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Resumen

Un tratamiento complementario para enfermedades crénico degenerativas es una
dieta rica en antioxidantes y fibra, ya que estos compuestos tienen beneficios
sinérgicos a la salud. En el caso de la diabetes mellitus, estos compuestos ayudan
a regular los niveles de glucosa sanguineos y a disminuir el estrés oxidativo
generado en el organismo, reduciendo asi las complicaciones de esta
enfermedad. Dichos compuestos se encuentran de manera significativa en frutas y
en sus residuos agroindustriales. En el procesamiento del mango (Mangifera
Indica sp.) para la obtencién de jugo en la empresa Pascual Boing, se genera un
residuo que representa hasta el 35% de la produccion, el cual se ha estudiado
previamente y se ha propuesto como un ingrediente potencialmente adecuado
para la elaboracién de productos nutracéuticos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto antidiabético del subproducto de mango. Se realiz6 una
caracterizacion parcial en donde se determiné el contenido de fibra dietaria total y
sus fracciones, soluble e insoluble, obteniéndose valores de 38.29, 12.49, y 25.81
%, respectivamente. También fueron determinados los fenoles extraibles, por
medio de la cuantificacion de fenoles totales (101.56 mg EAG/g) y flavonoides
(29.96 mg. eq. catequina/g), y fenoles no extraibles mediante la cuantificacion de
taninos hidrolizables (1.05 mg. eq. metil galato/g) y taninos condensados (0.35
Abs. 555 nm); se midi6 su capacidad antioxidante in vitro mediante cuatro
meétodos, inhibicién de la formacion del radical 6xido nitrico, poder reductor, ABTS
y DPPH, mostrando una mejor capacidad antioxidante comparado con una fibra
comercial de nopal. Por otro lado, se realiz6 un ensayo in vivo para evaluar las
propiedades antidiabéticas del subproducto, en el cual se observdé un efecto
hipoglucemiante en el grupo suplementado con el subproducto de mango (0.5 g/kg
peso), observandose una reduccion significativa en el nivel de glucosa al término
de la tercer semana (21.17 %) y un aumento en la concentracién de insulina en
suero con respecto al grupo control diabético. En cuanto al perfil lipidico hubo
mejoria en el grupo con subproducto de mango en la concentraciéon de triglicéridos
en suero con una reduccion significativa de 52.18 % en comparacion al control. Se
evalu6é el funcionamiento renal, obteniéndose una mejoria en la filtracion y
reabsorcion de la creatinina y una disminucion en la hipertrofia renal en el
tratamiento con el subproducto. En cuanto al estado antioxidante, el subproducto
de mango aumento la capacidad antioxidante en suero y heces, ademas de tener
un mayor contenido de compuestos fendlicos en orina y heces, y disminuir la
peroxidacion lipidica en el rifion. En base a lo anterior se concluye que el
subproducto tiene efectos benéficos relacionados con la diabetes debido a sus
diferentes componentes bioactivos, siendo asi una alternativa viable como
tratamiento complementario para esta enfermedad.

Palabras clave: Subproducto de mango (Mangifera indica L.), diabetes mellitus,
fibra, antioxidantes.



