 horas del TTOG: 140 — 199 mg/dl

HbA 1. hemoglobina glucosilada; TTOG: test de tolerancia oral a la glucosa.

* La American Diabetes Association (ADA) recomienda un valor del 5.7% para el
diagnostico de prediabetes, mientras que el Nactional Institute for health on Care
Excellence.

** ADA recomienda un valor de 100 mg/dl como limite superior de la normalidad.

Fuente: Guia Actualizacion en diabetes mellitus tipo 2, 2016 (30).

Cuadro 4.

Estrategias de cribado de prediabetes y diabetes

Cribado oportunista actual dentro del contexto de cribado de otros factores de riesgo

cardiovascular:

= Cribado de prediabetes y DM2 cada 4 afios, mediante GB, a partir de los 45
afios

= Cribado de DM2 anual mediante GB en personas de riesgo, definidas por
antecedentes familiares de primer grado

* Hipertension, hiperlipemia, obesidad, esteatosis hepatica no alcohdlica,

tratamientos con farmacos
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= Hiperglucemiantes (antipsicoticos, corticoides, etc.), diabetes gestacional o
patologia obstétrica previas, GBA o ITG

= Hiperandrogenismo funcional ovarico o etnias de riesgo

= Sjexiste GB 110-125 mg/dI, realizar una HbAlc (o TTOG)

» Si existe diabetes: tratamiento de DM2 y seguimiento clinico

Cribado en dos etapas mediante el test FINDRISC cada 4 afios a partir de los 40 afios,
y entre los 25-39 afios si existen factores de riesgo de DM2, y realizando la GB en

segundo término.

= < 15 puntos: repetir FINDRISC a los 4 afios
= 215 puntos: realizar GB:
a) Si no hay DM2 ni prediabetes: FINDRISC cada afio y si es = 15 realizar GB
b) Si hay prediabetes: HbAlc (o TTOG) y control anual con GB y HbAlc
c) Si existe diabetes: tratamiento de DM2 y seguimiento clinico
GB: glucemia basal (mg/dl); GBA: glucemia basal alterada; ITG: intolerancia oral a la
Glucosa; TTOG: test de tolerancia oral a la glucosa (34).

Fuente: Consenso sobre la deteccion y el manejo de la prediabetes. Grupo de Trabajo de
Consensos y Guias Clinicas de la Sociedad Espafiola de Diabetes, 2017 (34).

Cribado oportunista

|
! !

A Edad = 45 afos B Riesgo de Diabetes*
GB plasma'’
Repetir GB cada v v v
4 afios (A) o || <110 110-125 >125 —

anualmente (B) | __________ ] 4

|

v HbA1c
|—- - - - —_—-====- -0 _|
b e -
: | 2 horas : : ¢
v v v | <6,5% >6,5%
[ <140 | [140138] [ =200 |
! T T I l
| v | v y
| cea || me | [ Diabetes |
|

| Prediabetes?® Diabetes*

Figura 12. Algoritmo de deteccion de prediabetes. Fuente: Consenso sobre la deteccion y
el manejo de la prediabetes. Grupo de Trabajo de Consensos y Guias Clinicas de la
Sociedad Espafiola de Diabetes, 2014 (35).
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Deteccitén cada tres afios
en poblacién general

45 afios de edad
como parte de acciones
de prevencion

Factores de riesgo para DM2

Deteccion anual en adulto de 40 afios de edad

Miembro de la poblacion de alto riesgo (por ejemplo,
personas de ascendencia hispana, asiatica
o africana)

Pariente de primer grado con diabetes tipo 2

Enfermedad vascular (coronaria, cerebrovascular
o periférica)

Hipertension arterial

Dislipidemia

Sobrepeso u obesidad abdominal

Estilo de vida sedentario

Historia de intolerancia a la glucosa, alteracion

Paciente con sospecha
clinica por:

Poliuria/polidipsia

Astenia

Pérdida de peso

Cetonuria

Hipoglucemia ocasional
(sin ayuno previo)

de glucosa en ayunas o ambas
Historia de diabetes gestacional
Mujeres con productos macrosémico
Sindrome de ovario poliquistico
Acantosis nigricans
Esquizofrenia

Realizar glucosa
en plasma venoso

(basal)
<100 mg/dia 100-125 mg/dia 126-199 mg/dia %‘g;";‘;‘ﬂ
Repetir glucosa Curva de tolerancia a
basal glucosa oral
100-125 mg/dia < 140 mg/dia 140-199 mg/dia 200 mg/dia
N | Glucosa basal Intolerancia Diagnostico
SIE alterada en ayunas ala glucosa de DM2

Figura 13: Deteccion y diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Fuente: Guia de
practica clinica Diagnostico y tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, 2013 (36).

1.2.5 Etiopatogenia

La etiopatogenia es multifactorial, cuyos factores intervinientes son genéticos y

ambientales (figura 14). Fisiopatolégicamente presenta tres alteraciones:

= Resistencia a la insulina (RI), a nivel periférico
= Secrecion alterada de la inulina

= Producciéon aumentada de glucosa endégena (por el higado)
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La alteracibn en la adaptacion de las células B, en pacientes predispuestos

genéticamente, precipitara su condicién a contraer la enfermedad (37).

Factores genéticos

HbATe oo = = 7 T
o —
_---"'"_!__- |
Resistencia a la insulina — = T =
- 5 — —
Secrecion de insulina | — — — — = =
Funcion células beta y reserva - l(_)?% B
pancredtica (%) Tt | 50% 3
2.5
Afios de evolucion —14 -12 -10 -2 0 12 14 1E
TNG RI AGA/ATG DM tipo 2

Figura 14. Mecanismos patogénicos de la diabetes tipo 2 (37).

1.2.5.1 Factores genéticos

Se esta rastreando en amplitud el genoma para buscar mutaciones o polimorfismos que
tengan relacién con la DM2, la identificacion de los genes asociados al desarrollo de la
diabetes mellitus es dificil, no son solo un gen los que estan relacionados a esta patologia
0 a la resistencia a la insulina; son muchos genes los que pueden estar involucrados, tales
como la glucoquinasa (38), GLUT-1, GLUT-4, hexoquinasa Il, fosfofrutoquinasa,

glucégeno-sintetasa y calapaina 10 del receptor de insulina (37).

1.2.5.2 Factores ambientales:

Son varios los factores ambientales que influyen:

= Obesidad: el riesgo a padecer DM2 aumenta en relacién al grado de
obesidad y la distribuciéon de la grasa (grasa abdominal) esto debido a la
relacion existente con la resistencia a la insulina. Se ven involucrados
factores como los AGL, leptina, la adiponectina, la resistencia, etc.

= Edad: la prevalencia se incrementa con la edad, logrando entre el 10 al 15 %
en personas mayores de 65 afios y el 20% en mayores de 80%.

= Cambios alimentarios: el consumo exacerbado de calorias y el consumo de
colesterol, asi como grasas saturadas y alimentos con un elevado indice
glicémico, provocaran un incremente en la probabilidad de desarrollar

diabetes mellitus 2.
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= Actividad fisica: la inactividad fisica favorecera el desarrollo de la obesidad
la cual esta ligada al progreso de la DM2, caso contrario con la practica de
actividad fisica, que mediante la regulacion del transporte de la glucosa en
el musculo a causa del incremento de las concentraciones de GLUT-4 (37).

1.2.6 Tratamiento

Para el manejo de la hiperglucemia de la DM2, se publicé en el afio 2010 un documento
que establece dos objetivos para el control glucémico (39). Posteriormente, la American
Diabetes Association (ADA) y al European Association for the Study of Diabetes (EASD),
los objetivos trazados para el control glucémico no solo se centran en la edad, el tiempo de
evolucién de la DM, la presencia o ausencia de complicaciones o la frecuencia de
hiperglucemias; ademas de estas consideraciones de tener en cuenta los deseos y la
capacidad de decision de cada paciente de acuerdo a su estado cognitivo, como se

observa en la figura 19 (40).

Mas estricto HbA, Menos estricto

* 7% -

Riesgos potencialments 7
asociados con hipoglucemia, otros
acontecimientos adversos

\

Bajos Altos

X

Duracion de la enfermedad Recién diagnosticada De larga duracién

Normales no
modificables

X

Esperanza de vida
Larga Corta

\

Enfermedades concomitantes
importantes Ninguna Pocasfleves Graves

\

Complicaciones vasculares ]
establecidas Minguna Pocasfleves Graves

\

Actitud del paciente y esfuerzos

terapéuticos previstos Muy motivado, cumplidor, Menos motivado, no Potencialmente
excelentes capacidades  cumplidor, pocas capacidades -
) . maodificables
de cuidado personal de cuidado personal

X

Recursos, sistema de apoyo

Facilmente disponible Limitados
HbA, » hernoglobina glucosilada.

