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RESUMEN

Las glucogenosis son enfermedades congénitas, algunas de ellas con deficiencia enzimatica
que impide degradar el glucogeno enddgeno, causando hipoglucemia severa en ayuno. Las de tipo
I'y 111, se tratan con almidon de maiz cada 2-3 h, incluso durante la noche, para mantener glicemia
normal; un producto comercial importado, el Glycosade®, la mantiene por hasta 7 h, pero es caro
y no disponible en nuestro pais. EI objetivo de esta tesis fue modificar fisicamente almidén de
maiz, para hacerlo similar en tipos de almiddn digestible al Glycosade®, manteniendo la glicemia
de adultos al menos 5 h. Se analizaron Maizena®, Argo®, maiz ceroso y Glycosade® para amilosa,
amilopectina y velocidad de hidrdlisis in vitro; encontrando similitud entre los dos primeros, por
lo que se trabajo con Maizena®. Por calorimetria diferencial de barrido, el almidén con 30% de
humedad, soporté temperaturas de hasta 100°C sin cambios notables en transicion de fase. Se
modificé el almidén a 90, 95 y 100°C, con humedad de 30% durante 2 y 5 h en horno de conveccion
forzada, obteniendo 6 productos. Se les analiz6 velocidad de hidrolisis y proporcion de cada tipo
de almiddn. En un anélisis por conglomerados, el tratamiento 5 h a 90°C fue similar al Glycosade®
en cuanto a velocidad de hidrolisis; asi también, fue comparable en proporciones de almidén de
rapida y lenta digestion. Se escald el proceso para obtener suficiente material para ensayarlo in
vivo. Participaron 9 voluntarios con HbA1c 5.0-5.4%, tras ayunar 10 h, en la evaluacién de glicemia
posterior a la ingestién de 100 g/300 mL de agua, de almidon modificado, y una semana después,
de Glycosade®. Se les practicd puncion del dedo peridédicamente durante 5 h y evalud con un
glucémetro. En la Gltima medicién, su concentracion de glucosa promedio fue de 91.4 + 5.4 mg/dL,
sin diferencia significativa (p<0.05) al Glycosade® con 97.3 + 6.8 mg/dL. Asi, se cumplio el
objetivo de mantener la glicemia normal, durante al menos 5 h, con el almidon de maiz modificado
por tratamiento térmico con baja humedad. El producto, podria utilizarse durante la noche en nifios

con glucogenosis | o 111, después de su valoracion intrahospitalaria.

Palabras clave: glucogenosis, almidén de maiz, almidon de maiz modificado, glucosa
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ABSTRACT

Glycogen storage diseases (GSD) are genetic conditions caused by deficiency of enzymes
involving glycogen degradation, and some of them inducing severe fasting hypoglycemia. GSD
type | and Il treatment consists of uncooked cornstarch every 2-3 h, also at nighttime, to maintain
normal blood glucose levels. A foreign commercial product, Glycosade®, has proven to prolong
euglycemia for as long as 7 h, but it is expensive in México. The aim of this thesis was to modify
physically cornstarch, to obtain similar proportions of digestible starch types to Glycosade®,
allowing normal levels of blood glucose for at least 5 h in healthy adults. The ratio of
amylose/amylopectin of two different brands of cornstarch (Maizena® and Argo®), a waxy maize
cornstarch and Glycosade® were analyzed, finding similarity between Maizena® and Argo®, so the
first one was chosen to work with. By differential scanning calorimetry, cornstarch with 30%
humidity was able to resist temperatures of up to 100°C without phase transitions. Starch was
modified in a convection oven at 90, 95 and 100°C for 2 and 5 h, with 30% humidity, resulting in
6 modified cornstarch products. We analyzed in vitro hydrolysis and percentages of each kind of
starch. A cluster analysis showed similar in vitro behavior between the starch modified for 5 h at
90°C and Glycosade®, as well as for percentages of rapidly and slowly digestible starch. We
modified cornstarch on a full-scale, to obtain enough material for an in vivo clinical trial. We run
a trial with 9 volunteers with HbAlc 5.0-5.4%. After 10 h fasting, we measured blood glucose
following a cornstarch treatment intake of 100g/300 mL water, of modified cornstarch or
Glycosade® (one week later). Blood by capillary puncture was analyzed with a glucometer every
hour for 5 h. In the last hour, the average blood glucose concentration was 91.4+5.39 mg/dL,
significantly comparable (p>0.05) to Glycosade®, with 97.3 + 6.8 mg/dL. In conclusion, the
objective was met, euglycemia was prolonged at least 5 h, after a dose of the modified cornstarch.
This treatment could be used at nighttime in children with GSD type | or Ill, after its clinical

assessment.

Key words: glycogen storage disease, cornstarch, modified cornstarch, glucose
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1. INTRODUCCION

Los errores innatos del metabolismo, son enfermedades congénitas que producen defectos
enzimaticos, afectando diversas rutas metabdlicas. Dichas alteraciones incluyen el acimulo o el
déficit de sustancias en el organismo (Ferreira 'y Van Karnebeek, 2019). Segun la SSIEM (Society
for the Study of Inborn Errors of Metabolism), los errores innatos del metabolismo pueden
clasificarse en errores del metabolismo de aminoéacidos y péptidos, de carbohidratos, de acidos
grasos Yy cuerpos cetonicos, y de las purinas, pirimidinas y nucleétidos. Dentro de los que afectan
el metabolismo de carbohidratos, esta la glucogenosis.

Las glucogenosis son un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una deficiencia en los
sistemas enzimaticos que metabolizan al glucogeno (Ozen, 2007). Una de las funciones principales
del glucdégeno, es mantener la concentracién de glucosa en sangre estable en periodos de ayuno,
por lo que el principal sintoma, de algunas glucogenosis, es la hipoglucemia severa en ayuno,
causando secuelas graves en infantes y retraso en el crecimiento.

Las glucogenosis de los tipos 1 y 111, pueden tratarse con dieta basada en carbohidratos de absorcién
lenta y comidas frecuentes. Para mantener la concentracion de glucosa estable durante la noche, se
utiliza almidon de maiz (Chen et al., 1984), especialmente el que ha sido modificado para ralentizar
su hidrolisis, tales como el Glycosade®. Aunque es eficiente hasta por 7 h, si se importara este
producto a México seria muy caro, lo que lo haria inaccesible para la poblacion atendida por
servicios publicos de salud en el pais.

La modificacion de los almidones de diversas fuentes, es una practica comun en la industria de los
alimentos, en la busqueda de funcionalidad diversa, para cuyo fin, se usan técnicas fisicas, quimicas
0 enzimaticas (Zia-ud-Din et al., 2017). Las técnicas fisicas son las mas econdémicas y se podrian
aplicar para modificar el almidén y tratar la glucogenosis. Por lo tanto, se hipotetizd que la
modificacion fisica del almidon de maiz, es una opcion accesible, para elaborar un producto de
digestion lenta que ayude a mantener la glicemia en nifios con glucogenosis tipo I y 111, y que sea

comparable en eficiencia a un producto comercial disefiado ad oc.
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

2.1. Glucogenosis Tipos | y 1l

Aproximadamente uno de cada 20,000 a 43,000 recién nacidos vivos en el mundo, padece
glucogenosis, un conjunto de trastornos congénitos que involucran el metabolismo del glucégeno
(Figura 1) (Ozen, 2007). Este, es una de las reservas energéticas mas importantes en los animales,
en higado y musculo. Una de sus funciones principales, es mantener la concentracion de glucosa
en sangre estable en periodos de ayuno. Las glucogenosis (GSD, por sus siglas en inglés, Glycogen
Storage Diseases), se caracterizan porque las enzimas que metabolizan al glucégeno, no se
expresan 0 no funcionan correctamente. Estas varian, y su severidad dependera del tipo de
glucogenosis que se padezca. Aunque es mas comun detectarlas en edades tempranas,
especificamente en nifios lactantes con glucogenosis que se asocie a hipoglucemia (Cuadro 1), una

vez que éstos espacian mas las tomas, la edad de inicio puede variar hasta la edad adulta (Ochoa-

Andrade et al., 2019)

I Fosfoglucosa isomerasa

pirofosforilasa Fosfofructoquinasa

Hexoquinasa I Fructosa-1,6-
? bifosfatasa

Glucosa Glucosa-6-fosfatasa

ﬂucégeno Lactato =/ Piruvato \
Sintetasa 3 A
/\ Glucégeno i
Enzima desramificante .
UDP-Glucosa de fosforilasa Gluconeogénesis;  ;Glucolisis
N . Glucosa-1-P P
UDPG- V

Glucosa-6-P — Fructosa-6-P T——— Fructosa-1,6-P

/

\ ] Reticulo endopldsmico
Gllit 2

Glucosa

Figura 1. Metabolismo del glucdgeno hepético
(Modificado de Chen, 2001)

Membrana plasmética



Para nombrar los distintos tipos de glucogenosis, se utilizan nimeros romanos, en orden
cronoldgico de cémo fueron descubiertos. EI primero en ser diagnosticado fue el tipo I, o
enfermedad de Von Gierke, en 1928. Actualmente, se conocen mas de 10 tipos, que se pueden
clasificar en diferentes categorias, dependiendo del defecto enzimaético y segun los dérganos
afectados. De acuerdo a los 6rganos afectados, hay diversas glucogenosis como las hepaticas, que
aungue son las mas comunes, en algunas ocasiones los dafios ocurren simultdneamente en higado
y musculo. Otros tipos de glucogenosis involucran ademas a otros tejidos, como rifiones, corazén
y mucosa intestinal (Chen et al., 2001).

Es importante identificar y tener un diagnostico oportuno sobre el tipo de glucogenosis, debido a
que no sélo los sintomas y signos clinicos varian en cada clasificacion; también lo hacen el
prondstico, las complicaciones y el tratamiento. Por ejemplo, los sintomas principales de las
glucogenosis hepaticas son la hepatomegalia e hipoglucemia, mientras que las glucogenosis que
afectan al masculo, también incluyen miopatias y dolor muscular. Para diferenciar entre los tipos
de glucogenosis, es necesario un perfil bioquimico, especialmente datos de glucemia, perfil de
lipidos, pruebas de funcion hepaética, lactato, y el analisis de cuerpos cetonicos (Castillo et al.,
2020). Una caracteristica en comun de todos los tipos de glucogenosis, es que ponen en riesgo el
estado nutricional del paciente, ya que sus requerimientos especificos no estan bien establecidos
(Szymanska et al., 2017; Humphrey et al., 2014).