Summary

A diet rich in fiber and antioxidants is a complementary treatment for chronic
degenerative diseases due to the fact that these components have synergic
benefits to health. In diabetes mellitus they help regulate blood glucose levels and
diminish oxidative stress produced in the organism, reducing complications in this
disease. Significant amounts of these components are found in fruits and their agro
industrial wastes. In the Pascual Boing industry, 35% of raw material is turned
into waste during the production of mango (Mangiferalndica sp.) juice. This waste
product has been previously analyzed and proposed as a potential ingredient in the
production of nutraceutical products. The objective of this study was to evaluate
the antidiabetic effect of the mango byproduct. A partial characterization was
performed in the byproduct, obtaining 38.29% total dietary fiber, 12.49% soluble
fiber and 25.81% insoluble fiber. Extractable phenols were determined by
quantifying total phenols (101.65 EAG/g) and flavonoids (29.96 mg. eq catechin/g),
and non extractable phenols by quantifying hydrolyzable tannins (1.05 mg. eq
methyl gallate/g) and condensed tannins (0.35 Abs. 555 nm); in vitro antioxidant
capacity was measured by four different methods: inhibition of the nitric oxide
radical, reducing power, ABTS™ and DPPH’, resulting in a better antioxidant
capacity compared to a commercial nopal fiber. On the other hand, an in vivo
assay was performed to evaluate the antidiabetic properties of the byproduct (0.5
g/kg weight), a hypoglycemic effect was observed in the group supplemented with
the mango byproduct, and having a significant reduction of glucose levels at third
week (21.17 %) of treatment and an increased concentration of serum insulin
compared to the diabetic control group. In the treated-mango byproduct group,
there was an improvement on the lipid profile in the concentration of serum
triglycerides with a significant reduction of 52.18 % compared to the control. In the
evaluation of renal function showed an improvement of the filtration and
reabsorption of creatinine and a reduction of the renal hypertrophy was obtained in
the group treated with the byproduct. The mango byproduct increased the
antioxidant capacity status in serum, feces and urine and decreased the lipidic
peroxidation of renal tissue. Overall, the mango byproduct has beneficial effects
related to diabetes due to its different bioactive components, being a viable
alternative complementary treatment for this disease.

Key words: Mango byproduct (Mangifera indica L.), diabetes mellitus, fiber,
antioxidants.
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1. Introduccién
La diabetes mellitus es un desorden metabodlico que afecta a una proporcion
importante de la poblacion mundial, mostrando en los dltimos afios un aumento
gradual en su incidencia y prevalencia. En México la diabetes es la segunda causa
de muerte en la poblacién y afecta a todas las clases sociales (Maritim et al., 2003;
Olaiz et al., 2006; OMS, 2010).

Este sindrome se caracteriza por una hiperglucemia cronica causada por la
insuficiencia en la secrecion o en la accion de la insulina, la cual esta acompafiada
de un incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,

aunado a una disminucion de los sistemas antioxidantes enddgenos (Johansen et

al., 2005; Ramos et al., 2006).

Este incremento en el estrés oxidativo estd ampliamente relacionado con el
desarrollo y la progresion de la diabetes, asi como de sus complicaciones, entre
las que se encuentran de manera comun las que afectan al sistema vascular,

rifones, retina, nervios periféricos y piel (Ceriello, 2000; Chang y Chuang, 2010).

Debido a esto, en los Ultimos afios se han propuesto tratamientos
complementarios, de bajo costo y facil acceso, que ayuden a la prevencion y
control de esta enfermedad y sus complicaciones, una de estas alternativas es
una dieta rica en antioxidantes y fibra (Maritim et al., 2003; Rahimi et al., 2005;
Serrano et al., 2009).

La fibra dietaria soluble inhibe la absorcién de macronutrientes, reduce la glucosa
postprandial, retarda el vaciamiento gastrico, produce acidos grasos de cadena
corta, incrementa la saciedad, desacelera la hidrélisis del almidon y ayuda a
disminuir el colesterol en la sangre. En cuanto a la fibra dietaria insoluble, ésta
contribuye al efecto de aumento de volumen y peso de las heces, incrementa la

sensacion de saciedad y es un regulador intestinal (Slavin, 2013).



Los antioxidantes por su parte ayudan a contrarrestar los dafios potenciales
causados por la generacion de radicales libres, ya que tienen la capacidad de
estabilizarlos y por lo tanto de disminuir el estrés oxidativo en el organismo del
paciente diabético. Algunos fitoquimicos como los polifenoles, ademas de poseer
una actividad antioxidante tienen un efecto benéfico en el metabolismo de lipidos y
carbohidratos (Rodriguez et al., 2001; Weickert y Pfeiffer, 2008; Hanhineva et al.,
2010).