Figura 15. Objetivos de manejo de la hiperglucemia. Posicionamiento de la American
Diabetes Association y la European Association for the Study of Diabetes (2015). Fuente:

Guia Actualizacion en diabetes mellitus tipo 2, 2016 (33).

Segun las recomendaciones de la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD),
para el tratamiento en casos de hiperglicemia no controlada por un periodo de 3 a 6 meses
se debe adicionar un segundo farmaco para el tratamiento. Los farmacos que son usados
pueden ser medicados solos 0 combinados con otros de accién farmacologica diferente
(tabla 3) (41).



Tabla 3.

Farmacos utilizados en el tratamiento de la diabetes tipo 2

Clase Farmacos Dosis media diaria Dosis maxima diaria
Biguanida Metformina 500 a 850 mg(2) 2.550 mg
Clorpropamida 250 mg(1) 500 mg
Glibenclamida 5 mg(2)) 20 mg
Glipizida 5 mg(2) 20 mg
Sunilureas Glimepirida 4 mg(1) 8 mg
Gliclazida 80 mg(2) 320 mg
Gliclazida MR 60 mg(1) 120 mg
Nateglinida 60 mg(3) 360 mg
Meglitinidas Repaglinida 2 mg(3) 12 mg
Tiazolidinedionas Rosiglitazona 4 mg(1) 8 mg
Pioglitazona 30 mg(1) 45 mg
Inhib. De alfa- Acarbosa 50 mg(3) 300 mg

glucosidasas

Miglitol 25 mg(3) 100 mg
Inhibidores de DPP Sitagliptina 100 mg(1) 100 mg
IV 6 Gliptinas
Vildagliptina 50 mg(2) 100 mg
Saxagliptina 5mg(1) 5mg
Agonista de GLP-1 Exenatide 10 mcgr(2) 20 mcgr
Andlogo de GLP-1 Liraglutide 1.2 mgr(1) 1.8 mgr

1) Una vez al dia, (2) dos veces al dia, (3) tres veces al dia

Fuente: Manual de automonitoreo de la Asociaciéon Latinoamericana de Diabetes

(ALAD) (41).
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1.2.7 Complicaciones de la diabetes

A causa de la enfermedad existe un mayor riesgo de desarrollar numerosas
complicaciones de salud, los niveles elevados de glucosa en la sangre conllevan a
enfermedades que afectan el corazén y los vasos sanguineos, los ojos, rifiones y los
nervios. Asi como son mas propensos a desarrollar infecciones. En la mayoria de paises,
la diabetes es causante principal de enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal,

pérdida de la vision y amputacion de las extremidades inferiores (28).

1.2.8 Diabetes y estrés oxidativo

Existe dafio oxidativo cuando el crecimiento de la concentracion de moléculas oxidantes
o cuando la linea de defensa antioxidante se ve reducida. La diabetes facilita la formacion
de elementos oxidativos en su génesis, evolucion o complicaciones, debido a que pueden
producir estados oxidantes o caso contrario imposibilitar la recuperacion de los

mecanismos antioxidantes (42).

Se define al estrés oxidativo (EO) como un desequilibrio bioquimico ocasionado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL), los que provocan
el dafio oxidativo y no puede ser aminorado por los sistemas antioxidantes. El dafio celular
producto de las ER y RL, suceden en los enlaces de proteinas, fosfolipidos polinsaturados
de las membranas celulares, carbohidratos y acidos nucleicos, los cuales provocan

variabilidad en los cambios fisiolégicos y bioquimicos de la célula (43).

1.2.8.1 Tipos de especies reactivas de oxigeno

La primera formacion de especies reactivas de oxigeno (EROs) a partir de O es el
radical superdxido (O, ©), el cual puede ser téxico debido a su naturaleza de RL. Su medio
de accioén se realiza en condiciones hidrofébicas como membranas celulares; ademas,
tiene la capacidad de formar otros EROs mas potentes, por lo que se le considera un
agente muy toxico. La reduccién de O, ° genera peroxido de hidrogeno (H20,) clasificado
como un EROs, mas no es un RL. Con estos productos tanto O, ©y H,O;, se puede generar
otro potente agente reactivo radical hidroxilo (OH’), formado por la reaccion de Haber
Weiss. La inexistencia de sistemas enzimaticos que favorezcan su eliminacion en cantidad

en exceso, convierten la situacion aiin mas peligrosa (44).
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Figura 16. Reaccion del Oxigeno. Fuente: Estrés Oxidativo y diabetes mellitus (44).

1.2.8.2 Hiperglucemia e induccién del estrés oxidativo

Como consecuencia del estrés oxidativo se desarrolla una serie de complicaciones en
personas con DM (figura 17), esta actividad oxidante esta mecanicamente relacionada a
variadas etiologias con respecto a la resistencia de la insulina y consecuentemente el
desarrollo de DM2. Las fuentes de estrés oxidativo en DM son a partir de vias enzimaticas,
no enzimaticas y mitocondrial. El incremento del estrés oxidativo es ocasionado por
diversos factores; sin embargo, el mas dominante es a causa de la autoxidacion de la

glucosa cuyo producto es la formacion de RL (45).

Los componentes mas susceptibles al dafio por los RL son los lipidos, en especial los
poli-insaturados, debido a que su oxidacién ocurre con mayor facilidad. Este proceso de
oxidacién es llamado peroxidacién lipidica y los productos a raiz de esto se denominan
lipoperéxidos (LPO). En tal motivo, la composicién de las membranas es abundantes en
acidos grasos poli-insaturados, por lo que este proceso de oxidacién dafia directamente la
estructura de la membrana celular ademas de otros compuestos celulares a causa de la

produccién de aldehidos reactivos (figura 18) (43).
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Complicaciones de la diabetes

Retinopatia diabética Enfermedad cardiovascular

Activacién NF — B causa
apoptosis celular

- Aterosclerosis relacionada con
estrés oxidativo.
- Aterogénesis y oxidacién LDL.

Incremento H202 y
peroxidasa lipidica en célula
mesangial.

Degeneracion neuronal
relacionada con el estrés
oxidativa

Estrés oxidativo en el tejido
cavernoso

Figura 17. Complicaciones de la diabetes y su asociacion con el estrés oxidativo. Fuente:

Estrés Oxidativo y diabetes mellitus (44).

Hipoglucemia Hiperglucemia

PAl-1 «ff——— Estrés oxidativo ———J» ICAM

Y]

Selectinas

VCAM

Figura 18. Efecto generador de estrés oxidativo e inflamacion de la hipo e hiperglicemia.

Fuente: Estrés Oxidativo y diabetes mellitus (44).
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1.2.8.3 Metabolismo de la glucosa y formacién de EROs

La formacion de EROs es propio del metabolismo aérobico, medio por el que se obtiene
energia, siendo la oxidacion de la glucosa la molécula principal que provee energia,

ademas de ser la mas abundante en la célula y en el organismo.

El aumento en la concentracion de la glucosa en la célula ejerce presion para producir
mayor cantidad de EROs. La mitocondria es uno de mecanismos involucrados en su
produccion, este incremento de glucosa en el citoplasma produce mayor cantidad de
equivalentes reductores, los que ingresan a la mitocondria a través de la carga de
electrones. Este proceso genera un incremento en la produccion de piruvato obtenido a
partir de la glucolisis el cual ingresara a la mitocondria mediante un transportador
correspondiente. El piruvato se descarboxila dentro de la mitocondria, produciendo mas
equivalentes reductores facilitando asi la obtencién de acetil-CoA en mayores cantidades,
el cual alimentara al ciclo de los acidos tricarboxilicos en el ciclo de Krebs, donde se
originara mas equivalentes reductores (NADH + H* y FADH,), los que alimentaran la
cadena transportadora de electrones, y ocasionara un aumento en la reduccién de oxigeno
para formar agua, a la vez la reduccion parcial de oxigeno que propagara la formacion de
02> con subsecuente dafio oxidativo. Por lo que, el estrés metabdlico, energético, el
infeccioso, el respiratorio e incluso el incremento en la ingesta de nutrientes producirdn un
aumento en la demanda del metabolismo, intensificando la actividad de la cadena
trasportadora de electrones y la produccién de especies reactivas de oxigeno. Por otro
lado, la glucosa es capaz de autoxidarse en condiciones de mayor concentracion dentro
de la célula, generando como primer paso, la formacién de enediol, este proceso oxidativo
se produce en el radical a-hidroxialdehido de la glucosa. En presencia de metales de
transicion tal caso del Fe3*, el enediol reacciona con el oxigeno y una proteina cuyo
producto es denominado 1,4-dideoxiglucosona-proteina. Este producto oxidado resulta
como una proteina glicada la cual podra generar una serie de oxidacion en cadena con
productos de glicacion avanzada (AGE), como consecuencia de la formacion de estos
productos se originan acetaldehidos por oxidacién los que seguiran generando mas
productos oxidados que causaran mas dafio a las proteinas conllevando a un dafio

estructural y funcional mayor, como lo muestra la figura 19 (42).
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Figura 19. Modelo propuesto para explicar la participacion de la mitocondria en la induccion

de dafio oxidativo debido a hiperglucemia. Fuente: Estrés Oxidativo y diabetes mellitus

(42).
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Figura 20. Esquema de algunos mecanismos propuestos para explicar como la

hiperglucemia contribuye al dafio oxidativo. Fuente: Estrés Oxidativo y diabetes mellitus

(42).