Para los fines de este estudio, se centrara la explicacion en glucogenosis tipos 1 y 111, que conllevan

tratamiento nutricional similar, para el control de la glicemia.
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CUADRO 1. Principales tipos de glucogenosis asociadas a hipoglucemia

Enzima Organos
deficiente afectados

Tipo Nombre comun Manifestaciones clinicas

Hipoglucemia, retraso de
crecimiento, baja tolerancia al

I Von Gierke Glucosa-6- Higado, ayuno, elevacion de &c. lactico,
Fosfatasa rifidn L
ac. urico y colesterol,
hepatomegalia
Amilo-1-6-
Enfermedad de glucos_ldasa Mysculo, Hlpogll_Jc_emla_, hepatomegalia,
i : (Enzima higado, hiperlipidemia, retraso en el
Cori-Forbes - ) .
desramificadora  corazon crecimiento
de glucogeno)
Hepatomegalia, retraso en
Enfermedad de Glucogeno . crecimiento sin o con
VI - Higado . . p
Hers fosforilasa hipoglucemia (los sintomas
pueden remitir en edad adulta)
Deﬂmeryma de Fosforilasa Higado, Hipoglucemia, h_epgtomegalla,
IX fosforilasa . . retraso en crecimiento (los
. cinasa (FBK) musculo . .
cinasa sintomas remiten en edad adulta)
Fatiga, dolor muscular,
Sindrome de Lactato . intolerancia al ejercicio,
Xl . . Mdusculo . .
Fanconi-Bickel  deshidrogenasa hipoglucemia en ayuno,
hepatomegalia
Deficiencia de ) Mdasculo, . Hlpergllcer_ma postprandlgl,
. Glucogeno : hiperlactatemia, hipoglucemia en
0 glucdgeno . e higado, . .
. [ sintasa hepatica . ayuno, letargia, debilidad
sintasa hepatica corazén

muscular

La enfermedad de VVon Gierke es causada por una anormalidad en el sistema de la enzima glucosa-
6-fosfatasa, por lo que se ven afectadas tanto la glucogendlisis como la gluconeogénesis. En esta
glucogenosis que también se denomina tipo I, los sintomas se presentan durante los primeros meses
de vida, usualmente cuando el nifio comienza a dormir durante periodos mas largos, sin ser
alimentado. Los sintomas principales se sefialan en el Cuadro 1. Con el paso del tiempo, se incluye
aspecto de “cara de mufieca”, por deposito de grasa en las mejillas.

Se sospecha de glucogenosis tipo | cuando un infante presenta los signos clinicos ya citados,
principalmente hipoglucemia, hepatomegalia y retraso de crecimiento. Para su diagndstico es

importante realizar exdmenes de laboratorio, en los cuales la hiperlactatemia e hiperuricemia
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pueden ayudar a diferenciarla entre otras patologias e incluso otros tipos de glucogenosis, asi como
el aumento de enzimas hepéticas y/o fibrosis (Ochoa-Andrade et al., 2019). La prueba definitiva
hace algunos afios era la medicion de la enzima G-6-fosfatasa y el anlisis de una biopsia hepatica,
a la cual se deberia proceder si los deméas examenes sugieren la enfermedad. Actualmente, se
practican analisis genéticos para confirmar el diagnostico, encontrando mutaciones en la secuencia
del gen que codifica para la enzima (G6PC) o del que causa déficit en el transportador de la enzima
G6PT o SLC37A4 (Kishnani et al., 2010). Al dia de hoy, se han encontrado hasta 13 mutaciones
en el gen SLC37A4, que ayudan a distinguir entre glucogenosis tipo la o Ib (Zhang et al., 2019)
Dependiendo del gen afectado, hay dos subtipos principales de la enfermedad de Von Gierke, y
aproximadamente 80% de los pacientes presentan tipo la. En el tipo la es el sistema enzimatico el
que se encuentra deficiente, mientras que en el tipo Ib es el transportador de la glucosa-6-fosfatasa.
Sus diferencias son casi indistinguibles, pero los pacientes con el subtipo Ib presentan neutropenia,
ademas de los sintomas clésicos, por lo que sufren de infecciones recurrentes. Una caracteristica
de ambos subtipos que los diferencian de otros, es la baja tolerancia al ayuno. Los pacientes que
sufren glucogenosis tipo | deben consumir alimentos cada 2-3 h, con el fin de mantener la
concentracion de glucosa por encima de los 70 mg/dL (Bali et al., 2016).

Ademas de la glucogenosis tipo I, la de tipo Il responde bien al tratamiento nutricional. Se hace
referencia a ella como la enfermedad de Cori 0 de Cori-Forbes, y es producto de un defecto en la
enzima que rompe las ramificaciones del glucégeno. La enzima es necesaria para la conversion de
glucdgeno a glucosa-1-fosfato, por lo que este defecto impide la degradacion completa del
glucogeno, y asi, se almacena con una estructura anormal en higado y musculo. Es similar en
sintomas a la enfermedad de VVon Gierke (Cuadro 1), excepto que no se alteran las concentraciones
de lactato y &cido urico (El-Karaksy et al., 2014), y generalmente los sintomas son mas leves, por
ejemplo, hay mejor tolerancia al ayuno (Ellingwood and Cheng, 2018).

La deficiencia de la enzima amilo-6-glucosidasa puede ocurrir tanto en tejido muscular/cardiaco
como en higado, creando asi 2 subtipos de la enfermedad de Cori. El tipo Illa conforma
aproximadamente el 80% de los casos de glucogenosis tipo 11, presenta signos y sintomas en
ambos tejidos, mientras que el tipo I11b solamente en higado (Sentner et al., 2016). Se han
descubiertos otros tipos de glucogenosis tipo 111, I11c y I11d, en los cuales la actividad de la enzima

esta disminuida, pero en mas de 50 afios desde que se conocen, se han encontrado muy pocos casos.
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En la glucogenosis tipo 111, el tratamiento dietético es parecido al de la enfermedad de VVon Gierke.
Sin embargo, en la tipo I1 al conservarse la gluconeogénesis, hay mejor tolerancia al ayuno.

2.2. Tratamiento Dietario

Para las glucogenosis de tipo | o Ill, se recomienda la ingestion fraccionada de alimentos en
pequefias cantidades, para evitar una sobrecarga de carbohidratos que propicie el almacenamiento
de glucdgeno. Asi mismo, hay que realizar las comidas de manera frecuente (en pacientes
pediatricos en intervalos de hasta 3 a 4 h). Es importante preferir hidratos de carbono de absorcion
lenta, como cereales y tubérculos poco procesados (maiz, avena, arroz y papa, por ejemplo) y evitar
azucares simples (jugos de frutas, mermeladas, postres, etc).

Otra caracteristica exclusiva de la enfermedad de Von Gierke, es que dentro de su tratamiento
dietético se encuentra la restriccién de hidratos de carbono simples como sacarosa, lactosa y
fructosa (frutas, lacteos y aztcar simple). Al verse bloqueadas vias metabdlicas importantes, estos
azucares favorecen el almacenamiento de glucégeno y pueden aumentar la concentracion de lactato
en sangre, ya de por si elevado. La glucogenosis tipo I, ademas de ser la mas frecuente, se considera
la més restrictiva debido a lo anterior.

Como en la glucogenosis tipo 111, la gluconeogénesis esta intacta, no es necesario restringir los
alimentos que aportan azucares simples. En cuanto al aporte energético de los macronutrimentos,
hay controversia, pero generalmente rondan en 60-70% de carbohidratos, 10-15% de proteinas, y
las calorias restantes proveniente de lipidos para el tipo | (Kishnani et al., 2014). En la glucogenosis
tipo 11, se pueden utilizar aminoacidos para producir glucosa, y como esta enfermedad afecta
también al musculo, el aumento en el consumo de proteinas mejora la funcién muscular, por lo que
se han visto beneficios en la evolucion clinica de pacientes con cardiomiopatias con una dieta mas
baja en carbohidratos, y alta en proteinas y lipidos (aprox. 45% de carbohidratos, 30% de lipidos y
25% de proteinas (Brambilla et al., 2014; Valayannopoulos et al., 2011). Por el contrario, en la
glucogenosis tipo I, el consumo elevado de proteinas se ha asociado con fallas renales (Heller et
al., 2008; Kishnani et al., 2010). Recientemente, se han estudiado los efectos de una dieta
hiperlipidica en pacientes pediatricos con diagnostico de glucogenosis tipo Ill, haciéndose
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inferencias sobre un posible beneficio a aquellos con cardiopatias. Sin embargo, los pocos casos
publicados, y la falta de monitoreo sobre posibles complicaciones a largo plazo de esta
modificacion en la dieta, hacen concluir que dicha intervencion no es, por el momento, segura
(Rossi et al., 2019).

Es importante vigilar el consumo de vitaminas y minerales en pacientes con ambos tipos de
glucogenosis. Se recomienda realizar un plan alimenticio que cubra las recomendaciones de la
OMS, en caso de que eso no sea posible, deberé considerarse un multivitaminico que incluya calcio
y vitamina D, debido a que la osteoporosis es una de las principales complicaciones a largo plazo,
especialmente en la glucogenosis tipo 111. Aunque la razon de la asociacion entre la falta de balance
metabolico de la glucogenosis tipo 111y la pérdida importante en la densidad mineral dsea todavia
no estd clara, se cree relacionada a varios factores involucrados en la enfermedad como
hiperlipidemia, desequilibrio hormonal y la falta de actividad fisica debido a los sintomas (Melis
et al. 2016). Como en la glucogenosis tipo Il no hay restriccion de lacteos ni frutas, la
suplementacion es recomendable solo en casos especificos, dependiendo de las necesidades
individuales de cada paciente.

A pesar de la constante necesidad de los pacientes con alteraciones en el metabolismo del
glucdgeno de consumir carbohidratos, es importante notar que su exceso podria llevar a obesidad
a largo plazo, especialmente cuando se llega a una edad adulta, puesto que hay una disminucion
tanto en la tasa metabdlica como en los requerimientos del tratamiento. Sin una alimentacion
equilibrada, la obesidad puede convertirse en un efecto secundario de la terapia nutricional para la
glucogenosis tipos 1 'y 111 con almidén de maiz, ya sea convencional o modificado (Dahlberg et al.,
2019). Dado que la terapia con almidon suele comenzar en edades tempranas y se mantiene durante
toda la vida, es importante tomar las precauciones necesarias y seguir una dieta correcta. Ademas,
el exceso de almidon debido a una dosificacion incorrecta es contraproducente, al propiciar el

almacenamiento de mas glucogeno.

2.3. Tratamiento

La base del tratamiento para pacientes con glucogenosis se centra en un manejo nutricional

adecuado. Aunque los lineamientos no estan bien establecidos, el proposito general del tratamiento
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para glucogenosis tipos 1 y 111 son los mismos: mantener la glucemia en valores normales, y evitar
el almacenamiento de glucdgeno en higado. Siguiendo las pautas recomendadas, se puede lograr
un adecuado control metabdlico de las concentraciones de transaminasas hepaticas, acido Urico y
lactico, y asi prevenir complicaciones a largo plazo como la falla renal, osteoporosis, miopatias y
adenoma hepatocelular (Steunenberg et al., 2018; Dambska et al., 2017).