De manera natural estos dos componentes bioactivos se encuentran en
cantidades importantes en los subproductos de fruta, este tipo de residuos son de
gran interés ya que llegan a representar del 35% al 65% de la produccion total, y
en éstos se encuentran generalmente compuestos bioactivos que pueden ser
aprovechados para su uso como aditivos en alimentos nutracéuticos (Larrauri et
al., 1996; Saura, 2011).

En diversas investigaciones se ha tenido un gran interés por el mango (Mangifera
Indica L.) debido a que este fruto, contiene diversos componentes bioactivos en la
piel y pulpa, tales como polifenoles, fibra, carotenoides y vitaminas. Una parte
importante de esta produccién se utiliza en la elaboraciéon de jugo y néctares. En
este proceso se obtiene un subproducto que consiste principalmente en piel,
semilla y remanentes de pulpa, debido a que la eliminacion de este tipo de
subproducto genera un problema para la industria, se espera que el
aprovechamiento de este residuo traiga consigo un beneficio econdmico y
ambiental (Kanjana, 2006; Al-Sheraji et al., 2011).

La empresa Pascual Boing, es una de las principales industrias productoras de
jugo en México, ya que representa el 10% de la produccion nacional en este ramo.
En estudios anteriores se demostr6 que el subproducto de mango presenta
propiedades funcionales (SAGARPA, 2009; Olivera, 2012). Es por todo lo anterior
que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto antidiabético de los

componentes bioactivos del subproducto de mango en un modelo in vivo.



2. ANTECEDENTES

2.1Diabetes mellitus
La diabetes mellitus constituye un grupo heterogéneo de trastornos metabolicos
de caracter cronico, caracterizados por una condicion de hiperglucemia constante
(>126 mg/dl ml 6 7.0 mmol/l) (Al et al., 2004).

2.1.1 Relevancia nacional de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad de gran importancia a nivel mundial y
nacional. Segun datos de la Federacion Internacional de Diabetes (FID) en su
dltima actualizacién en el afio 2012 la prevalencia mundial de esta enfermedad
fue de 8.3 %, y afirman que el 50 % de las personas con diabetes no estan
diagnosticadas. Mientras que en México la OMS publico en el afio 2012 la
prevalencia de esta enfermedad con un valor de 15.59 %, segun datos de la
Federacion Mexicana de Diabetes (FMD) la poblacién aproximada de personas
enfermas asciende entre 6.5 y 10.6 millones de personas en nuestro pais en el
intervalo de edad de 20 a 79 afios (OMS, 2012; FID, 2012).

2.1.2 Clasificacion de la diabetes mellitus y principales causas
e DM Tipo 1: En este tipo de diabetes el principal factor es el genético y
es causada por la destruccion de células B-pancreaticas por un
proceso del tipo inmunitario. Representa entre el 5y 10% de los casos

del sindrome diabético a nivel mundial.

e DM Tipo 2: Este tipo de diabetes es producida por una deficiencia de
insulina y/o la resistencia a la insulina. Es decir, las células [3-
pancreaticas no producen suficiente insulina y/o la insulina no se
reconoce de manera eficaz en el higado, tejido adiposo y/o muscular,
ocasionando que no se dé la sefalizacion de la insulina, impidiendo
gue entre glucosa a la célula y ademas por consiguiente provocando

una serie de trastornos metabodlicos. Esta clase de diabetes es la mas

3



frecuente en la poblacion adulta, corresponde entre el 90 y 95% de los

casos de sindrome diabético a nivel mundial (LeRoit et al., 2003).

En etapas avanzadas de la diabetes tipo 2, cuando el paciente no ha tenido un
control metabdlico 6ptimo se incrementa el deterioro de las células B-pancreaticas,
y a largo plazo el paciente con diabetes tipo 2 podria presentar caracteristicas

clinicas y complicaciones similares a la diabetes tipo 1 (Bennett y Knowler , 2001).