La figura 20 muestra el camino de la auto-oxidacion de la glucosa a través de la

formacion de enediol, este a su vez se dismuta y forma H202, el cual al interaccionar con

Mn+ forma el radical HO-, proceso que induce a la oxidacioén de lipidos y proteinas. Se

observa también la glicacion de proteinas, donde la glucosa genera productos de Amadori,

el que al oxidarse forma el compuesto AGE (42).
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Figura 21. Modelo que propone la secuencia que relaciona la generacion de especies
reactivas en la diabetes con los dafios vasculares, renales y neurolégicos. Fuente: Estrés

Oxidativo y diabetes mellitus (42).

El incremento de glucosa (hiperglicemia) conduce al incremento de las vias de auto-
oxidacion tales como el sorbitol, AGE y la cadena respiratoria. Todos estos procesos
producen la formacion de radical O2 %, el que estimula la actividad de PKC, asi como las
vias de sefializacion de estrés; ademas estimula una mayor sintesis de 6xido nitrico (NO"
), incrementando la actividad de NADPH y NADH oxidasas. El aumento de estas enzimas
generara la formacién adicional de O? ocasionando el incremento del radical peroxinitrito

(ONOO"), producto que ocasiona dafio tanto a proteinas, lipidos y ADN (figura 21) (42).

1.2.9 Métodos de determinacién de glucosa

Para establecer el diagndstico de diabetes mellitus, asi como otras enfermedades
relacionadas a alteraciones del metabolismo de los carbohidratos, es necesario la

determinacion de la glucosa sanguinea (46).
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1.2.9.1 Método de la glucosa oxidasa

En este método la glucosa oxidasa, forma un determinado color durante el proceso el

cual es directamente proporcional a la cantidad de glucosa sanguinea, la que puede

medirse con el espectrofotometro (47).

Reactivos:

Hidroxido de sodio 0.05 M.

Sulfato de zinc al 10%.

Solucién de fosfato monosaédico p. a. 0.5 M.

Reactivo enzima-color, que una vez preparado se debe conservar en el
refrigerador.

Solucién estandar de glucosa de 200 mg por 100 ml de solucién saturada de acido

benzoico.

Metodologia:

Preparar tres tubos de ensayo y etiquetarlos de la siguiente forma:

a. Tubo de la muestra: M

b. Tubo blanco: B

c. Tubo estandar: S
Posteriormente en el tubo M colocar 0.1 ml de sangre total, suero, plasma o liquido
cefalorraquideo (LCR), agregar 1 ml de hidréxido de sodio 0.05 My 0.1 ml de sulfato
de zinc al 10 %.
Mezclar y centrifugar.
Del sobrenadante tomar 0.2 ml y agregar 4 ml del reactivo enzima color.
A continuacion, en el tubo S colocar 0.1 ml de la solucién estandar de glucosa y
tratar igual que la muestra del paciente (repetir paso 1,2 y 3).
Luego en el tubo B colocar 0.2 ml de agua destilada, agregar 4 ml de reactivo de
enzima color.

Incubar los tubos a 37°C en bafio maria durante 10 min.

Finalmente, leer con el espectrofotometro la absorbancia entre 430 — 500 nm,

poniendo a cero con el tubo B.

Célculo de la glucosa:

Glucosa (mg/100ml) =  Absorbancia de la muestra x 200

Absorbancia del estandar
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2. Antecedentes de lainvestigacion

Algunos estudios realizados muestran que la inulina aporta beneficios inherentes a su
condicion de fibra dietética como reduccion de los niveles de colesterol en sangre,
metabolismo de la glucosa, regulacion del transito intestinal e incremento en la absorcion
de calcio (48).

Madrigal y Sangronins (24), a través de la extraccién por difusion en agua caliente
usaron la inulina como ingrediente para la formulaciéon de variados productos lacteos,
panificacion entre otros. Debido a que la inulina posee propiedades similares a las del
almidon, mejor6 la aceptabilidad de yogures elaborados con leche descremada,
proporcionandole mayor cremosidad, retiene el agua y estabiliza geles, esto brindara una
mejor textura y firmeza.

Mufioz et al. (49) evaluaron las propiedades industriales de la inulina. Elaboraron un tipo
de pan dulce con 7 formulaciones diferentes niveles de inulina al 3, 4 y 5%, sin modificar
las caracteristicas de la masa antes de su horneado y calidad sensorial del producto
terminado, logrando realizar productos a base de chocolate, barras energéticas y cereales

extruidos, sin evidenciar cambios en el sabor, color o textura.

Asi mismo, De Luis et al. (50) realizaron un ensayo clinico aleatorizado al elaborar
galletas enriquecidas con inulina. Este reduce el riesgo cardiovascular en pacientes
obesos, determinando que la ingesta de 3 gramos de inulina, reduce los niveles de

colesterol LDL en pacientes obesos.

Asi mismo, Balcazar (10), en un ensayo clinico, doble ciego, controlado con placebo en
12 voluntarios de sexo masculino, jovenes (edad entre 19 y 32 afios), verificd que ingestas
de 6 a 12 gr de inulina durante dos a tres meses demostré reducciones significantes en el

colesterol sérico de 20 a 50 mg/dl.

Otro estudio sobre la fermentacion de almidén de arroz resistente en ratas no obesas,
mostré que la alimentacion a base de inulina en arroz, maiz y papas por varias semanas

produce la lipogénesis en higado, pero no en el tejido adiposo (51).

En contraste, Daubioul (27), al tratar ratas obesas Zucker con una dieta a base de
oligofructosas, encontré disminucion de la esteatosis hepatica, sin efecto sobre la
trigliceridemia posprandial; este efecto probablemente se debe a la baja disponibilidad de
los acidos grasos no esterificados del tejido adiposo, secundaria a la disminucion de la

masa grasa y del peso corporal.
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Un ensayo aleatorizado doble ciego realizado por Bahmani et al. (12), evaluaron a 28
pacientes diabéticos durante un periodo de 8 semanas, recibiendo un pan que contenia
Lactobacillus sporogenes resistente al calor e inulina (0.07 g), tres veces al dia. Después
del tratamiento se observdé un aumento significativo del NO plasmético y reduccién
significativa de los niveles de MDA. Sin embargo, no se encontrd ningun efecto significativo
en la capacidad antioxidante total del plasma (TAC), glutation plasmatico (GHS), catalasa,

enzimas hepéaticas séricas, calcio, hierro y magnesio.

En otro ensayo controlado triple ciego, participaron 70 mujeres diabéticas, por dos
meses. Se administr6 10 g de inulina enriquecida con oligofructosa, demostrando
disminucion significativa en los niveles de glucosa en ayunas de 9.5% asi como la
hemoglobina glicosilada, interleucina-6 y factor de necrosis tumoral en comparacion con el
grupo que recibié maltodextrina, favoreciendo la modulacién de marcadores inflamatorios
(52).

Asi también, un estudio aleatorizado realizado a 46 pacientes diabéticos divididos en
dos grupos, recibiendo una dosis diaria de 10 g de inulina el primer grupo, mientras el grupo
control un placebo por un periodo de dos meses. Al cabo de la investigacién se observo
reduccién significativa en las concentraciones de glucosa sérica en ayunas en el grupo
tratado con inulina. Ademas, los niveles de calcio sérico aumentaron significativamente

mas no en el grupo placebo (14).