2.3.1 Sonda Nasogastrica/Gastrostomia

En 1976, Greene et al. demostraron que la administracién continua de glucosa por sonda
nasogastrica o0 gastrostomia durante la noche, controla hipoglucemias en pacientes con
glucogenosis, al cubrir las necesidades de glucosa exdgena. La velocidad de la infusion depende
de la edad del paciente, encontrando valores de hasta 6-8 mg/kg/min en nifios menores de 6 afios,
5-6 mg/kg/min en adolescentes y 3-4 mg/kg/min en adultos (Rake et al., 2002). Esta terapia resulto
especialmente Gtil al utilizarla en horario nocturno, cuando el periodo de ayuno es mas largo, junto
con la alimentacion oral recomendada durante el dia.

A pesar de ser una buena opcién como terapia nocturna, la sonda nasogastrica tiene desventajas:
es invasiva, ocurren fallas técnicas en los aparatos utilizados u oclusiones, y la mala colocacién de
la sonda y malas practicas de higiene en casa, pueden poner en riesgo al paciente (Szymanska et
al., 2017; Heller et al., 2008). Debido a la grave neutropenia de los pacientes con glucogenosis tipo
Ib, y el peligro de infeccion que representan, las gastrostomias estan contraindicadas. Al utilizarse
en nifios, ademas de causar irritacion y molestia, se corre el peligro de que quieran retirarse la sonda

por si solos y se lastimen. Es importante tomar precauciones para evitar este tipo de problemas.

2.3.2 Almidon de Maiz Crudo

El alImidon es un polisacarido de reserva en las plantas. Esta constituido por dos tipos de moléculas:

amilasa y amilopectina. La amilopectina es la que le confiere la caracteristica de interés como
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tratamiento para pacientes con glucogenosis, ya que es més dificil de digerir porque se comporta
como un carbohidrato complejo. La mayoria de los alimentos que forman parte de la dieta habitual,
contienen almidon, por lo que es una fuente principal de energia. Algunas fuentes importantes de
almidon son los cereales como el trigo, el arroz y los tubérculos. A nivel alimentario e industrial,
la principal fuente de almiddn es el maiz, especialmente en la dieta mexicana (Agama et al., 2004).
En pacientes con glucogenosis tipos | y I1l, comenzo a utilizarse el almidén de maiz como terapia
alternativa a la sonda nasogastrica o en conjunto con ella, desde mediados de 1980. Continua
actualmente como el principal tratamiento a nivel mundial, lo que ha mejorado indescriptiblemente
la calidad y expectativa de vida de los pacientes (Hijazi et al., 2019). EI almidén crudo de maiz se
digiere lentamente y provee una liberacion constante de glucosa. Asi, logra mantener la
concentracion de glucosa estable durante unas 2-3 horas.

El alImidon de maiz se mezcla con agua a temperatura ambiente, u otros liquidos permitidos para
el paciente, y es facil de administrar. La dosis de almidén de maiz dependera del tipo de
glucogenosis que se padezca, y la edad del paciente. Se recomienda comenzar con una dosis baja
de 0.25 g/kg de peso e ir aumentando lentamente a tolerancia. Se ha logrado mantener
concentraciones normales de glucosa con 1.75 y hasta 2.5 g/kg de peso en nifios (Heller et al.,
2008); normalmente los adultos requieren menos cantidad de almidon de maiz (Kishnani et al.,
2019). El tiempo promedio que mantiene la glucemia en valores normales el almidon crudo, es de
2-3 h, por lo que se requiere repetir dosis después de ese tiempo (Lee et al., 1996). Tal periodo
varia considerablemente entre pacientes.

Ademas de ser una alternativa menos invasiva, el almidén de maiz es también una opcion mas
econdmica que la sonda, y se pueden encontrar distintas marcas en el mercado a precios accesibles.
En México, el precio del almidon de maiz de la marca Maizena® es de aproximadamente $34.00
MXN por 425 g de producto (al 18 de agosto del 2020). Esta terapia también tiene sus limitantes;
algunos pacientes desarrollan sintomas como inflamacion intestinal y flatulencias, el periodo de
ayuno no pasa de 3 h, y su sabor no es agradable para algunos pacientes, especialmente nifios
(Kishnani et al., 2014).

El principal riesgo de la terapia con almidédn de maiz es que depende del paciente, o de los padres
en los nifios, el tomar la dosis a la hora adecuada. Al mantener la glucemia en valores normales por
solo alrededor de 3 h, deben realizarse tomas frecuentes durante las 24 horas del dia, incluso

nocturnas, por lo que es necesario interrumpir el suefio para preparar y administrar la toma. Ademas
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de la baja calidad de suefio que esto genera, tanto para pacientes como para padres o cuidadores, el

saltarse una dosis puede llevar a hipoglucemia severa e incluso la muerte.

2.3.3 Almidon de Maiz Modificado y Otras Fuentes

En el 2007, Vitaflo® desarrollé un producto de almidén de maiz ceroso modificado llamado
Glycosade®, con el objetivo de aumentar el periodo de mantenimiento de la glucemia, en pacientes
con glucogenosis y con esto, mejorar su calidad de vida. Este producto, modificado por temperatura
y humedad, tiene un mayor contenido de amilopectina que el almidon de maiz crudo. La
presentacion de Glycosade® es en paquetes de 60 g, equivalentes en contenido de carbohidratos a
55 g del almiddén de maiz crudo. Este tipo de almidén modificado fue aprobado en Europa como
tratamiento para la glucogenosis desde el 2009, pero en Estados Unidos sali6 al mercado en el afio
2012 (Ross et al., 2015; propaganda de la misma compafiia). Su precio varia entre 8 a 12 dolares
por paquete (sin impuestos de importacion), por lo que se requeririan al menos dos paquetes por
noche para un adolescente, lo cual no es una opcién econdémicamente accesible para algunos
pacientes en México. Ademas, dicho producto aln no esta a la venta en nuestro pais, volviéndolo
ademas de caro, dificil de conseguir.

A pesar de su costo, el almidon de maiz modificado es una buena alternativa para los pacientes,
debido a sus beneficios ya descritos. Entre sus resultados positivos, esta el mantenimiento de las
concentraciones de glucosa estables durante mas tiempo que el almidén de maiz crudo, y evita una
caida abrupta de glucosa después de la toma (Bhattcharya et al., 2007). Esta caracteristica lo hace
mas seguro para los pacientes, al disminuir el riesgo de una hipoglucemia severa inmediatamente
después de saltarse una toma por equivocacion. Ademas, sus caracteristicas organolépticas hacen
que tenga mejor aceptacion que el almidon de maiz crudo (Correia et al., 2008).

Ademaés del almidon de maiz modificado, se han estudiado otras fuentes de almidon para el
tratamiento de las enfermedades del metabolismo del glucégeno. El Polvilho doce, un producto
originario de Brazil, parece una opcion llamativa. Se trata del almidon proveniente de la mandioca
0 yuca, un tubérculo importante en la cocina brasilefia. El polvilho doce tuvo buenos resultados en

un estudio de digestibilidad in vitro al compararse con otros productos; una liberacion de glucosa
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mas lenta y estable, que ayuda a mantener la normoglicemia en los pacientes con glucogenosis
(Nalin et al., 2015). Actualmente, se realizan ensayos clinicos para evaluar la seguridad y eficacia
del almidén de mandioca como tratamiento. La busqueda de opciones de fuentes de almidon
locales, que tengan resultados prometedores en el control metabolico de los pacientes, podria dar
como resultado productos mas econémicos.

Recientemente, se ha estudiado el almidon de maiz ceroso, o waxy, como alternativa de tratamiento.
Se pensaba podria tener mejor digestibilidad, asi como una liberacion de glucosa mas lenta que el
almidon de maiz crudo, siendo una buena opcidn para espaciar mas las tomas de tratamiento y
mejorar la calidad de suefio al prevenir la hipoglucemia. Ha tenido buenos resultados, sin embargo,
la informacion sobre la administracion de este tipo de almiddn en nifios es muy limitada (Hijazi et
al., 2019). Otra desventaja es que, en México, su precio es bastante mas elevado que el almidén de

maiz crudo, y es mas dificil de conseguir, como se menciono antes.

2.3.4 Otras Terapias

Aunque las terapias paliativas basadas en la nutricion tienen buenos resultados, no mejoran todas
las posibles complicaciones a largo plazo que pueden causar descontrol metabolico. Por eso,
actualmente se buscan terapias curativas. Algunas se encuentran en fase de estudio, como por
ejemplo la terapia enzimatica de sustitucion. Las glucogenosis, se caracterizan por la falla en la
expresion o actividad de enzimas involucradas en el metabolismo del glucdgeno. El objetivo de la
terapia enzimatica, es corregir esa deficiencia al administrar una enzima activa. Esta terapia ha sido
probada Unicamente en glucogenosis tipo 11, o enfermedad de Pompe, teniendo buenos resultados
en la forma infantil de la enfermedad (Angelini et al., 2009).

Ademas de los estudios sobre terapias enzimaticas, se han encontrado efectos positivos
preliminares de la terapia genica con vectores virales adeno-asociados, en animales, sobre el
almacenamiento de glucégeno en higado en la glucogenosis | y Il (Kishnani et al., 2019).
Actualmente, se completd la primera fase para un ensayo de terapia génica en la enfermedad de

Pompe (desarrollo tardio), que consistié en la basqueda de pacientes adultos elegibles. Esta fase de
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reclutamiento inicié en noviembre de 2017 y termind en agosto, 2019 (ClinicalTrials.gov, 2018
disponible en:

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03285126?term=%22gene+therapy%22+0OR+%22gene-+tr
ansfer%22+0R+%22virus+delivery%22&recrs=a&rank=11).

Un estudio precedido por resultados prometedores en modelos animales (Koeberl et al., 2007), se
inicié en julio del 2018 en la Universidad de Connecticut, EUA. Se trata de la terapia génica para
glucogenosis tipo la o enfermedad de VVon Gierke, en adultos, a cargo del Dr. David Weinstein.
Los ensayos clinicos estan en Fase 12, y se planea terminar con esa fase en Diciembre, 2020

(ClinicalTrials.gov, 2019 disponible en:

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03517085?term=Type+1+qglycogenosis&cond=Von+Gier
ke+disease&centry=US&state=US%3ACT &rank=1).