2.1.3 Alteraciones metabdlicas debido a la diabetes mellitus tipo 1

La DM tipo 1 se manifiesta inicialmente con tres caracteristicas esenciales:
hiperglucemia, aumento del metabolismo de las grasas con fines energéticos y
reduccion de las proteinas musculares. Esto es debido principalmente a la falta de
produccion de la insulina, ya que es la encargada de diferentes funciones como la
sintesis de glucdgeno, triglicéridos y proteinas. Al no haber produccion de esta
hormona todos estos procesos estadn alterados, lo cual conduce a que se
presenten las alteraciones metabodlicas mencionadas (Flores et al., 2005).

La hiperglucemia es un sintoma caracteristico de la diabetes, también se presenta
debido a la falta de la insulina, ya que en condiciones normales esta hormona es
la encargada de disminuir la glucosa disponible por medio de tres acciones:
estimulando la formacion de glucogeno al inducir la via metabdlica de la
glucogénesis por su accion sobre la enzima glucégeno sintetasa, inhibiendo la via
de la gluconeogénesis por su accién sobre la enzima fosfoenol piruvato
carboxicinasa (PEPCK), y por ultimo promoviendo la entrada de glucosa en los

tejidos periféricos, como el tejido muscular y adiposo (Hanhineva et al., 2010).

En cuanto al metabolismo de los lipidos, en la diabetes tipo 1 hay un aumento en
la lipolisis y una inhibicion de la lipogénesis, lo cual produce una mayor
concentracion de acidos grasos libres, asi como una disminucion en el peso

corporal (Mateos y Zacarias, 2002).



En cuanto al metabolismo de proteinas, su sintesis se encuentra inhibida debido a
la ausencia de la insulina, ademas, hay una disminucion en las proteinas del
musculo, esto es debido a que en la diabetes al no haber sefializacion de esta
hormona en las células hepéticas, se encuentra activa la via de la
gluconeogénesis, en donde la mayor parte de los sustratos proceden de los
aminoacidos, que a su vez provienen en gran parte de la degradacion de las

proteinas musculares (Bennet y Knowler, 2001).

2.1.4 Hiperglucemiay estrés oxidativo
En el paciente diabético ante un exceso de EROs (moléculas derivadas del
oxigeno con una gran capacidad de reaccion por su alta inestabilidad quimica) y
radicales libres (moléculas o porciones de ellas que presentan al menos un
electron desapareado en su orbital mas externo y son extraordinariamente
reactivos), se rompe el equilibrio produciendo el llamado estrés oxidativo, el cual
provoca el dafio oxidativo a las macromoléculas al no poder ser contrarrestado por

los sistemas antioxidantes de defensa (Al et al., 2004; Brownlee, 2001).

La hiperglucemia crénica caracteristica de la diabetes puede conllevar a una
condicion de estrés oxidativo en el paciente, esto es como consecuencia
principalmente del descontrol metabdlico y se caracteriza por una acumulacion de
especies reactivas de oxigeno (EROs) y nitrégeno (ERNS), las cuales juegan un
importante papel en el desencadenamiento de la enfermedad y en el desarrollo de
los diversos estados fisiopatolégicos que la acompafan (Wellen y Hotamisligilm,
2005).

Hay diferentes vias que contribuyen a que el organismo del diabético se encuentre
en una condicion de estrés oxidativo, una de las mas importantes es la
mitocondria, ya que es el principal sitio de produccion de EROs, y que, como ya se
menciond anteriormente, es debido a que el metabolismo se encuentra

constantemente acelerado, con lo que finalmente también se tiene un aumento en



la actividad de la cadena respiratoria, en donde se da la sobreproduccion del anién
superoéxido (Figura 1) (Stentz et al., 2004; Brownlee, 2001).

Calor

NADH

NAD*

ATP  ADP+P,

Figura 1. Produccion del anién superoxido a nivel de la mitocondria por la cadena

transportadora de electrones (Brownlee, 2001).