Del mismo modo, Prosky Hoebregs (53) evaluaron el efecto de la suplementaciéon de
inulina (10 g) por un periodo de dos meses. El principal hallazgo de esa investigacion
después de los dos meses de tratamiento fue la mejora significativa en la homeostasis de
la glucosa, enzimas hepéticas y calcio sérico en personas DM2 (14). La DM2 es reconocida
como una enfermedad inflamatoria cronica, donde existe evidencia que sugiere una
deficiencia en la absorcién de calcio como parte de la enfermedad (54). EI mecanismo
subyacente de la inulina en la absorcion del calcio, se debe a la hipertrofia de la mucosa
intestinal, incrementdndose de este modo el area de superficie para la difusion o
incrementando el transporte transcelular mediante la produccion de AGCC. Estos &acidos
grasos disminuyen el pH, permitiendo el intercambio adicional de iones de protones e iones

de calcio.

Asimismo, Kumor et al. (56) informaron que el 31% de los ensayos clinicos mostraron
una disminucién en la glucosa sérica después de la administracién de suplementos con
fructanos. Por otro lado, en ratas wistar macho, alimentadas con dieta afladida al 5% de

inulina, por un periodo de 8 semanas, se observdé mejora en la morfologia intestinal,
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disminucion en la inflamacién ileal, densidad aumentada de las criptas, mejora del perfil de
la glucosa en sangre y disminucién de las concentraciones de glucosa en ayunas en

comparacion con ratas de una dieta normal (57).
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Capitulo 1l

Materiales y métodos

1. Lugar de ejecucioén

La investigacion se realiz6 en el bioterio de la EP de Medicina Humana de la Universidad
Peruana Union, localizada en la carretera central km 19 en el distrito de Lurigancho

Chosica, por un periodo de 8 semanas.
2. Muestra experimental

Inicialmente se contd con 50 ratas machos de la raza Sprague—Dawley de 5 semanas
de edad; sin embargo, se utilizaron 42 ratas debido a que no desarrollaron diabetes o
murieron durante el tratamiento.

2.1 Criterios de inclusion

- Ratas machos de la cepa Sprague Dawley

- Pesoentre130gail50g

- Ratas de 5 semanas de edad

- Ratas con diabetes tipo Il (glucosa > 200 mg/dl)

2.2 Criterios de exclusién

- Ratas con niveles de glucosa menores de 200 mg/dl

- Ratas con edad > a 5 semanas
3. Tipo de estudio

El enfoque de la investigacién es de naturaleza cuantitativa porque los datos se
analizaron estadisticamente, de disefio experimental puro, porque las variables se
manipularon independientemente (dosis de inulina). Se conté con grupos control (control
negativo-ratas sin diabetes tipo Il y control positivo- ratas con diabetes tipo Il). Ademas, los

grupos fueron asignados aleatoriamente.

Finalmente, es de tipo explicativo-causal, porque los resultados responderan el efecto o
fendmeno de la inulina sobre los niveles de glucosa y estrés oxidativo, en un modelo de
Diabetes Mellitus tipo Il (58).
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4. Formulacion de la hipotesis

4.1 Hipotesis general

H. = El consumo de inulina de achicoria (Cichorium intybus) disminuye los niveles de
glucosa y malonaldehido (MDA) en suero de ratas inducidas a diabetes mellitus tipo Il con
estreptozotocina.

4.2 Hipotesis especificas

H. = El consumo de inulina de achicoria (Cichorium intybus) con una dosis de 500 mg/kg
disminuye los niveles de glucosa en suero y malonaldehido (MDA) de ratas inducidas a
diabetes mellitus tipo II.

H = El consumo de inulina de achicoria (Cichorium intybus) con una dosis de 860 mg/kg
disminuye los niveles de glucosa en suero y malonaldehido (MDA) de ratas inducidas a

diabetes mellitus tipo .

Hs; = El consumo de inulina de achicoria (Cichorium intybus) con una dosis de 1100
mg/kg disminuye los niveles de glucosa en suero y malonaldehido (MDA) de ratas
inducidas a diabetes mellitus tipo II.

Ha4 = El consumo de inulina de achicoria (Cichorium intybus) regula el control de peso

en ratas inducidas a diabetes mellitus tipo Il.
5. Identificacion de variables

5.1 Variable independiente

Consumo de inulina

5.2 Variable dependiente

Nivel de glicemia

Nivel de MDA

6. Disefio experimental

6.1 Adquisicién de ratas

Las ratas machos (Sprague—Dawley) de 5 semanas de edad fueron adquiridas del
bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Posteriormente se trasladaron al

Bioterio de la Facultad Ciencias de la Salud de la Universidad Peruana Union. Las ratas se
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mantuvieron en una jaula de poli-carbonato en una habitacion controlada por temperatura
(T) y humedad con ciclo de luz — oscuridad de 12 horas, fueron aclimatadas por un periodo
de una semana, segun lo recomendado por la guia de manejo y cuidado de animales de
laboratorio (59). Estas ratas tanto diabéticas como no diabéticas se distribuyeron de la

siguiente manera:

1. Grupo control negativo (CND), ratas sin diabetes Mellitus tipo II.

2. Grupo control positivo (CD), ratas con diabetes mellitus tipo Il

3. Grupo experimental 1 (CDI1), ratas con diabetes mellitus tipo II+ 500 mg/kg de
inulina.

4, Grupo experimental 2 (CDI2), ratas con diabetes mellitus tipo Il + 860 mg/kg de
inulina (60).

5. Grupo experimental 3 (CDI3), ratas con diabetes mellitus tipo ll+ 1100 mg/kg de
inulina.
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Figura 22. Metodologia de tratamiento. Fuente: Elaboracion propia

6.2 Fase de induccion a diabetes mellitus tipo Il

En las ratas de 6 semanas de edad se les dio una solucion de fructosa (10%) ad libitum
durante dos semanas. Posteriormente se les administré estreptozotocina (STZ) por via
intraperitoneal a una dosis de 40 mg/kg (61) , registrandose también la fecha y la hora en
que se realizo el procedimiento (Anexo 2). Finalmente, se determind los niveles de glucosa
para clasificar a las ratas que adquirieron diabetes mellitus tipo Il (> 200 mg/dl) (anexo 3).
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Aquellos animales que a la semana no desarrollaron hiperglicemia, fueron descartados del

estudio.

El farmaco STZ fue disuelto en 10 mM de buffer citrato, a pH 4,5, y aplicado

inmediatamente.
6.3 Fase de tratamiento

Se utiliz6 inulina (Orafti) elaborada por Deltagen del Perd, empresa dedicada a la
comercializacion de aditivos e ingredientes, asi como a la fabricacion de mezclas

alimenticias de alta calidad (62)(63).

Segun lo reportado por Levano (60), informa que una dosis de 860 mg/kg de peso de
inulina muestra un efecto hipolipémico en ratas que fueron inducidas a diabetes Mellitus
tipo Il. Por lo tanto, a partir de esta dosis de referencia se establecieron los demas
tratamientos (500 mg/kg y 1 100 mg/kg de peso), para determinar el efecto de la inulina

Orafiti sobre los niveles de glucosa y estrés oxidativo.

Los tratamientos se realizaron por un periodo de 4 semanas, desde las 8:00 am hasta
las 10:00 am, por via orogastrica. Durante el tratamiento se us6 una ficha control donde se
registro la dosis de inulina administrada, se inform6 ademas la fecha y la hora del registro,

asi como las incidencias y observaciones del procedimiento (Anexo 4).

Durante todo el proceso del estudio experimental se registraron los cambios de peso, la

ingesta de agua y la ingesta de comida (Anexo 1).

6.4 Fase de sacrificio

Terminado el estudio, los grupos experimentales fueron sacrificados a través de
sobredosis de pentobarbital (anestésico sedante) a una dosis de 60 mg/kg de peso (136).
Posteriormente, se extrajeron la sangre por puncion cardiaca y se centrifugo a 3500
rpm/min para la obtencién del suero, estas se almacenaron a -20 °C para las posteriores

pruebas bioquimicas.
6.5 Fase de determinacion de pruebas bioquimicas

6.5.1 Determinacion de glucosa

Se determinaron los niveles de glucosa en sangre mediante el uso de un glucometro
Accu-Check Active de laboratorios Roche. La muestra de sangre se obtuvo tras realizar
una incision en las patas hasta lograr obtener una gota homogénea para posteriormente

colocarla sobre la tira reactiva del equipo (46).
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6.5.2 Determinacion de lipoperoxidacion

Malonaldehido (MDA), es un indicador de la peroxidacién lipidica, reacciona con el acido
tiobarbitarico (TBA) para formar un aducto cromdgeno estable que se determiné por

espectrofotometria (64).
7. Procesamiento y analisis de datos

Los datos fueron ingresados a una base en Microsoft Excel y posteriormente se

exportaron al programa STATA version 12 para los andlisis respectivos.