Aungue muy prometedoras, las terapias génicas hasta el momento se estan estudiando para solo
dos tipos de glucogenosis (lay 1), estan apenas iniciando y se podrian llevar decenas de afios para
que sean accesibles. Asi, se requiere buscar soluciones préacticas y de bajo costo para la poblacién
que no puede acceder a los productos comerciales utilizados en el tratamiento.

El trasplante hepatico es otra propuesta para corregir la deficiencia enzimatica congénita que
genera la glucogenosis. Para llegar a esto, es importante contraponer los riesgos de los beneficios;
por ejemplo, en aquellos pacientes con neutropenia, el riesgo de una infeccion podria ser suficiente
para no ser candidatos a un trasplante, teniendo en cuenta que, en las glucogenosis | y 11, el estado
del higado no se ha mencionado como factor importante de morbilidad, si no las complicaciones
de un pobre manejo metabdlico. Se han realizado varios trasplantes en pacientes con glucogenosis
tipo 1V, en los cuales se han obtenido resultados positivos en cuanto a la intolerancia a glucosa,

pero hace falta seguimiento a largo plazo (Shimizu et al., 2019).
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2.4. Modificaciones del Almidon

Industrialmente los almidones de diversas fuentes se modifican con el objetivo de aumentar su
funcionalidad tecnoldgica. Esto puede realizarse por medio de diferentes métodos, principalmente
técnicas fisicas, quimicas, o enziméticas. Dependiendo de la técnica utilizada, se pueden impactar
aspectos importantes del alimento, como por ejemplo su digestibilidad. A continuacion, se explican

los métodos de modificacion de almiddn mas usuales en las diferentes industrias.

2.4.1 Modificacion Quimica

La modificacién quimica de los almidones se lleva a cabo mediante reacciones como oxidacion,
esterificacion, hidrdlisis y otras reacciones. En algunas ocasiones, se mezclan varios tipos de
reacciones, que dan lugar a técnicas nuevas, para obtener los resultados deseados. La modificacion
quimica si altera las caracteristicas nutricionales del almiddn, a diferencia de la fisica.

La reaccion de oxidacion consta de la formacién de grupos aldehido o carboxilo, al oxidar los
grupos hidroxilos en el almiddn con reactivos quimicos. Los mas comunes son peroxido de
hidrogeno, el cual no suele utilizarse en la industria alimentaria, hipoclorito de sodio, y yodato de
sodio. El uso de estos agentes puede producir sustancias toxicas de desecho, por lo que continGian
los esfuerzos para encontrar métodos fisicos mas amigables con el medio ambiente, que cumplan
con los requerimientos de la industria alimentaria y textil (Lewicka et al., 2015).

Otra reaccion de modificacion quimica, es la esterificacion del almidon con acidos organicos, la
cual mejora su hidrofobicidad. Para esto, se emplean agentes como &cido acético, anhidrido
succinico y anhidrido maleico (Solorzano et al., 2011). Se utiliza tambien la técnica de
entrecruzamiento para modificar quimicamente el almidon. Esta da como resultado enlaces
cruzados entre las cadenas de almidon, manteniendo su integridad y mejorando su resistencia. Para
el entrecruzamiento se utilizan reactivos como el trimetafosfato de sodio, epiclorhidrina y

anhidrido acético (Pefiaranda-Contreras et al., 2008).
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2.4.2 Modificacion Enzimatica

La modificacion de almidon con catalizadores enzimaticos tiene ventajas sobre la quimica. Puede
evitar desechos toxicos, disminuir el costo y acelerar el proceso; su objetivo principal, es hidrolizar
el almidon. Las enzimas mas cominmente empleadas son: a-amilasa, 3-amilasa, glucoamilasa e
isoamilasa (Arenas y Pedraza, 2017). Dependiendo de la enzima utilizada, su concentracion, la
temperatura y el pH, seran los cambios en la hidrolisis del almidon. Por ejemplo, la a-amilasa tiene
afinidad por los enlaces a-1,4, mientras que otras enzimas tienden a romper otros (Calderon de la
Barca et al., 2016). En algunas ocasiones, la modificacion enzimatica del almidon se realiza
después de haberlo sometido a algin otro proceso tecnoldgico de modificacion, lo cual puede

mejorar la accion enzimatica (Martin y Lépez, 2009).

2.4.3 Modificaciones Fisicas

Las modificaciones fisicas alteran la estructura y tamafio del granulo de almidén, resultando en
cambios en solubilidad, propiedades funcionales y capacidad de hinchamiento, buscando ciertas
propiedades fisicoquimicas de interés (Nawaz et al., 2020). Esto se lleva a cabo principalmente a
través del calor y la humedad. La mayoria de los procesos de transformacién fisica intentan evitar
que se afecten las propiedades quimicas del almiddn nativo, para no tener que ser etiquetado como
almidon modificado. Las técnicas de modificacion fisicas son mas econdmicas, al no utilizar

ningln agente quimico, y pueden ser térmicas o0 no térmicas.

2.4.3.1 Modificaciones no térmicas. Las modificaciones no térmicas incluyen el ultrasonido, la
molienda o desgaste mecanico y alta presion. En el tratamiento con ultrasonido se utilizan ondas
de alta frecuencia, las cuales viajan a través del alimento y modifican sus caracteristicas
estructurales a través de la cavitacion (Rios-Romero et al., 2015). El procesamiento a través de la
molienda utiliza fuerza mecéanica para cambiar las caracteristicas del granulo de almidon. Esta

técnica es utilizada principalmente para la fabricacion de harinas.
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Dentro de los tratamientos de modificacion no térmicos, suelen utilizarse aquellos de alta presion
(mayores a 400 megapascales). En este caso, los resultados del tratamiento dependerén de la
presion utilizada y del tipo de almidon. Los almidones tratados a alta presion tienden a gelatinizarse
de manera distinta que en los tratamientos térmicos y cambia la cristalinidad (Wang et al., 2016).
Los efectos de estos tratamientos en el almidon resistente, no son consistentes (Zhang et al., 2009).

2.4.3.2 Modificaciones térmicas. Las principales modificaciones fisicas se realizan a traves del
calor, y se agrupan como lo muestra la Figura 2. Dentro de las técnicas térmicas, esta la pre-
gelatinizacion. Esta, se basa en solubilizar el almidén y luego exprimirlo en rodillos previamente
calentados, dando como resultado un polvo con menor contenido de humedad que el almidon
tradicional. Este polvo es soluble a temperatura ambiente, y se hidrata rapidamente, pero a

temperaturas altas tiende a volverse mas viscoso (Biliaderis et al., 1980).
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horno

— Extrusion

Combustion en

Calor 1 lecho fluido

Hidrotérmico Sobrecalentamiento

' Pre-gelatinizacion

— Microondas

Ondas ultra-violeta

Radiacion —

Radiacion Gamma

Tratamientos térmicos

Calor y baja
humedad

| Modificacion fisica |

Ondas
electromagnéticas

Annealing

Figura 2. Principales métodos térmicos de modificacion de almidones
(Modificado de Newaz et al., 2020)

La técnica llamada annealing o cocimiento, consiste en incubar el almidon en un exceso de agua a

altas temperaturas, sin llegar a los 100°C, durante un tiempo determinado. El annealing no produce
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cambios importantes en la estructura externa del granulo, pero comparte con la técnica de calor
hamedo los beneficios de solubilidad y poder de hinchamiento. También mejora la cristalinidad
(Linares et al., 2015).

Otra técnica de modificacion térmica de almidones son los tratamientos de calor himedo o heat-
moisture (HMT, en inglés). Es una técnica de bajo costo que ayuda a modificar el almidén para
mejorar su estabilidad térmica y disminuir el hinchamiento y la retrogradacion (Veyna-Torres et
al., 2016). Consiste en calentar el almidon a temperaturas méas altas que las necesarias para
gelatinizar (90-120°C), pero sin la humedad suficiente para formar geles (Zavareze y Dias, 2011).
Esta técnica se ha utilizado para modificar almidon de maiz, resultando en un producto con mayor
resistencia a la accion enzimaética, al compararse con el almidén de maiz nativo, lo cual podria
deberse a un aumento en la proporcion de almidén de lenta digestion y almidon resistente, valores
que varian dependiendo del porcentaje de humedad (Wang et al. 2016). El producto de almidén

modificado Glycosade, refiere haber sido modificado por esta técnica.

2.5 Planteamiento del Problema

Las glucogenosis tienen la suficiente frecuencia como para procurar atender a quienes la padecen
y preservarles la vida con la mejor calidad posible. En particular las glucogenosis 1y 111, se pueden
tratar nutricionalmente desde la infancia y evitar consecuencias graves para la salud de los
pacientes e incluso fatalidades.

Tiene especial énfasis el problema del ayuno nocturno ya que el organismo de los pacientes con
glucogenosis, no es capaz de usar el glucégeno de reserva en su cuerpo. Por esto, se les trata con
almidén crudo de maiz en agua, hasta con tres tomas cada noche. La alternativa, es un producto
comercial de almidon de maiz modificado, de lenta digestion, que se usa en paises desarrollados,
y podria costar importarlo a México, alrededor de $500 pesos por paciente por noche, a lo largo de
la vida.

Es vital para pacientes con glucogenosis en paises en desarrollo como el nuestro, el contar con un
producto accesible que les ayude a mantener la glucemia durante varias horas por la noche, para

que, tanto pacientes como sus familiares, disfruten de suefio continuo especialmente cuando son
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nifios, atendidos por sus padres.

La tecnologia de los alimentos ofrece diversas alternativas de tratamiento del almidon, para
modificarlo e influir en sus propiedades fisicoquimicas. Con algunas de éstas, se podria modular
la digestion en el tracto gastrointestinal de los pacientes con glucogenosis. Una de las mas sencillas
y de menor costo, es el tratamiento con calor en presencia de bajas proporciones de humedad.
Usando dicho tratamiento, la presente tesis, se aboca en resolver el problema tecnoldgico y probar

que la modificacion realizada, es viable para mantener la glicemia en ayuno durante varias horas.
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3. HIPOTESIS

La modificacién fisica del almidon de maiz con calor himedo, es una opcién viable para
obtener un producto con las proporciones adecuadas de tipos de almidon digestible, para mantener
la glicemia al menos durante 5 h, en adultos en ayuno previo a su ingestion. Asi en un futuro, seria

factible usarlo en nifios con glucogenosis tipo 1 o 1.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Modificar fisicamente con calor himedo una fuente de almidén de maiz comercial para hacerlo
similar en proporciones de tipos de almidén (rapida digestion y lenta digestion) a un producto
comercial de disefio, para mantener la glicemia al menos durante 5 h, en adultos en ayuno previo a

su ingestion.

4.2. Objetivos Especificos

Analizar contenidos de amilosa y amilopectina en diversas fuentes de almidén de maiz comercial,

asi como su velocidad de digestion para seleccionar la fuente de almidon a modificar.