Los lipidos son las moléculas mas susceptibles al dafio por las EROs y los
radicales libres mediante el proceso de peroxidacién lipidica. La lipoperoxidacion
se asocia con la etiologia de diversos padecimientos como son el engrosamiento y
rigidez de los vasos sanguineos (ateroesclerosis) (Céspedes y Castillo, 1999).

Las proteinas son susceptibles al dafo por las EROs debido a que todos los
residuos de amino&cidos estan sujetos al ataque por el radical OH . Los radicales

libres causan alteraciones a la estructura secundaria de las proteinas, con lo que
se puede dar la pérdida de la formacién de la estructura terciaria y cuaternaria,
este tipo de cambios conformacionales provocan que las proteinas sean mas
susceptibles a procesos de protedlisis y desnaturalizacién, lo cual conlleva

finalmente a la pérdida de su actividad biolégica (Pryor, 1994).

La presencia de radicales libres y otras moléculas como citocinas pro-inflamatorias
y Oxido nitrico, ocasionan la destruccion de células B-pancreéaticas provocando que
de esta manera se vea limitada la produccion parcial o total de insulina, y

aumentando aun mas el estrés oxidativo (Wolff, 1993).



2.1.5 Complicaciones de la diabetes mellitus
Algunas enfermedades asociadas con la diabetes mellitus son: enfermedades
tipicas vasculares (macroangiopatias) como la aterosclerosis y la hipertension,
cardiomiopatias, conducciéon anormal en los nervios, dafio renal, alteraciones
funcionales en las plaguetas, cataratas, envejecimiento prematuro, contractilidad

anormal en las células del musculo liso vascular, entre otras (Moreno, 2001).

Cabe destacar que una de las complicaciones microvasculares mas frecuentes de
la diabetes mellitus es la nefropatia diabética, esta se desarrolla en el 15-40% de
los pacientes con diabetes tipo 1 y diabetes tipo 2, y se asocia con un aumento
considerable en la morbilidad y mortalidad (Wada y Kanwar, 2011).

2.1.5.1 Nefropatia diabética
La nefropatia diabética (ND) es una de las principales complicaciones de la
diabetes, es una enfermedad secundaria, en la cual el rifién pierde la capacidad
para funcionar apropiadamente y se relaciona con determinadas alteraciones

renales morfolégicas y funcionales (Kanwar et al., 2008).

El rifidn es un 6rgano cuyas principales funciones son: filtrar la sangre del sistema
circulatorio y eliminar los desechos por la orina (ej. urea, creatinina, sodio), regular
y mantener la homeostasis del cuerpo por medio del balance de fluidos y
electrolitos, y la funcién enddcrina, que consiste en la liberaciébn de hormonas
como la eritropoyetina, renina y calcitriol (forma activa de la vitamina D). Todas
estas funciones en mayor o menor grado se ven afectadas en el paciente con

nefropatia diabética (Thomson et al., 2004).

La nefrona es la unidad funcional del rifidn, en donde se lleva a cabo la filtracion
de la sangre, y estd compuesta por el glomérulo, la capsula de bowman vy el
tubulo. El glomérulo y el tubulo son las dos estructuras mas afectadas por la
accion de las EROs y las citocinas proinflamatorias, afectandose su permeabilidad

y su capacidad de reabsorcion (Rodriguez et al., 2012).



Las principales caracteristicas de la nefropatia diabética, son dos: el
adelgazamiento de la membrana basal del glomérulo y la acumulacion de la matriz
extracelular (MEC). Los cambios fisiologicos mas importantes que se presentan
como consecuencia de esto son: la hipertrofia e hiperplasia del glomérulo, con lo
cual ocurre una hiperfiltracion glomerular dando paso a la proteinuria o
microalbuminuria, también existen distintas lesiones renales que conllevan a la
glomérulo-esclerosis, acumulacion de colageno vy la fibrosis, con lo que se altera la
permeabilidad de las membranas, la filtracion glomerular y la capacidad de
reabsorcion del tubulo, y como consecuencia el deterioro en general de las

funciones renales (Kanwar et al., 2008).