En el estudio se realizaron tres tipos de andlisis: i) comparacion de mediciones a lo largo
del tiempo en cada grupo de experimentacion, ii) comparacion de mediciones finales entre
los distintos grupos de experimentacion y iii) comparacioén del cambio ocurrido entre la

semana anterior al inicio del tratamiento y la medicién final.

Antes de implementar las pruebas estadisticas, se verifico la presencia o ausencia de

distribucion normal en las variables mediante la prueba Shapiro Wilk.

Para las comparaciones de mediciones en cada grupo, se aplico la prueba paramétrica
t de Student para datos relacionados (dependientes) en aquellas variables donde se
encontré normalidad, mientras que, para los casos donde no se encontr6 normalidad, se
aplico la prueba no paramétrica de Suma de Signos de Wilcoxon. Los datos fueron
mostrados como media + desviacion estandar independientemente de la prueba estadistica

utilizada, este ultimo para un mayor entendimiento de los datos.

Para la comparacién entre los distintos grupos de tratamiento, se aplicé la prueba de
analisis de varianza (ANOVA) de un factor. Esta prueba es resistente al supuesto de
normalidad, por lo que fue aplicada para todos los casos. Las diferencias entre pares de

grupos se verificaron con el test de Barlett.

Para todas las pruebas estadisticas se considerd un nivel de confianza del 95%, por lo
tanto, el nivel de significancia (error tipo 1) utilizado fue 5%. Segun este ultimo, todo valor

de p (p-value) menor o igual a 0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
8. Consideraciones éticas

El estudio de investigacion se realiz6 en areas preparadas para este fin, teniendo en
cuenta la temperatura, humedad, ventilacion e iluminacion adecuada de la instalacion,
ademas de disponer de jaulas con un espacio adecuado, buena alimentacion, asi como un

adecuado bienestar psicolégico. (65). Ademas, se tuvo en consideracion buen trato al

46



animal sobre el cual se realiz6 la investigacion, todos esto segun lo recomendado por la

guia de manejo y cuidado de animales de laboratorio (59).
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1. Resultados

Tabla 4.

Capitulo IV

Resultados y discusion

Variaciones de los niveles de glucosa (mg/dl) segin grupos de tratamiento

Grupo

Control
negativo

Control
Positivo
Inulina
(Dosis 1)
Inulina
(Dosis 2)

Inulina
(Dosis 3)

Niveles de glucosa (mg/dl)

Semanas
2 4 5 6 7 Final
101.3+15.6 77.0+10.8* 93.7 + 11.6 100.5%+17.7 129.3 + 107.5 +
*x 23.8% 13.3**&
85.2+5.6 546.7 £59.2* 468.2 + 534.3+73.6 574.8+49.2 598.5+ 3.7**
27.6**
94.0+20.1 524.2+67.9* 540.8+84.0 567.8+58.6 572.8+60.8 555.0+98.9
90.0+22.6 486.3 + 431.6 + 452.6 + 465.7 + 470.4 +
148.9* 183.2 216.2 225.9 221.6
98.9+24.2 511.3 + 341.2 + 390.8 + 453.2 + 364.3 +
119.7* 202.0** 150.7 183.0% 174.5*

*p<0.05 comparado con Semana 2

** p<0.05 comparado con Semana 4
***n<0.05 comparado con Semana 5

$p<0.05 comparado con Semana 6
&p<0.05 comparado con Semana 7

La tabla 4 muestra la variacion en el tiempo de los niveles de glucosa en los distintos

grupos de tratamiento. Se compararon las variaciones dentro de cada grupo (similar a la

tabla 8) donde cada medicion fue comparada con la anterior. La medicion final fue, ademas,

comparada con la medicién anterior al inicio del tratamiento con inulina (semana 4).

En estos datos resalta la efectividad de la induccién, pues, en todos los grupos

inducidos, se tiene un aumento significativo de los niveles de glucosa respecto a la

medicion basal (semana 4 comparada con semana 2 en todos los grupos). En el caso del

control negativo, hubo una reduccion significativa en dicha semana.

Las primeras dosis de inulina (dosis 1 y dosis 2) varian la glicemia, pero no

significativamente respecto a la medicidn de la semana anterior. La tercera dosis de inulina,
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por el contrario, provoca cambios significativos en los niveles de glucosa en determinada
semana, respecto a la anterior y respecto a la medicion anterior al inicio del tratamiento
(semana 4).

Tabla 5.

Niveles finales de glucosa (mg/dl) y cambio promedio de los niveles durante el periodo de
tratamiento.

Nivel de glucosa Cambio en el nivel de
Grupo final (mg/dI) glucosa (mg/dI)
Control Negativo 107.5+ 13.3 30.5+15.2
Control Positivo 598.5 + 3.7 51.8+58.2
Inulina (Dosis 1) 555.0 £ 99.02 30.8 £110.2
Inulina (Dosis 2) 470.4 + 221.62 -15.9+97.2
Inulina (Dosis 3) 364.3 + 174.5% -147.0 + 106.23%¢d

2p<0.05 comparado con Control Negativo
Pp<0.05 comparado con Control Positivo
¢p<0.05 comparado con Inulina (dosis 1)
9p<0.05 comparado con Inulina (dosis 2)

Aqui se compararon los niveles de glucosa entre los distintos grupos de tratamiento.
Todos los grupos de induccién a diabetes se diferenciaron significativamente del control
negativo, lo que comprueba que la induccién ocasiona un aumento en la glicemia. Uno de
los aspectos mas importantes es que el Unico grupo que se diferencia del control positivo
es el grupo de la tercera dosis de inulina. Si bien es cierto no llega a parecerse al control
negativo, de todas maneras, muestra una importante reduccién en los niveles de glucosa.
Cabe resaltar, que, a pesar de no disminuir significativamente los niveles de glucosa en las
dos primeras dosis, existe una reduccién progresiva dando una idea de un efecto dosis
respuesta.

Por otro lado, también se compararon los cambios en los niveles de glucosa. Estos
cambios se determinaron restando el valor final y el valor anterior al inicio de tratamiento
(de manera similar a la tabla 9). Es evidente el gran cambio existente en los animales del
altimo grupo (tercera dosis de inulina), diferencidndose significativamente del resto de

grupos. Estos datos corroboran lo mencionado en el parrafo anterior.

Tabla 6.

Cambio de malonaldehido (umol/L) segun tipo de tratamiento.
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Niveles finales de malonaldehido

Grupo (HmollL)
Control Negativo 17.1+4.2
Control Positivo 27.0x 7.4
Inulina (Dosis 1) 39.1 +10.7%
Inulina (Dosis 2) 28.6 £5.72
Inulina (Dosis 3) 25.7 £ 4.1*

2p<0.05 comparado con Control Negativo
Pp<0.05 comparado con Control Positivo
¢p<0.05 comparado con Inulina (dosis 1)

En la tabla 6 se compararon los niveles finales de malonaldehido entre los distintos
grupos de tratamiento. Esta tabla indica que los distintos grupos a los que se le indujo la
diabetes tuvieron un aumento significativo de malonaldehido comparado con el grupo
control (p<0.05). De esta forma, se confirma que la induccion a diabetes tiene un efecto

directo sobre la peroxidacion lipidica.

La inulina, en sus tres dosis, no logra revertir oxidacion de lipidos (MDA) provocado por
la induccion diabetes. La tercera dosis parece reducir levemente los niveles, sin embargo,
al igual que el resto de dosis, se diferencia significativamente con el grupo control negativo

y no con el control positivo.
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Tabla 7.

Variacién en el tiempo del peso corporal (g) segun grupos de tratamiento.