Disefar y aplicar tratamientos térmicos con baja humedad, para modificar fisicamente un
almidon comercial, haciéndolo similar en proporciones de los diversos tipos de digestibilidad in
vitro del almidon (répida y lenta), a un producto comercial de disefio, efectivo en el tratamiento

de glucogenosis 1 y I11.
Evaluar el almidén modificado con composicion éptima, en voluntarios adultos, para probar el

mantenimiento de la glicemia, durante 5 h. en forma comparable a un producto comercial de

disefio, efectivo en el tratamiento de glucogenosis 1 y IlI.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

Se utilizé como referencia el producto de almidon de maiz modificado Glycosade®, de la empresa
Vitaflo®, comparandolo con dos marcas de almidon de maiz crudo comerciales, Maizena®,
producto mexicano, y Argo® de EUA; ademas se compard con un almidon de maiz ceroso (waxy),
con alto contenido en amilopectina. Para los analisis de composicién y tipos de almidones, se
utilizaron juegos de reactivos de Megazyme® y todos los demas reactivos quimicos fueron grado

analitico de Sigma-Aldrich.

5.2 Andlisis de los Productos Comerciales

5.2.1 Contenido de Amilosa y Amilopectina

Se analiz6 la proporcién amilosa:amilopectina de los distintos almidones con base en el método
colorimétrico de Megazyme International, utilizando el juego de reactivos K-AMYL 06/18
(Megazyme International, Irlanda). Se partié de las 3 muestras de almidén de maiz (ARGO®,
Maizena® y almidon de maiz ceroso) y Glycosade®. EIl procedimiento consta de pretratamiento,
cuantificacion de amilosa y de almidon total.

En el pre-tratamiento, se dispersaron 25 mg de muestra en 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), en
bafio de agua hirviendo, durante 15 min. Se agregaron 6 mL de etanol al 95%, precipitando el
almidon. Se centrifugd (2,000 xg, 5 min) y descart6 el sobrenandante. Al precipitado se agregaron
2 mL de DMSO vy se colocé en bafio de agua hirviendo, durante 15 min. Se removié del bafio y se
agregaron 4 mL de solvente de concanavalina A (Con A) previamente preparado (30 mL de
solvente de con A a 100 mL de agua destilada). Se mezclo y se transfirié el contenido del tubo a
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un matraz aforado de 25 mL, realizando varios lavados con el mismo solvente. Se afor6 a 25 mL
con el mismo solvente y denomind solucion A.

Para cuantificar amilosa, se transfiri6 1 mL de la solucion A a un microtubo de 1.5 mL y se
agregaron 0.5 mL de Con A, previamente preparada. Se dejé reposar 1 h y se centrifug6 a 14,000
xg, 10 min. Se transfirio 1 mL del sobrenadante a un tubo de 15 mL, se agregaron 3 mL de buffer
de acetato de sodio (pH 4.5) y se tratd en bafio de agua hirviendo para inactivar la Con A. Se colocd
en un bafio a 40°C, y después de 5 min se agregé 0.1 mL de una mezcla enzimética de
amiloglucosidasa y a-amilasa, y se incubo otros 30 min en el mismo bafio. Se centrifugé a 2,000
Xg por 5 min, y se incub6 1 mL del sobrenadante con 4 mL de glucosa oxidasa/peroxidasa de
Megazyme (GOPOD) durante 20 min (la incubacion con GOPOD se realiz6 al mismo tiempo que
para la cuantificacion de almidon total explicado a continuacion). Se leyeron ambas muestras a 510
nm, junto con un blanco y un estandar de D-Glucosa.

El almiddn total se cuantificO mezclando 0.5 mL de solucion A con 4 mL de buffer de acetato de
sodio (100 mM, ph 4.5), se le agreg6 0.1 mL de la mezcla enzimatica de amiloglucosidasa y a-
amilasa y se incub6 a 40°C, 10 min. Se transfirieron duplicados de 1 mL a tubos de ensayo y se

agregaron 4 mL de GOPOD, incubando 20 min a 40°C. Se ley6 a 510 nm en un espectrofotometro.

5.2.2 VVelocidad de Hidrélisis

Se midi6 la velocidad de hidrolisis del almidén a: 0, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 y 420 min,
con base en el método de Goiii et al. (1997), con ligeras modificaciones, las cuales se describen a
continuacion. Primero, se prepard la mezcla enzimatica con 0.3 g de pancreatina porcina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) con 10 mL de agua destilada mezclando a baja velocidad, hasta que la
pancreatina estuvo totalmente disuelta. Después, se centrifugd 10 min a 3,000 rpm y se guardo el
sobrenadante a 4°C, hasta su uso. Se le afiadieron 100 pL de amiloglucosidasa (Megazyme, 3,300
U/mL) previamente diluida (0.64 mL de amiloglucosidasa en 0.8 mL de agua destilada).

Se toméd una muestra de 100 mg de almiddn y se le afiadieron 4 mL de buffer de acetato de sodio
(pH 5.2, 0.5 M) y se dejo reposar 1 min. Después, se afiadio 1 mL de la mezcla de enzimas

previamente descrita (pancreatina y amiloglucosidasa). Se agitdé suavemente en vortex y se tomé
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una alicuota de 100 pL (tiempo 0), a la cual se le agregdé 1 mL de etanol al 70% para detener la
reaccion. Se procedio a incubar la muestra en bafio con agua a 37°C, agitando manualmente cada
5-10 min. Se tomaron alicuotas a los 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 y 420 min, deteniendo cada
vez la reaccion con 1 mL de etanol.

Una vez obtenidas las alicuotas a los diversos tiempos, se centrifugaron a 2,500 rpm durante 10
min. Se tomaron muestras de 33 pL del sobrenadante de cada tiempo por duplicado, a las cuales se
les agregd 1 mL de GOPOD. Se realizé una incubacién en bafio con agua a 50°C durante 20 min
y a continuacion se leyo la absorbancia en espectrofotometro (serie BioMate™ 3 de Thermo
Electron Corporation).

Para cuantificar, se hizo una curva de concentracion de glucosa respecto a las absorbancias de
cada tiempo. Asi, se evalud la velocidad de hidrolisis de los productos obtenidos, como cambios
en la concentracion de glucosa a lo largo del tiempo. Una vez analizados los resultados de todas
las muestras, se selecciond el producto con el comportamiento mas parecido al producto

Glycosade, para aplicarle los tratamientos.

5.3. Disefio y Aplicacion de los Tratamientos

5.3.1 Calorimetria Diferencial de Barrido

Con el fin de delimitar las condiciones para el tratamiento del almiddn seleccionado, y con el apoyo
del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Universidad de Sonora, se
realizd un analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés). Esta
técnica es un andlisis que evalua los cambios en la estructura del granulo de almidon, al identificar
las transiciones de fase, en funcion del tiempo (Rodriguez et al., 2001). El analisis se realizo con
un barrido a 10°C/min desde 15°C hasta 140°C en muestras de 100 mg de Maizena, con diferentes
porcentajes de humedad: 30, 50, 80, 100 y 200%.
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5.3.2 Modificacion del Almidén con Calor Himedo

En base a los datos obtenidos en la calorimetria diferencial de barrido, se propuso un disefio con 2
tiempos de tratamiento y 3 temperaturas, con humedad del 30% en las muestras. La técnica de
modificacion fisica del almidon se realizé por medio de calor y humedad (llamado HMT por sus
siglas en inglés, Heat-Moisture Treatment). Las temperaturas seleccionadas fueron 90, 95y 100°C,
con humedad de 30% durante 2 y 5 h. Como resultado, se obtuvieron 6 productos modificados. A
éstos, y a los 2 productos de referencia, se les evalud la concentracion de amilosa y amilopectina 'y
velocidad de hidrdlisis con las técnicas previamente descritas.

5.4 Anédlisis de Digestibilidad de Almidon

Se cuantificaron los porcentajes de almidén de rapida digestion, almidén de lenta digestion y
almidon resistente, de los 6 productos modificados y los 2 productos de referencia: Maizena y
Glycosade, con el método colorimétrico de Megazyme International, utilizando el juego de
reactivos K-DSTRS 02/19 (Megazyme International, Irlanda). El procedimiento consta de una
digestion enzimatica, la determinacion del almidén digerible (de rapida y lenta digestion) y por
ultimo, la determinacion del almidon resistente.

En la digestion enzimatica, se pesaron 0.5 g de muestra y se le adicionaron 0.5 mL de etanol al
95% y 17.5 mL de buffer de maleato de sodio para después colocarlos en un bafio de agua a 37°C
durante 5 min, con agitacion de 170 rpm para que se equilibrara el contenido. Una vez pasados los
5 min, se retird la muestra del bafio y se le agreg6 2.5 mL de una solucién enzimatica preparada
previamente de a-amilasa pancreatica y amiloglucosidasa. Se volvio a colocar en bafio de agua a
37°C con agitacion de 170 rpm, por el siguiente tiempo:

Para la determinacion de almidén digerible, se removiéo 1 mL de la solucién a los 20 min de
incubacion, siendo esta fraccion el almidéon de rapida digestion (RDS). A los 120 min se determind
el almidon de lenta digestion (SDS) y a los 240 min el almidon total digerible (TDS). Al tomar el

mililitro de la solucidn en su determinado tiempo, se le afiadieron 20 mL de una solucién de acido
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acético a 50 mM, se mezcld y se mantuvo a temperatura ambiente hasta su analisis. Para éste, se
transfieren 2 mL de cada solucion a un tubo de 2 mL de microcentrifuga y se centrifugd durante 5
min a 13,000 rpm. Se tomaron 0.1 mL del sobrenadante por duplicado, se agregaron 3.0 mL de
GOPOD vy se incub6 durante 20 min a 50°C antes de leer la absorbancia a 510 nm junto a un
estandar de D-glucosa, por cuadruplicado.

Para la determinacion del almidon resistente, después de los 240 min de incubacion, mientras la
muestra sigue agitandose, se tomaron 4 mL y se transfieren a un tubo de polipropileno conteniendo
4 mL de etanol al 95%. Se centrifugaron durante 10 min a 4,000 rpm y se descarto el sobrenadante.
Se re-suspendio el precipitado en 2 mL de etanol al 50%, agitando en vortex. Se agregaron otros 6
mL de IMS, se mezcld y volvio a centrifugar 10 min a 4,000 rpm. Se repitié una vez el lavado.