2.1.6 Tratamientos para la diabetes mellitus
Las estrategias de tratamiento se dividen en no farmacolégicas, como la dieta y el
ejercicio, y las farmacoldgicas, que incluyen el uso de medicamentos orales e
insulina. Estos agentes terapéuticos tienen efectos secundarios como alteraciones
gastrointestinales, nausea, hipoglucemia, cefalea y dolor abdominal, entre otros

(Mateos y Zacarias, 2002).

Por otra parte, existen estrategias de bajo costo y facil acceso a la poblacion,
como una alternativa de este tipo de estrategias estan las terapias ricas en
antioxidantes y en fibra, que de manera sinérgica ayudan a prevenir y disminuir el
deterioro funcional orgénico originado por el estrés oxidativo comdn en las
personas diabéticas (Hanhineva et al., 2010; Rahimi et al., 2005; Saura, 2012;
Serrano et al., 2009).

2.2 Fibra dietética
En diversos estudios clinicos y epidemiolégicos se ha demostrado que el consumo
de fibra dietaria esta inversamente relacionado con el riesgo a padecer

enfermedades cardiovasculares, asi como con efectos positivos en enfermedades



cronico degenerativas como la diabetes, obesidad y cancer (Papathanasopoulos y
Camilleri, 2010).

La fibra dietaria soluble esta constituida por B-glucanos, oligosacaridos, mucilagos,
pectinas solubles y gomas. Estd comprobado que la formacion de gel y el aumento
de viscosidad provocado por la fibra soluble, inhibe la absorcion de
macronutrientes, reduce la glucosa postprandial, ademas de retardar el
vaciamiento gastrico, incrementa saciedad, desacelera la hidrélisis del almidén,
ayuda a disminuir el colesterol en la sangre y tiene una influencia benéfica en el

perfil de lipidos sanguineo (Lattimer y Haub, 2010).

Otro mecanismo de accion importante de la fibra dietaria soluble es su
fermentacion en el colon y los cambios que se generan en la microbiota a lo largo
del intestino. Los prebidticos son parte de la fibra que se pueden definir como
carbohidratos, principalmente oligosacéaridos, que resisten la digestion en el
intestino delgado y llegan al colon donde son fermentados por la microbiota
intestinal, produciendo hidrégeno, metano, dioxido de carbono, lactato y acidos
grasos de cadena corta (AGCC) (Tolhurst et al., 2012).

Las diferentes fuentes de fibras van a tener un perfil de fermentacién variable,
donde los AGCC mas abundantes son principalmente el acido acético, butirico y
propiénico, cada uno de estos tiene diversos efectos positivos en el organismo. En
general, los AGCC aumentan la absorcién de calcio y otros minerales, también
actuan disminuyendo el pH del colon, y con ello inhiben el crecimiento de
patbgenos potenciales y a su vez promueven el crecimiento de bacterias
benéficas, tales como bifidobacterias y lactobacilos. Ademas, los AGCC
disminuyen los niveles de glucosa, acidos grasos libres y colesterol (FAS)

(Papathanasopoulos y Camilleri, 2010; Conterno et al., 2011).

Se ha demostrado que los AGCC reducen la glucosa postprandial por dos
mecanismos. Incrementan la concentracion del péptido similar a glucagon-1 (GLP-

1) y del péptido YY (PYY). GLP-1 es producido en las células L principalmente en



el ileon y colon, y actua sobre las células B-pancreaticas promoviendo la liberacion
de insulina e inhibiendo la secrecion de glucagon, el péptido YY por su parte
manda la sensacién de saciedad al cerebro, y con estas acciones ambas
hormonas ayudan a disminuir la concentracion de glucosa sanguinea después de
la ingesta de alimentos (Ostman et al., 2002; Lattimer y Haub, 2010;

Papathanasopoulos y Camilleri, 2010; Tolhurst et al., 2012).