Peso corporal (g)

Grupo

Semanas

1 2 4 5 6 7 Final
Control 143.8 £ 221.2 + 239.7 £ 247.9 258.3 268.2 280.7
negativo 12.07 9.6# 10.4* +11.7**  + 20.5*** +21.4%  +16.6%%
Control 140.7 2375+ 224.8+ 199.3 199.5 189.3 197.3
positivo 10.7 2# 10.5* +10.3** +14.8 +24.8 + 23.9%*&
Inulina 194.8 + 259 + 228+ 216.4 198.4 201.2 182.0
(Dosis 1) 13.3 13.3* 18* +23.1%* £ 28.4%** +29.2 + 30.0%*&
Inulina 175.0 + 253.4 + 2440 241+ 240 + 250.4 252.4
(Dosis 2) 15.2 9.3% 23.7 33.8 42.6 + 48.8°% +58.7
Inulina 202.8 £ 252.7 + 245.0 £ 225.8 228.6 221.0 236.7
(Dosis 3) 8.3 8.8% 19.1 + 33.6** +35.2 +56.0 +42.6

#p<0.05 comparado con Semana 1
*p<0.05 comparado con Semana 2
** p<0.05 comparado con Semana 4
***n<0.05 comparado con Semana 5
$p<0.05 comparado con Semana 6
4p<0.05 comparado con Semana 7

En esta tabla 7 se analiz6 la variacién del peso corporal comparando cada peso con el
de la semana anterior en cada grupo de tratamiento. La medicién final fue, ademas,
comparada con la medicién anterior al inicio del tratamiento con inulina (semana 4). Se
observa que el peso corporal varia significativamente (p<0.05) a lo largo de las semanas
en el grupo control negativo, control positivo e inulina (dosis 1). Dicha variacion se presenta
en forma de aumento de peso en el grupo control negativo. En el grupo control positivo e
inulina (dosis 1) la variacion se presenta en forma de disminucién de peso corporal. Los

grupos restantes no varian significativamente sus pesos corporales.
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Tabla 8.

Peso corporal final (g) y cambio del peso corporal durante el periodo de tratamiento.

Cambio en el peso corporal

Grupo Peso corporal final (g)

(9)
Control negativo 280.7 + 16.6 41.0+12.8
Control positivo 197.3 + 23.92 -27.5+16.22
Inulina (Dosis 1) 182.0 + 30.02 -46.0 +12.12
Inulina (Dosis 2) 252.4 + 58.7°¢ 8.4 + 35.6°
Inulina (Dosis 3) 236.7 £42.6 -8.3+£27.02

2p<0.05 comparado con Control Negativo
5p<0.05 comparado con Control Positivo
¢p<0.05 comparado con Inulina (dosis 1)
4p<0.05 comparado con Inulina (dosis 2)

En esta tabla se compar6 el peso corporal final de los animales entre distintos grupos
de tratamiento. Se puede observar que el grupo control negativo es aquel que presento
mayor peso corporal, siendo esta diferencia significativa con respecto al grupo control
positivo y al grupo inulina (dosis 1). No se detectaron diferencias significativas al comparar

estos valores con los grupos restantes.

Por otro lado, se evalué el cambio en el peso corporal de cada grupo restando el peso
corporal final con el peso corporal previo al inicio del tratamiento (semana 4). Luego del
andlisis, se tiene que la inducciéon a DM2 (grupo control positivo) ocasiona una disminucion

en el peso corporal con respecto al grupo control negativo.

Segun los resultados vistos en las primeras dos tablas, se afirma que las distintas dosis
de inulina provocan una variacion irregular (ciertas veces aumenta y otras disminuye) en el

peso corporal (muchas veces no significativa).
2. Discusion

Se han utilizado a lo largo de los afios modelos experimentales en animales, aunque
estos no posean todas las caracteristicas clinicas observadas en personas con diabetes,
tratan de reflejar el patron que sigue la enfermedad (66). EI modelo utilizado con STZ
permite cumplir con las principales caracteristicas de la Diabetes Mellitus Tipo 2:
resistencia a la insulina, disfuncion parcial de las células  del pancreas e hiperglucemia, y
ademas peroxidacion lipidica (61)(5). El farmaco STZ ingresa a la célula B pancreatica a
través del transportador de glucosa GLUT-2, causando dafio en el ADN por la produccion

de radicales libre (O2", H.O, y ON), como resultado la célula B es destruida por necrosis
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(67). La dosis y la via de administracion resultan determinantes para el tipo de diabetes
gue se desea inducir (68). Se ha registrado que con dosis de 40 a 60 mg/kg de STZ
después dos dias aproximadamente genera diabetes no insulino dependiente (69). En
consideracién al sexo en los modelos experimentales, se usa de forma convencional
animales machos, debido a que no presentan cambios fisiol6gicos como el ciclo menstrual,

estral, gestacional y lactancia (70).

Se observd niveles elevados de glucosa a las 72 horas de la administracion de
streptozotocina, indicando un cuadro de hiperglicemia (>200mg/dl), también aumenté el
volumen de orina con olor intenso, caida de pelo, pérdida de peso y debilidad general.
Estos parametros bioquimicos y clinicos indican que nuestro modelo de induccién de DM2

fue el adecuado (71).

Dentro del estudio, tres grupos experimentales (CDI1, CDI2 y CDI3) con DM2 fueron
tratados con inulina, un producto de alto contenido de inulina a partir de la raiz de achicoria.
La inulina perteneciente a la familia de los fructanos. Una fuente principal de este prebidtico
es la raiz de achicoria, el cual ha sido objeto de diversas investigaciones (8) (9) (72)
(73)(74). La primera dosis consistia en 500 mg/kg de peso, la segunda dosis 860 mg/kg de
peso vy la tercera de 1100 mg/kg de peso por un periodo de 4 semanas.

La dosis méas alta del tratamiento con inulina (1100 mg/kg, grupo CDI3) bajo
significativamente los niveles de glucosa en 39.1% con respecto al grupo control positivo.
La inulina es metabolizada por las bifidobacterias en el aparato gastrointestinal para
producir acidos grasos de cadena corta (AGCC), y estos acidos grasos pueden retrasar el
vaciado gastrico y motilidad del estomago (75)(76)(77); por tanto, probablemente haya
favorecido la disminucion de glucosa en suero del grupo CDI3. Otros estudios también
reportan que los AGCC son los responsables de la disminucién de la glucosa en animales
que fueron tratados con inulina por 30 dias (dieta con 10% de inulina). Ellos atribuyen este
efecto a una mayor liberacion o expresion de polipéptidos gastrointestinales como
polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP) y el péptido similar al glucagén 1
(GLP-1 (78). Estos polipéptidos son capaces de incrementar la diferenciacion de nuevas
células B, a partir de células progenitoras ubicadas en el epitelio de los conductos
pancreaticos (79). Esto mejora la respuesta y capacidad sensora a la glucosa, por el
incremento de la liberacion de insulina a partir de las células 8 del pancreas (80). Todos
estos mecanismos estarian contribuyendo al efecto hipoglucemiante del producto Orafti

por el alto contenido de inulina.
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El malonaldehido (MDA) es un marcador del estrés oxidativo y se forma por la oxidacion
de lipidos, especialmente fosfolipidos. EI MDA puede reaccionar con proteinas, acidos
nucleicos entre otros y estimular una respuesta inflamatoria, aumentando el riesgo de
enfermedades cardiovasculares. Dentro de las complicaciones asociadas a la DMT2 se
tiene dafios crénicas vasculares, ocasionado por la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) de nuestro organismo (5). Se ha demostrado que un estado hipoglucémico
desencadena procesos bioquimicos dafiinos como la inflamacién y estrés oxidativo,

generando un incremento de glicosilacion, oxidacion de lipidos y proteinas (6).

Los datos obtenidos en esta investigacion mostraron un aumento significativo de MDA
(p<0.05) en los distintos grupos de tratamiento en comparacién al grupo control negativo
(CND), demostrando de esta manera que el método utilizado de induccion tiene un efecto
directo en el desarrollo de peroxidacion lipidica. Al analizar los tratamientos, se observo
una disminucion del 5% en la dosis méaxima (CDI3) en comparacion al control positivo; sin
embargo, los otros tratamientos aumentaron en 5.9% y 44.8% para los grupos CDI2 y CDI1
respectivamente. Con estos resultados podemos inferir que el marcador de la peroxidacion
lipidica MDA disminuye a medida que se incrementa la dosis de inulina (Orafti). Se sabe
que la inulina estimula la sacarolisis en la luz col6nica y el crecimiento de lactobacilos y/o
bifidobacterias, esto protege y evita la translocacion de bacterias y la proliferacion de
patdgenos en la submucosa. Consecuentemente disminuira la oxidacion de proteinas, el

estrés oxidativo, MDA e inflamacién (81).