Al terminar los lavados, se descart6 el sobrenadante, se introdujo un magneto y 2 mL de 1.7 M
NaOH. Se agitd durante 20 min en un agitador magnético sobre bafio de hielo. Pasados los 20 min,
se afladieron 8 mL de buffer de acetato de sodio a 1.2 M. Inmediatamente, también se agreg6 0.1
mL de amiloglucosidasa (3,300 U/mL). Se mezcl6 e incub6 durante 30 min en bafio de agua a 50°C
mezclando cada 5 min en vortex. Terminando la incubacion, se centrifugé una alicuota de la
solucion por 5 min a 13,000 rpm. Después, se transfierio 0.1 mL por duplicado a tubos de ensayo,

se agregaron 3 mL de GOPOD vy se incubd 20 min a 50°C. Se leyé la absorbancia a 510 nm.

5.5. Escalamiento de la Modificacion del Almidon

Una vez examinados los resultados del anélisis, se escalé la técnica de modificacion de almidon,
para obtener material para realizar el ensayo in vivo con adultos voluntarios saludables. Se
modificaron 1,800 g de almid6n con las condiciones que resultaron mas favorables, es decir, aquel
producto con la mayor similitud al Glycosade en cuanto a porcentaje de almidon de rapida y lenta
digestion. Las condiciones fueron 90°C durante 5 h, con una humedad fija del 30%.

Se modifico el almidon de la marca Maizena en envases de vidrio con tapon metélico roscado, de
capacidad de 1 L, los cuales fueron previamente probados en cuanto a resistencia al calor. Se
dividieron los 1,800 g de Maizena en 6 envases, una vez homogenizados, quedando 300 g de
material en cada uno. Ya obtenido el almidon modificado, se cuantifico el porcentaje de almidon
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de rapida y lenta digestion, con la técnica previamente descrita. Se homogeneiz6 el contenido de
todos los recipientes en forma conjunta. Se muestred para analizar las caracteristicas del producto
en cuanto a amilosa, amilopectina, tipos de almiddn digestible y calorimetria diferencial de barrido,

antes de proceder al ensayo de digestion y absorcion en humanos.

5.6. Evaluacion del Almidon Modificado Térmicamente en Humanos

Este ensayo, como parte del proyecto de tesis, fue registrado y aprobado por el Comité de Etica de
CIAD, con nimero CEI1/007-1/2020.

Se evaluaron las concentraciones de glucosa sérica en adultos saludables, posterior a la ingestion
de cada uno de los dos tipos de almidon: el almidon modificado térmicamente como parte del
trabajo de tesis, y el producto comercial Glycosade. Esto se realiz6 con diferencia de al menos una
semana entre una y otra evaluacion. Se incluyeron en el estudio a 9 participantes adultos, de ambos
sexos, con IMC de 20 a 25 kg/m?. Los criterios de exclusion fueron tener un IMC menor a 20 o
mayor a 26, concentraciones de hemoglobina glicosilada mayor a 5.5, o cualquier alteracion en el
metabolismo de la glucosa. Se verificaron peso y talla por un miembro del equipo de trabajo, y se
les pidid a los participantes presentarse en un laboratorio privado para obtener sus valores de
hemoglobina glicosilada, para confirmar que fueran candidatos, asi como valores de glucosa en
ayuno. A quienes cumplieron los criterios y accedieron a participar (n=9), se les explicé en detalle
el protocolo y solicit6 firmaran la carta de consentimiento informado.

El protocolo consistio en dos dias experimentales, para cada participante: en el primer dia
experimental, la racidn de prueba consistio en el almidon modificado térmicamente como parte del
trabajo de tesis. Los participantes confirmaron haber realizado un ayuno de 10 h antes de comenzar.
Después de una toma de sangre basal, se le administraron a cada participante 100 g de almidon
modificado, disuelto en aproximadamente 300 mL de agua. Se hizo puncion del dedo a la media
hora y después cada hora hasta cumplir las 5 h, analizando en cada toma con un glucometro y
registrando los valores. Al cabo de 5 h, se dio por terminado el protocolo experimental. Después
de al menos una semana de lavado, y conforme a la disponibilidad de los participantes, se realizd

el segundo dia experimental en el cual la racion de prueba consistié en 75 g del producto comercial
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Glycosade en 300 mL de agua, lo equivalente en cantidad de almidén a 100 g de el almidon de
maiz modificado térmicamente (la diferencia en gramos se debe a distintos porcentajes de humedad

de cada muestra), siguiendo el protocolo del primer dia.

5.7. Andlisis de Datos

Se compararon las medias de los porcentajes de amilosa y amilopectina, asi como los tipos de
almidon (rapida y lenta digestion, almidon total, almiddn resistente) de las muestras de almidén
tratado, la Maizena y el Glycosade, mediante prueba de Tukey, con significancia de 0.05, en el
paquete estadistico NCSS, 2007.

Las medias y desviaciones estandar de los tipos de almiddn, se analizaron también por el método
de Ward (Murtagh et al., 2011) con distancias euclidianas para hacer un analisis de conglomerados,
con el objetivo clasificar los datos obtenidos basandonos en su similitud. Una vez obtenido el
coeficiente de similitud, se generé un dendograma que ilustra la relacién entre los 6 tratamientos
de almidén modificado (90°C 2 h, 90°C 5 h, 95°C 2 h, 95°C 5 h, 100°C 2 h y 100°C 5 h), con la
Maizena y el Glycosade, producto modelo para comparar eficiencia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Contenidos de Amilosa y Amilopectina en Fuentes de Almidon

Los resultados de porcentajes de amilosa y amilopectina de Argo®, Maizena®, Glycosade® y
almidon de maiz ceroso, se muestran en el Cuadro 2. De acuerdo a la técnica, la referencia con alto
contenido de amilosa debe de dar resultados superiores al 60% Yy resulto en 68.9%, por lo que se

considera adecuadamente realizada.

CUADRO 2. Porcentajes de amilosa y amilopectina de los productos analizados

Maizena® Argo® Maiz ceroso | Glycosade® | Alto en amilosa

Amilosa (%) | 23.41+0.56° | 23.24+0.57% | 555+0.37° | 3.96 +0.55° | 68.90+0.21¢

Amilopectina (%) | 76.58+0.56% | 76.75+0.57% | 94.4+0.37° | 96.03+0.55° | 31.09+0.21¢

*valores en la misma fila con exponentes iguales no difieren estadisticamente (p>0.05).

Los resultados obtenidos caen en el intervalo de los informados por Alcazar-Alay y Meireles
(2015), de 23 a 32% de amilosa en el almidon de maiz nativo, y 42-70% para el alto en amilosa.
No hubo diferencia (p>0.05) en ambas marcas de almidon de cocina (Maizena® y Argo®) en
cuanto a porcentajes de amilosa, con un promedio de 23.41 y 23.24%, y amilopectina, con un
promedio de 76.58 y 76.75%, respectivamente. Por lo tanto, se escogié Maizena® para su
modificacion por tratamiento térmico a baja humedad. Se probaron ambas marcas porque algunas
madres percibian que el almidon Argo® era mas efectivo que la Maizena®, para el tratamiento de
los nifios con glucogenosis, pero los resultados en el laboratorio no muestran alguna diferencia.

Por su parte, el Glycosade® esta elaborado con almidon de maiz ceroso, asi lo indica el productor

(https://www.nestlehealthscience.us/asset-

library/documents/glycosade/glycosade_bifold _2015.pdf) de alli su similitud (p>0.05) en

contenidos de amilosa y amilopectina, al maiz ceroso analizado. No se trabajo con almiddn de maiz

ceroso porque es producto importado y se requiere algo accesible y de menor costo para la
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poblacion mexicana. Lo més importante en este tipo de productos, es la velocidad de digestion de

los almidones y por medio de tratamiento térmico, esto se puede modular.

6.2. Seleccidn de Condiciones para el Tratamiento Térmico

Por calorimetria diferencial de barrido, se obtuvo la temperatura de transicion del almidén de maiz

(Maizena®), con el fin de utilizar esa informacion en el disefio y la aplicacién de los tratamientos

térmicos. La Figura 3 muestra los resultados obtenidos con porcentajes de humedad de 30, 50, 80,

100 y 200%, con los tipicos picos de endotermas correspondientes a gelatinizacion, en alta

humedad. A partir de 50% de humedad, el almidon mostr6 una transicion de fase desde los 70.5°C,

debido a la gelatinizacion, lo cual no conviene para la aplicacion que se busca del producto final.
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Figura 3. Cambios en transicion de fase del almidon de maiz (Maizena®) con diferentes

porcentajes de humedad.

El almidon con 30% de humedad, no presentd cambios notables en la transicion de fase hasta los

100°C. Un analisis posterior del mismo almidén con 30% de humedad, entre 50 a 140°C, mostrd

un pico de transicién muy pronunciado a los 112.6°C (Figura no mostrada). EI comportamiento

encontrado en este analisis de almiddn de baja amilosa, es similar al publicado por Liu et al. (2005),
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quienes trabajaron con almidon alto en amilosa. Sus endotermas de gelatinizacion se dieron desde
68.9°C, cuando tenian 75% de humedad, sin gran cambio hasta con 40% de humedad, sino hasta
128°C con 25% de humedad. Al igual que en el estudio citado, cuando el contenido de agua es
menor, la endoterma es ancha y de menor entalpia; al incrementar el contenido de agua, se hace
méas aguda. Las temperaturas de transicion se dieron muy cercanas en nuestro analisis, a las
encontradas en el de Liu et al. (2005), independientemente del contenido de amilosa en el almidon

de maiz, ya que el nuestro es de bajo contenido y el citado era alto en amilosa.

6.3. Seleccién de Condiciones y Caracteristicas de los Productos

6.3.1. Condiciones de Tratamiento Térmico

Con la informacion obtenida de los termogramas de calorimetria diferencial de barrido, se
selecciond la humedad de 30%, a 3 temperaturas: 90, 95 y 100°C y dos tiempos: 2 y 5 h, en horno
de conveccion forzada.

Antes de aplicar el disefio, se hizo una prueba del tipo de reactor que se usaria; uno fue en frascos
cilindricos y otras en matraces Erlenmeyer en ambos casos con tapa, aunque no completamente
hermética. Las condiciones probadas fueron 90°C durante 2 0 5 h. Asi resultaron los productos A
y B obtenidos por tratamiento de 2 y 5 h, respectivamente, en frascos cilindricos; mientras que los
productos C y D se obtuvieron a 2 y 5 h, en matraces Erlenmeyer.

Una vez aplicado el tratamiento piloto, se analiz6 velocidad de hidroélisis a los productos de las 4
muestras (A, B, C y D), a la Maizena® sin modificar y al Glycosade®, para utilizarlos como
referencia. Los resultados fueron medidos como cambios en la concentracion de glucosa producida,
restando el valor entre cada tiempo evaluado y el inmediato anterior.