En cuanto a la fibra dietaria insoluble esta se constituye por lignina, celulosa,
pectinas insolubles y hemicelulosa. Actualmente, también se ha ampliado el
concepto incluyendo componentes como proteina y almidon resistente, ésta es la
fraccion que principalmente contribuye al efecto de aumento de volumen y peso de
las heces, incrementa la sensacion de saciedad y es un regulador intestinal ya que

acelera el transito del bolo fecal (Slavin et al., 2013; Saura, 2011).

Ademas se ha demostrado recientemente que la fibra insoluble tiene un
importante mecanismo mas alla de su efecto local en el intestino, ya que también
aumenta a la incretina polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP), el
cual estimula la liberacion de insulina postprandial en las células  del pancreas,
disminuyendo asi los picos hiperglucémicos (Samra y Anderson, 2007; Lattimer y
Haub, 2010).

2.3 Antioxidantes
El consumo de alimentos provenientes de plantas ha sido asociado a una
disminucién en el riesgo de padecer enfermedades cronico degenerativas como la
diabetes, enfermedades cardiovasculares y cancer. Algunas de estas propiedades
benéficas a la salud se les han atribuido a los polifenoles, los cuales son
compuestos que se encuentran en las plantas y que poseen propiedades anti-
inflamatorias y antioxidantes, ademas de tener efectos en el metabolismo de

lipidos y carbohidratos (Hanhineva et al., 2010).
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Los polifenoles son un amplio grupo de fitoquimicos que se consideran potentes
antioxidantes, son compuestos que se caracterizan por poseer anillos arométicos
de benceno con uno o mas grupos hidroxilo, este grupo incluye a los flavonoides,
acidos fendlicos, proantocianidinas, taninos, resveratrol, entre otros. Su actividad
antioxidante se debe a su estructura quimica y a la presencia de anillos
aromaticos y grupos hidroxilo, esto implica la deslocalizacion de los electrones y
permite a los polifenoles reaccionar con los radicales libres, donandoles electrones
y transformandose con esto en radicales intermedios mas estables y menos
reactivos, que ya no causan un dafio a las macromoléculas. Ademas también
tienen la capacidad de quelar iones metéalicos y donar protones (Manach et al.,
2005).

£ 4 : ’/\ a-amilasa

s 3 -glucosidasa
R oA
— — Lscm

Inhibicién de la digestién y absorcién

V/— “Proteccion a las células B-pancredticas
de la glucotoxicidad

Tejido adiposo

Mejora la captacion de glucosa
en tejidos periféricos

Suprime la liberacion
de glucosa

Figura 2. Efecto de los polifenoles sobre el metabolismo de carbohidratos
(Adaptada de Hanhineva et al., 2010).

Existen estudios en modelos animales y algunos estudios en humanos, en donde
los polifenoles, o bebidas y alimentos ricos en polifenoles, han disminuido la
respuesta glucémica y los picos hiperglucémicos, y/o han tenido un efecto positivo
en la secrecion y sensibilidad de la insulina. Los posibles efectos de los polifenoles

en el metabolismo de los carbohidratos que se han comprobado son los
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siguientes: la disminucién de la actividad de enzimas como la a-amilasa y/o a-
glucosidasa a nivel intestinal, la disminucién en la absorcion de glucosa en el
intestino, la estimulacion de la secrecidn de insulina en las células B-pancreéaticas,
la modulacion en la liberacion de glucosa en el higado, la activacion del receptor
de insulina en tejidos periféricos como el adiposo y muscular, la modulacion de la
cascada de sefalizacién de la insulina y de la expresion de genes relacionados
(Figura 2) (Hanhineva et al., 2010).