Se ha reportado un aumento en la produccién de endotoxinas, lipopolisacaridos (LPS)
en personas diabéticas (82), alterando la motilidad gastrointestinal y ocasionando una
respuesta inmune/inflamatoria. Ademas, se sabe que el butirato producto del metabolismo
de la inulina suprime la proliferacién de linfocitos e inhibe la produccion de citosinas de
linfocitos Th1l, induce a la apoptosis de linfocitos T y regula positivamente la produccion de
IL-10 (83), mecanismos que explicarian el efecto positivo de la inulina sobre los marcadores
inflamatorios. Aunque no se midi6 este marcador, sin embargo, podria haber favorecido a

la disminucion del MDA y se tendrd en consideracion para futuras investigaciones.

En relacién con el peso corporal, se sabe que es uno de los pardmetros afectados en
personas con DM2. La teoria refiere que previo al desarrollo a la enfermedad (DM2) se
inicia el sindrome metabdlico, diferenciado por el sobrepeso; en cambio, ya establecida la
enfermedad, se observa una pérdida de peso de manera progresiva. En este estudio se
logra observar el efecto de la DM2 sobre el peso de las ratas en los diferentes grupos de
experimentacion. En el grupo CND (no tratados con STZ) se observé una tendencia

constante al aumento de peso, caso contrario, el grupo CD presenta una disminucion
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(29.7%) en el peso corporal en comparacion al grupo CND, evidenciando un incremento
en el catabolismo. La disminucién en el peso observado en las ratas con hiperglicemia no
controlada, es debido al resultado de la pérdida de proteinas debido a la imposibilidad de
usar los carbohidratos como fuente de energia. Este descenso en el peso también es
asociado a la excesiva diuresis, cuadro caracteristico de diabetes. En consecuencia, los
resultados concuerdan con los reportados en la literatura (84) (85). No obstante, este efecto
fue minoritario en el grupo de tratamiento con dosis media 10% (CDI2) y alta 15.6% (CDI3),
donde a partir de la segunda semana de tratamiento se observa un incremento de peso

hasta el final de la investigacion.

Los datos obtenidos en esta investigacion demuestran que a medida que se incrementa
la inulina disminuye los niveles de glucosa, especialmente con la dosis 3. Este resultado
estaria contrarrestando los efectos causados por la DM2 (hiperglucemia posprandial,
polidipsia, polifagia, poliuria y pérdida de peso), sugiriendo que la alimentacion con inulina

en la dieta de las ratas previamente tratadas con STZ mejora la homeostasis de la glucosa.
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Capitulo V

Conclusiones y recomendaciones

1. Conclusiones

Los tratamientos diarios de inulina (500, 860 y 1100 mg/kg), administrados por sonda
orogastrica en ratas inducidas a diabetes mellitus tipo 2, no evidenciaron efectos
significativos en la disminucion de MDA.

El tratamiento con dosis elevada de inulina (CDI3, 1100 mg/kg) de 4 semanas
presenté mejora en la homeostasis de la glucosa, logrando disminuir los niveles de
glucosa en sangre en ratas diabéticas inducidas con STZ.

Los grupos de tratamiento CDI2 y CDI3 muestran una tendencia a la recuperacion

de peso con respecto al control diabético, aunque no es significativo.
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2. Recomendaciones

- La extraccion de los 6rganos como higado, corazon y pancreas, y realizar cortes
histolégicos para observar los en forma fisica efectos de la solucién de inulina (Orafti)
sobre estos 6rganos y complementar los resultados del tratamiento.
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Anexo 1: Ficha de control de evaluacién de peso corporal

Basal

10

11

12

13
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Anexo 2: Ficha de control de induccién - diabetes

Grupo control
negativo:
Ratas sin diabetes
mellitus tipo Il

Grupo control
Positivo:
Ratas con diabetes
mellitus tipo Il

Grupo Experimental
1
Ratas con diabetes
mellitus tipo 11+ 500
mg/kg de inulina

Grupo Experimental
2:
Ratas con diabetes
mellitus tipo I+ 860
mg/kg de inulina

Grupo Experimental
3
Ratas con diabetes
mellitus tipo I+ 1100
mg/kg de inulina

mojlo|®@|» MoO|O|®|>» MO|O|®W|> M OlO|®W|> M O|O|®|>
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Anexo 3: Ficha de control de diabetes - nivel de glucosa

Grupo control
negativo:
Ratas sin diabetes
mellitus tipo Il

Grupo control
Positivo:
Ratas con diabetes
mellitus tipo Il

Grupo Experimental
1
Ratas con diabetes
mellitus tipo 11+ 500
mg/kg de inulina

Grupo Experimental
2:
Ratas con diabetes
mellitus tipo I+ 860
mg/kg de inulina

Grupo Experimental
3:
Ratas con diabetes
mellitus tipo II+ 1100
mg/kg de inulina

mj{o/o|®|» M o|o|®@®|>» MOoO|lO|®|>» MOlO|®W|>» M| O|O|®®| >
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Anexo 4: Ficha de control de ingesta de inulina

Grupo control
negativo:
Ratas sin diabetes
mellitus tipo Il

Grupo control
Positivo:
Ratas con diabetes
mellitus tipo 1l

Grupo
Experimental 1:
Ratas con diabetes
mellitus tipo I+ 500
mg/kg de inulina

Grupo
Experimental 2:
Ratas con diabetes
mellitus tipo I+ 860
mg/kg de inulina

Grupo
Experimental 3:
Ratas con diabetes
mellitus tipo I+
1100 mg/kg de
inulina

molo|l®|(>» MM o|lOoO|®|>» MOolOo|®|>» MoOo|O|®|>» MO O|®T|>
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Anexo 5: Composicion nutricional de alimento de ratones

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA
Programa de Investigacion y Proyeccién Social en

Alimentos

ALIMENTOS BALANCEADOS

Valor
Nutricional

Energia Metabolizable
Proteina

Lisina

Met — Cist

Grasa

Calcio

Fosforo disponible
Fibra

Humedad

(Mcal/kg) 29
(% min) 17
(% min) 0.92
(% min) 0.98
(% min) 6
(% min) 0.63
(% min) 0.37
(% max) 4
(% max) 12

Caracteristicas

- Alimento disefiado para ratones de laboratorio
(Crecimiento/Reproduccion).

- Favorece el desarrollo de una flora intestinal adecuada.

- Condicién optima de pH estomacal.

- Didmetro de pellets 8.0 mm

- Longitud de pellets 6.0 — 8.

0mm

Ingredientes

Harina de maiz

Torta de soya 48

Harina integral extruida de
soya

Subproductos de molineria de
trigo

Aceite vegetal

Carbonato de calcio

Fosfato dicalcico

Cloruro de colina 60%

Cloruro de sodio

Aminoacidos sintéticos
Premezcla vitaminas — minerales
Antioxidantes

Antifungicos
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LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

SOLICITANTE
DIRECCION LEGAL

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N° 009982 - 2016

: LISSETTE FLORES DE VALGAS VELEZ

VILLA BETANIA - NANA CHOSICA

: RUC: --- Teléfono: 982622880
PRODUCTO : ALIMENTO BALANCEADO PARA RATAS
NUMERO DE MUESTRAS : Uno
IDENTIFICACION/MTRA. . S
CANTIDAD RECIBIDA : 1001,7 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : SM.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa en bolsa cerrada.
SOLICITUD DE SERVICIO : S/S N°EN-005442 -2016
REFERENCIA : ACEPTACION TELEFONICA -
FECHA DE RECEPCION © 13/10/2016
ENSAYOS SOLICITADOS . FiSICO/QUiMICO
PERIODO DE CUSTODIA : 3 Meses, a partir de la fecha de recepcion.
RESULTADOS :

ENSAYOS FiSICOS/QUIMICOS :

ALCANCE : N.A,

ENSAYO RESULTADO
1.- Humedad (g / 100 g de muestra original) 14,1
2.- Grasa (g / 100 g de muestra original) 2.9,
3.- Energia Total(Kcal / 100 g de muestra original) 337.3
4.- Carbohidratos(g / 100 g de muestra original) 59.4

5.- Cenizas(g / 100 g de muestra original) 5.2

6.- Proteina(g / 100 g de muestra original) (Factor: 6,25) 18.4
7.- % Kcal. proveniente de Proteinas 21,8
8.- % Kcal. proveniente de Grasa 7
9.- % Kcal. proveniente de Carbohidratos 70,5
10.- Vitamina C(mg / 100 g de muestra original) 0.9

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO :
1.- AOAC 934.01 Cap. 4 Ed. 19 Pag. 1 2012

2.- AOAC 954.02 Cap. 4 Ed. 19 Pag. 40-41 2012
3.- Por Célculo MS-INN Collazos 1993

4 - Por Diferencia MS-INN Collazos 1993

5.- AOAC 942.05 Cap. 4 Ed. 19 Pag. 8 2012

6.- AOAC 954.01 Ed. 19 Cap. 4 Pag. 24-25 2012
7.- Por Calculo MS-INN Collazos 1993

8.- Por Célculo MS-INN Collazos 1993

9.- Por Calculo MS-INN Collazos 1993

10.- AOAC 967.21 Ed. 19 Cap. 45 Pag. 22-23 2012
CONTINUA INFORME DE ENSAYOS N° 009982 - 2016

Pag 1/2

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Pera
Telf.: (511) 3495640 - 3492507 Fax: (511) 3495794
F_mail- mida@lamalina adii ne - Paaina Weh: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal -Eila molina calidad total
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Anexo 6: Ficha técnica de la inulina

Orafti®GR

Hoja de Especificaciones

benece

orafti

DOC.CHA4-03*05M1

Orafti®GR Es= un ingrediente alimenticio compuesto principalmente por inulina de achicona.
Orafti®GR. Es un polvo Granulado.