Los resultados obtenidos usando como reactores los frascos cilindricos fueron muy variables, quiza
por el gran volumen de aire en comparacion al almidén en baja cantidad; en los matraces, el
resultado fue mas homogeéneo. En la Figura 4, se muestran los datos de concentracion de glucosa

para el producto D (modificado durante 5 h a 90°C), el Glycosade® y la Maizena® sin tratamiento.
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En ésta, se puede observar la velocidad de hidrélisis de los productos obtenidos, como cambios en
la concentracién de glucosa a lo largo del tiempo, que ilustra graficamente dos picos principales
con maximos a los 120 y 300 min. Aunque el area bajo la curva del almidén modificado es un poco
menor en ambos picos, es clara la similitud en el comportamiento general entre el almidon
modificado por tratamiento a 90°C 5 h y el Glycosade®, que es la referencia buscada. Por su parte,
la Maizena® solo presentd ligeras elevaciones correspondientes a produccion de glucosa con un

maximo a los 120 min.
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Figura 4. Cambios en la concentracion de glucosa a lo largo del tiempo para Maizena®,
Glycosade® y producto del tratamiento de 5 h a 90°C (D), en hidrdlisis in vitro.

El tipo de grafica de hidrdlisis como la mostrada en la Figura 4, es una idea original en este trabajo,
con la intencion de simular lo que ocurre en la digestion y absorcion de almidén in vivo, donde la
glucosa va produciéndose paulatinamente por digestion. A medida que se produce, se va
absorbiendo y se cuantifica en circulacion periférica, no se acumula en un sitio dado; de alli nuestro
modelo que intenta representar dicha absorcidn, restando la lectura anterior en cada tiempo.

El principal beneficio del Glycosade®, es que mantiene las concentraciones de glucosa en sangre

dentro del intervalo normal durante mas tiempo, comparado con el almidén de maiz crudo (como

lo menciona el fabricante en su pagina web: https://glycosadeusa.com/about-glycosade/), llegando

en la practica clinica a ser efectivo por hasta 7 h.
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6.3.2 Tipos de Almiddn en los Productos Obtenidos

En los reactores del estudio piloto (matraces Erlenmeyer con tapa) y en horno de conveccion
forzada, se corrieron todos los tratamientos disefiados a tres temperaturas y dos tiempos. Los
productos se analizaron para calcular los contenidos de almidon de cada tipo de digestion. Con el
método K-DSTRS 02/19 de Megazyme, se obtuvieron los porcentajes, ajustados por humedad, que
se muestran en el Cuadro 3.

Con los datos de hidrolisis de los productos de los 6 tratamientos, se construyeron curvas como las
de la Fig. 4; en ninguno de los 5 tratamientos restantes al de 90°C, 5 h, se dio una coincidencia tan
alta respecto al Glycosade®. Con los datos del Cuadro 3, podemos explicar dicha coincidencia.
Los valores de almidén de rapida y lenta digestion, asi como almiddn total de ese tratamiento
(90°C, 5 h) son practicamente los mismos (p>0.05) que dio el Glycosade®, asi es de esperarse que
se digieran en forma anéloga en el tiempo de hidro6lisis. Del resto de los tratamientos, el de 100°C,
2 h, tampoco presentd diferencias significativas con el Glycosade en cuanto a RDS, SDS y TDS,
pero no coincidié en cuanto al comportamiento de hidrdlisis in vitro, como las de la Fig. 4. Ademas
es riesgoso trabajar a esa temperatura, ya muy cercana a la transicién térmica del almidén en

estudio.

CUADRO 3. Porcentajes de almidén de cada tipo de digestion de muestras de almidon de maiz
modificadas a diferentes condiciones de calor y humedad.

Producto RDS SDS TDS RS AT
Glycosade® 36.07 +4.3° 4254 +0.12* 4358 +296° 7.38+0.38° 84.61
Maizena®  21.33+0.46° 4593 +2.38 58.93+0.41° 14.46+0.10° 84.56
90°C2h  41.97+1.19* 36.42+0.81° 39.35+0.61° 5.11+0.20° 83.94
90°C5h  37.91+1.65% 41.15+0.11* 43.06+6.13* 3.48+0.17¢ 84.18
95°C 2 h 38.02+1.28 4321+1.37%° 37.37+221° 559+0.01° 84.54
95°C5h  25.13+3.49° 4866+1.02¢° 49.01+1.4% 8.08+0.51% 84.68
100°C2h  36.49+0.35° 40.74+1.42° 4212+1.74% 5.76+0.07° 84.56
100°C5h  34.96+0.58 45.03+0.06° 48.44+0.70% 4.06 + 0.04¢ 84.54

*RDS: almidon de digestion rapida, SDS: almidon de digestion lenta, TDS: almidon digestible

total hasta los 240 min, RS: almiddn resistente y AT: almidon total. *valores en la misma
columna con exponentes iguales no difieren estadisticamente (p>0.05).
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Las medias y desviaciones estandar de los tratamientos, se analizaron por el método de Ward
(Murtagh et al., 2011) con distancias euclidianas para hacer un anélisis de conglomerados (Cuadro
4). Esta, muestra que la distancia mas corta (que representa mayor similitud) de cualquiera de los

tratamientos con Glycosade, es con el de 100°C 2 h (5.78). La mas lejana, es con la Maizena (23.9).

CUADRO 4. Matriz de distancias euclidianas incluyendo las medias y desviaciones estandar de
los almidones de rapida y lenta digestion, total digerible, resistente y total.

100°2h 100°5h 90°2h 90°5h 95°2h 95°5h Glycosade
100° 5 h 5.6788
90°2h 9.6984  14.2866
90°5h 9.0807  13.4138  9.2887
95°2h 4.4556 9.4258 8.8241 5.9618
95°5h 12.6759  9.5990 21.5932 20.0000 15.2644
Glycosade®  5.7815 74662  10.8171 10.8450  7.9343  12.9623
Maizena®  23.7593  20.7965 32.2389 31.4507 26.7217 12.8164  23.9065

La identificacion de las similitudes se hizo visualmente inspeccionando el dendograma obtenido a
partir de la matriz de distancias (Figura 5A). El dendograma clasifica los 8 productos en 7 grupos
de diferente jerarquia o en términos del presente estudio, distancias entre el almidén modificado
en diferentes condiciones, la Maizena y el Glycosade. En el dendograma, el almidén modificado a
95°C durante 5 h y la Maizena se encuentran en un mismo grupo, siendo los mas alejados, y por lo
tanto los mas diferentes al Glycosade. Por su parte, el almidén modificado a 100°C durante 2 h'y
el modificado a 95°C durante 2 h se encuentran en el mismo grupo que el Glycosade.

Con la informacién obtenida del analisis, se podria esperar que los almidones modificados a 95°C
0 100°C, 2 h, tengan una respuesta de digestion in vitro parecida al Glycosade. Sin embargo, en el
analisis de conglomerados se analizaron todos los parametros incluidos en el Cuadro 3: almidon
total digerible a los 240 min, almiddn resistente, almiddn total, almidon de rapida digestion y de
lenta digestion. Asi, para los fines del estudio, es mas importante la interpretacién fisica que las
similitudes irrelevantes; es decir, las fracciones de rapida y de lenta digestion, son de las que
depende la liberacion de glucosa y asi la eficiencia para el tratamiento de glucogenosis.
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Debido a que la liberacion de glucosa depende de los almidones de rdpida y lenta digestion, se
realiz6 otro analisis de conglomerados con solo estos dos pardmetros. Como se observa en el
Cuadro 5, la menor distancia euclidiana con el Glycosade es de 2.98 y corresponde al tratamiento
90°C y 5 h. Esto, se muestra graficamente en la Fig. 5B, en donde dicho tratamiento queda en el
mismo grupo que el Glycosade. Ademas, el producto modificado a 90°C durante 5 h, presenta un
porcentaje de almidon de rapida y lenta digestion similares (p>0.05) al Glycosade (Cuadro 3), lo

cual explica su comportamiento en la curva de hidrolisis mostrada en la Fig. 4.

CUADRO 5. Matriz de distancias euclidianas incluyendo las medias y desviaciones estandar solo
de los almidones de rapida y de lenta digestion.

100° 2 h 100°5h  90°2h 90°5h 95°2h 95°5h Glycosade
100° 5 h 3.4906

90°2h 8.8093 11.8431
90°5h 3.2112 5.4312 6.5962
95°2h 0.8860 3.6605 8.6449  2.8974

95°5h 10.4215 8.0524 18.7117 12.6485 10.2863
Glycosade®  4.8528 5.7890 8.3699 29891 4.1708 11.8439
Maizena® 16.2758 14.3140 245775 19.0418 16.3666 7.5544  18.8659
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Figura 5. Dendograma de los tipos de almidon de los diferentes tratamientos. A: se consideraron
almidon total digerible, almiddn resistente, almiddn total, almidon de rapida digestion y de lenta
digestion. B: se consideraron solo las fracciones de almidon de rapida y de lenta digestion.
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6.4 Almidén Modificado Masivamente

6.4.1 Almidon de Répida y Lenta Digestion

Una vez encontradas las condiciones del tratamiento de modificacion de almidon con resultados
similares a lo buscado: humedad del 30%, temperatura de 90°C y tiempo de modificacion de 5 h,
se escalo el procedimiento, con el fin de obtener material suficiente para realizar el ensayo in vivo.
Una vez modificados 1,800 g de almidon de maiz, se analizaron sus porcentajes de almidon de
rapida y lenta digestion. Ademas del almidén modificado, se analizaron como referentes, la
Maizena sin modificar, y el Glycosade. Los resultados, ya ajustados por humedad y normalizados
utilizando como referencia Glycosade, se muestran en el Cuadro 6. Aunque el almidén de lenta
digestion resulté comparable en proporcion al del Glycosade, no fue asi para el de rapida digestion.
Posiblemente, se requiera optimizar condiciones en los reactores utilizados en el escalamiento, de
mucho mas volumen que los del primer ensayo. Desafortunadamente, no se dieron las condiciones

para trabajar por mas tiempo en el laboratorio, debido a la pandemia.

CUADRO 6. Porcentajes de almidén de réapida y lenta digestion de 3 tipos almiddn de maiz*

Producto RDS SDS
Glycosade®  39.1+1.71° 42.3+2.12

Maizena®  19.08 +0.13° 36.45+0.2°

90°C5h 265+ 1.13° 4270 £0.69%

RDS= almiddn de digestion rapida, SDS= almiddn de digestion lenta.
*Valores en la misma columna seguidos con letras iguales no difieren estadisticamente (p>0.05).

6.4.2 Contenido de Amilosa y Amilopectina

Se analizaron los porcentajes de amilosa y amilopectina del almidén de maiz modificado

masivamente, asi como de la Maizena® y Glycosade®, mostrando los resultados en el Cuadro 7.
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CUADRO 7. Contenido de amilosa y amilopectina de almidén modificado masivamente, Maizena
y Glycosade.