Inulina de Es una mezcla de oligo- y polisacaridos compuestos de unidades de fructosa

achicona unidas entre si mediante enlaces &(2-1). Practicamente cada molécula se termina
con una unidad de glucosa. El numero total de unidades de fructosa o glucosa
{=grado de polimerizacion o DF) de la gama de inulinas de achicora se halla
principalmente entre 2 y 60.

E ifi - | icidn

Inulina*
Glucosa + fructosa + sacarosa®*

Materia seca (grav.)
Contenido de carbohidrato®
Promedic DP de la inulina
Cenizas (sulfatadas)*
Conductividad (w = 15 g/100g)
Metales pesados*®

Métodos analiticos: ver nuestros Folletos Técnicos

=90 g/00g
=10 g/M00g

(97 £ 2) g/M100g

> 99.5gM00g

=10

= 0.2 giM00g

< 250 pSicm

Pb = 0.02 mag'kg

As = 0.03mglkg

Cd, Hg cada uno < 0.01mg/kg

pH (w = 10g/100q) 3.0-7.0

* expresados sobre materia seca (DM).

E ificaci icrobiologicas

Todos los valores expresados en base materia seca.
Métodos Analiticos: ver nuestros Folletos Tecnicos.

Aerobios mesdfilos - recuento total
Levaduras

Mohos

Esporas termofilas aerobicas
Esporas termofilas anaerobicas productores de H2S
Enterobacteriaceas

Bacillus cereus

Staphylococci coagulaza positivo
Escherichia coli

Clostridia

Salmonella

Listena

72

max. 1000 cfu porg
max. 20 cfu porg
max. 20 cfu porg
max. 1000 cfu porg
max. 25 cfu porg
negative en 1 g
max. 100 efu por g
negativoen0.1g
negativoen 1 g
negativoen 1 g
negativo en 250 g
negativo en 25 g




Etfiquetado

benee

orafti

Todos los valores son valores expresados por 100 g de producto comercial.

Carbohidratos
Azlcares 8
Fibra dietetica® 89
Valor calorico *
Witaminas and Minerales

Alergenos

1) inchyendo fibra distetica
2) medido por &l método ADAC 997 08

897"

210 keal/Ba2 kJ
Insignificante

Proteina ausents*
Grasa ausente*
Gluten ausente®
Lactosa ausente®
Pesticidas negativo™

no reguiere etiqguetado de alergenos por disposiciones de EL/US ¥

3) ) valor caldrico basado en 2 Keallg para fibra dietetica referido a EU Directiva 2008/100/EC (enmienda 90/496/EEC)
con efecto desde el 31 de octubre 2012. Por favor adaptar a las regulaciones locales, si es necesanio.
4) “ausente” significa no aplicado en ninguno de nuestros procesos de fabricacion y ausente en los locakes e

instalaciones de produccion.

5) para mas informacion, consulte los detalles de las declraciones indviduales de Beneo — Orafti.

Aspecto®
Comportamiento®

Sabor*

Solubilidad en agua*
Mojabilidad en agua®
Dispersabilidad en agua®
Propiedades y aplicaciones
Tamano de particulas®
Densidad*

Etiguetado — Lista de ingredientes
Seguridad

Informacion adicional
Envaszado

Condiciones optimas de
almacenamiento
Maxima duracion

Condiciones de transporte
Irradiacion
GMO

Kosher
Halal
Ongen vegetal

Producido por

H51 A4-15-05/11

Polvo blanco fino

Higroscopico

Ligeramente dulce, sin dejar gusto
120 g/l a 25°C - 350 gl a 90 °C
Buena

Buena — eventualmente se requiere agitar.
Ver nuestros folletos tecnicos.
Wer documento “Tamario de Particula®.
Approx. (S80 + 50) g/

Inulina

Seguro. No toxico. Mo peligroso.

Es como ofrog polvos fincs que cuando se mezclan con el aire y
s encienden, pueden causar una explosion.

El consumo excesivo puede causar efectos laxantes.

Sacos de papel en pallet, ver 'Especificaciones de envasado de
polvos®

Fresco (= 25 °C) y seco (< 60 % RH). En su envaze herméfico
original.

3 afios desde |a fecha de produccion (ver también fecha de
etiqueta de envase y CoA)

Garantizados: minimo 18 meses desde entrega de la planta de
produccion.
Acorde al documento 'Condiciones de Transporie'

Mo iradiado.

Mo contiene GMO o componentes derivados de GMO.

Mo es producido ufilizando tecnologia basada en GMO.
Certificado, Crthodox Union
Majelis Ulama Indonesia
Adecuado para vegefarianos &
vegans

BEMNEO-Orafti — ver

direccion en efiqueta de
envase

Representado por :

213
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Anexo 7: Ficha técnica de Estreptozotocina

SIGMA-ALDRICH R

3050 Spruce Streef. Saimt Louls, MO 83103, USA
Webalte: www_sigmaaldrich. com

Emall USA: techasrvilsial.com

Outeide USA:  surtechasry@elal com

Product Specification
Product MName:

Streprozocin - =T5% o-anomer basis, 298% (HPLC), powder

Product Mumber: S50130 HET.
CAS Mumber 18883-66-4 &
MDL: MFCDODODSE0T "M
Formula: CEH15N30T OH oH
Formula Weight: 265.22 g/mol H“~f:»°
Storage Temperature: -20 €T Oz M. -
TEST Specification
Appearance (Color) White to Light Yellow
Appearance (Fom) Pow der
Solubility {Codor) Very Faint Yellow 1o Dark Yellow
Solubliity (Turbidity) Clear

50 mgimL, H2O
Proton NMR spectrum Conforms to Structure
13C HMR spectrum conforms to Structure
Water by Karl Flscher) = 30 %
Carbon (anhydmous) 355 - 36.6 %
Mitrogen {anhydnous) 154 - 16.2 %
% Purity (HFLC) = 98
Purity {HPLC) = 75 %

Alpha Anomer by HPLG

Specification: PRD.2.ZQ5.10000045304

Sigma-Aldrich warrants, that al the time of the guallty release or subsequent retest date (his product conformed to the Information contained In
this publication. The current Specification shest may be avallable at Sigma-Aldrich.com.  For further Inquiries, please conlact Technical Service.
Purchaser mus! determine the sultablity of the product for Its particular use. See reverse slde of Invoice or packing sip for additional termms
and conditions of sale.

1af 1
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Anexo 8: Fotos

Facultad Ciencias de la Salud
BIOTERIO

1 L M‘

e i b bl (=
AT
=

Grupo Control Positivo

(CD)

(CND)
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TRATAMIENTO : S,E.MANA CUA.TRO :
Cambios Fisicos al termino del tratamiento

Grupo Control Positivo Grupo Control Negativo

(cD) (CND)

(cDi)

(CDI2) (CDI3)
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SEMANA CUATRO

TRATAMIENTO Cambios Fisicos al termino del tratamiento

Grupo Control Positivo

(Cambio de peso significativo)

Rata - CD

Rata - CND

Comparacién de cambios fisicos entre CND y CD

Rata - CDI2
W

Comparacion de cambios fisicos entre CDI1, CDI2, CDI3 Y CD
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EXTRACCION SANGUINEA

Puncion Cardiaca

(Extraccion de sangre)

Extraccion de organos

(Higado)

Obtencion de suero
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