90°5h Maizena® Glycosade®

Amilosa (%) 16.7+1.01% | 19.26+0.06% | 4.84 +0.46°

Amilopectina (%) | 83.2+0.76% | 80.6+0.04% | 95.06+0.42°

*Valores en el mismo renglén seguidos con letras iguales no difieren estadisticamente (p>0.05).

Como se puede observar, no hubo cambio (p>0.05) en las proporciones de amilosa y amilopectina,
entre la Maizena y el almidén modificado a partir de la misma, puesto que los tratamientos fisicos
como el utilizado de baja humedad, no alteran los enlaces glicosidicos de los dos tipos en el almidon
al-4 y al-6. Por el contrario, es probable que tanto la cristalinidad como la alineacion y/o
compactacién de las moléculas si se modificaran, asi como las regiones amorfas del almidén. El
tratamiento con calor himedo, modifica la estructura del granulo de almidon, reduce el
hinchamiento y lo hace menos soluble (Nawaz et al., 2020; Veyna-Torres et al., 2016). Esto podria
explicar el cambio en el comportamiento de digestion in vitro entre el almidon de maiz modificado

y la Maizena.

6.4.3 Cambios en Transicién Térmica

En la Figura 6, se muestran los termogramas resultantes del analisis de calorimetria diferencial de
barrido, en el cual el producto analizado fue el almidén de maiz modificado masivamente, que
aparece en rojo, y la Maizena® sin modificar, en negro. Las condiciones del barrido fueron
velocidad de 10°C/min desde 15 a 140°C, como en los ensayos previos. En el almidén de maiz sin
modificar (en color negro) se ve una pequefia transicion de fase a una temperatura aproximada de
60°C, fenomeno caracteristico del almidon (Rodriguez et al., 2001). Esta transicion inicial, se debe
al hinchamiento de las estructuras amorfas del granulo de almidén. La segunda transicion de fase
del almidon de maiz sin modificar, con un pico mayor que la primera, se encuentra a una

temperatura entre los 100 y 120°C. Por su parte, el almidon de maiz modificado muestra una
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capacidad calorifica mayor, al verse disminuidas las endotermas y mas bien, con un
comportamiento practicamente lineal. Como se comentd, se reduce el hinchamiento con el
tratamiento de calor hiumedo y no hay transicion. Se puede concluir que aumento su estabilidad
térmica y su temperatura de gelatinizacion, debido al tratamiento con calor y humedad, al que fue

sometido.
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Figura 6. Cambios en transicion de fase del almidon de maiz (Maizena®) sin modificar y
almidon de maiz modificado, a 30% de humedad.

6.4.4 Evaluacion en Humanos Adultos

En el ensayo, participaron 9 voluntarios, para probar la eficacia del almidon de maiz modificado
térmicamente a baja humedad, en el mantenimiento de la glicemia. Las caracteristicas de los
participantes se muestran en el Cuadro 8. Participaron 4 hombres y 5 mujeres, de un intervalo de
edad de 23 a 65 afios, con promedio de 39.4 afios. EI IMC promedio de los participantes fue de
24.1 kg/m?, cumpliendo todos con el criterio de inclusion de un IMC mayor a 20 y menor a 26. La
concentracion de glucosa en ayuno promedio fue 83.77+7.4, encontrandose todos los participantes

en un intervalo entre 67-91 mg/dL, que se consideran valores normales entre 70 y 100. Sélo un
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participante de sexo femenino, de 29 afios de edad, mostrd un valor debajo de los 70 mg/dL en
ayunas, pero menciona manejar esa concentracion de manera usual. En promedio, la hemoglobina
glicosilada fue de 5.1%, cumpliendo todos los participantes con el criterio de inclusion de ser

menor a 5.5%.

CUADRO 8. Caracteristicas de los participantes en el protocolo de evaluacion de la ingestion del
almidon de maiz modificado térmicamente, asi como Glycosade.

participante  £9%¢ Peso Talla IMC eﬁ';;ﬁf% HbALc

(afos) (kg) (m) (kg/m?) (mg/dL) (%)
1 23 83 1.82 25.1 89 5.2
2 31 75 1.70 25.9 82 5.4
3 28 61 1.61 23.5 86 5.1
4 65 70 1.65 25.7 87 5.2
5 62 79 1.76 25.5 01 5.0
6 60 67.5 1.64 25.1 78 5.1
7 26 54 1.64 20.1 89 5.2
8 29 53 1.62 20.2 67 5.1
9 31 83.1 1.79 25.9 85 5.3

IMC= indice de masa corporal, HbAlc=hemoglobina glicosilada.

La curva de glicemia de los 9 participantes, durante las 5 h posteriores a la ingestion de nuestro
almidon modificado, se muestran en la Figura 7. La medicion de glucosa obtenida a los 30 min de
la toma de almiddn, tuvo un comportamiento consistente en todos los participantes, como era de
esperarse, con valor promedio de 101.5 = 5.3 mg/dL, en todos los casos por encima de los 94
mg/dL. De manera visual, en 3 de los participantes (en 3 tonos diferentes de azul en la Fig. 7), el
comportamiento de hidrdlisis del almidén fue similar al encontrado previamente en hidrdlisis in
vitro. En esta ultima, hay dos picos de liberacidn de glucosa. Uno a las 2 y otro a las 5 h (Fig. 4);
mientras que en los 3 casos sefialados de la evaluacion in vivo, los picos se dieron durante la primera
hora y a las 3 h después de la ingestion del almidén modificado. A nuestro conocimiento, no hay
estudios publicados que comparen la digestion in vitro con la in vivo, a lo largo del ensayo, como

en esta forma; seria interesante un estudio al respecto.
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Todos los participantes completaron las 5 h de analisis propuestas, obteniendo en la Gltima lectura
del glucémetro, una concentracion de glucosa promedio de 91.4 + 5.4 mg/dL, en la cual el valor
mas bajo obtenido fue de 83 mg/dL. Asi, se cumplié con el objetivo general de la tesis, de mantener
los valores normales de glucosa, durante al menos 5 h, con el tratamiento con almidon de maiz
modificado térmicamente. Curiosamente, el almidén modificado en este estudio (al igual que el
Glycosade), contiene 17% mas de almidon de répida digestion, que la Maizena sin modificar, pero
mantiene la glicemia durante mucho mas tiempo. Este comportamiento in vivo podria deberse a
que la modificacion disminuyo la susceptibilidad del almidén al ataque enzimatico para su

digestion por a-amilasa.

120

=
[
o

100

[e3)
o

~
o

Concentracién de glucosa (mg/dL)
Y]
o

60

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Tiempo (horas)
Figura 7. Concentracion de glucosa (mg/dL) en sangre de los participantes después de la toma de
almidon modificado durante 5 h de ayuno.

En la segunda sesion de ensayo, al menos una semana posterior a la primera, se administré a los
participantes 75 g del producto comercial Glycosade, siguiendo el protocolo antes aplicado con el
almidén modificado. ElI promedio de la glucosa durante las 5 h de iniciado el ensayo, con
Glycosade, fue de 97.3 + 6.8 mg/dL, mientras que con el almidén modificado el promedio fue de
91.4 £ 5.4 mg/dL, sin diferencia significativa entre ambos (p>0.05). Al igual que en el primer dia
experimental, todos los participantes cumplieron las 5 h de protocolo con concentraciones 6ptimas

de glucosa en sangre, siendo el valor mas bajo obtenido de 81 mg/dL en un participante, a las 3 h
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de ingerido el producto.

De acuerdo a estudios experimentales, cuando el Glycosade fue probado en jovenes (>13 afios) con
glucogenosis, a quienes se suministraron 100 g, 9 de 12 permanecieron con buenas concentraciones
de glucosa (>60 mg/mL) al menos durante 6 h (Correia et al., 2008). En otro ensayo clinico, el
mismo producto comercial mejord la calidad del suefio de 9 pacientes adultos con glucogenosis
(Rousseau-Nepton et al. 2018). No se ha probado administrar diferentes dosis, para ver su
influencia en el tiempo de digestion.

En la Figura 8, se muestran los valores promedio, con su desviacion estandar, de las
concentraciones de glucosa en sangre de los participantes en ambas fases del protocolo, a lo largo
de las 5 h, para el Glycosade y el almidon modificado. Visualmente se puede apreciar un
comportamiento similar entre ambos; el Glycosade tiene una mayor area bajo la curva en los
valores entre 1 y 2 h después de iniciado el ensayo, lo cual se compensa en el almidén modificado

puesto que el area bajo la curva para las 3 y 4 h del ensayo, es también mayor que la del Glycosade.
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Figura 8. VValores promedio de la concentracién de glucosa en sangre (mg/dL) tras la toma
de almidon modificado o Glycosade.

Es importante hacer notar las diferencias observadas, asi como aquellas en la percepcion de los
participantes entre el almidon modificado en este estudio y el Glycosade. El almidon modificado

fue administrado a los participantes en 300 mL de agua, y fue muy dificil de resuspender. El
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material se comportaba formando grumos dificiles de deshacer. Para solucionar el problema se
molié manualmente y tamiz0 antes de pesar la cantidad necesaria, y se agrego poco a poco a los
300 mL de agua asegurando la homogeneidad de la suspension. Este comportamiento de
agregacion no ocurrio con el Glycosade. En cuanto a la percepcion sensorial de los participantes,
consideraron que ninguno de los dos productos tenia un sabor agradable, pero la textura del almidon

modificado era peor que la de Glycosade, dejando sensacion “arenosa”.
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7. CONCLUSION

Se escogid una fuente de almidon de maiz comercial, en funcidn de sus caracteristicas de
composicion y accesibilidad, para modificacion con calor hiumedo. Se aplicaron los tratamientos
térmicos a 90, 95 y 100 °C, por 2 y 5 h, con 30% de humedad, en base al anélisis de la fuente de
almidon por calorimetria diferencial de barrido. Asi se obtuvo un almidén modificado similar en
tipos de almidon digestible, al producto comercial ad oc para mantener la glicemia en humanos al
menos durante 5 h. Al evaluarlo en adultos voluntarios, se comprob6 que mantenia la glicemia en
forma comparable al producto modelo efectivo en el tratamiento de las glucogenosis tipo 1 y I1I.

En esta forma, queda probada la hipotesis de que la modificacion fisica del almidon de maiz a
90°C durante 5 h, con 30% de humedad, es una opcion viable para obtener un producto con las
proporciones adecuadas de tipos de almidon digestible, para mantener la glicemia en 91.4 + 5.4
mg/dL a las 5 h de administrado, en adultos en ayuno previo a su ingestion. Asi en un futuro, seria

factible usarlo en nifios con glucogenosis tipo 1 o 1.
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