Sin embargo en la naturaleza los polifenoles no se encuentran aislados, estos se
encuentran en las plantas interaccionando con una gran cantidad de compuestos,
como pueden ser: otros polifenoles, proteinas, fitoquimicos, lipidos, carbohidratos,
los componentes de la pared celular, entre otros. Es por ello que en los ultimos
afos se ha incrementado el interés en el estudio de matrices alimentarias
complejas en lugar del estudio de compuestos puros aislados, ya que la mayoria
de la literatura existente se enfoca exclusivamente a polifenoles de plantas
extraidos con solventes organicos (los llamados polifenoles extraibles PE), sin
embargo, los polifenoles no extraibles PNE (compuestos de alto peso molecular
que generalmente estan unidos a las moléculas de la pared celular) se han

relacionado también con beneficios a la salud (Saura, 2011).

Diversos investigadores han resaltado la importancia de generar este tipo
informacion ya que han demostrado que los PNE son la parte mayoritaria de los
polifenoles de la dieta con actividad biologica significativa, ya que Ila
biodisponibilidad y las propiedades relacionadas con la salud dependen de la
solubilidad en los fluidos intestinales, y esta solubilidad es diferente a la que se

tiene en los solventes organicos (Saura, 2012; Serrano et al., 2009).

2.4 Fibra antioxidante
El término de fibra antioxidante se refiere a aquellas matrices de fibra que son
ricas en componentes bioactivos. En los ultimos afios se le ha dado gran

importancia a ese tipo de fibras, ya que se ha demostrado que alrededor del 50%
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del total de los antioxidantes de la dieta atraviesan el intestino atrapados por la
fibra dietética, debido principalmente a su habilidad para formar complejos con
proteinas y polisacaridos, y proponiendo a su vez, que esto se puede considerar
como una de las funciones mas importantes de la fibra (Saura, 2011).

2.4.1 Metabolismo y biodisponibilidad de polifenoles en la fibra
antioxidante
Los compuestos antioxidantes que principalmente se encuentran asociados a la
fibra son los polifenoles y en menor cantidad los carotenoides (Manach et al.,
2005). Concretamente en el caso de los polifenoles, los de menor peso molecular
tales como flavonoides, acidos fendlicos, dimeros y trimeros de proantocianidinas,
estan asociados a la fibra soluble; mientras que los polifenoles de mayor grado de
polimerizacién como los taninos condensados y los hidrolizables se encuentran

asociados a la fibra insoluble (Serrano et al., 2007).

Una vez que la fibra antioxidante llega al intestino delgado, ésta es hidrolizada y
se da la formacién de un gel, algunos polifenoles de bajo peso molecular
(monémeros, dimeros y trimeros) pueden ser absorbidos en esta parte del tracto
digestivo. Unicamente las agliconas y algunos glucésidos pueden ser absorbidos
por el intestino delgado, sin embargo, la mayoria de los polifenoles que estan
presentes en la fibra antioxidante se encuentran en forma de esteres, glucésidos o
polimeros, interaccionando con la matriz alimentaria, y no pueden ser absorbidos
en su forma nativa hasta ser hidrolizados por las enzimas intestinales o por la

microflora colénica (Hollman y Katan, 1997; Crespy et al., 2000).

Se ha estimado que alrededor del 40% de los taninos son bioaccesibles en el
intestino delgado (ID), mientras que el 46% se convierten bioaccesibles en el
intestino grueso (IG), siendo los taninos hidrolizables mas bioaccesibles en el ID y

las proantocianidinas en el IG (Saura et al., 2007).
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Cuando la microbiota esta involucrada, la eficiencia de la absorcion es usualmente
reducida porque la flora también degrada a las agliconas liberando y produciendo
varios acidos aromaticos en este proceso, sin embargo estos acidos aroméaticos
pueden tener otro tipo de actividad benéfica (Kemperman et al., 2010; Tourifio et
al., 2011).

Por otra parte, una vez que son absorbidos los metabolitos se transportan al
higado donde las enzimas hepdaticas llevaran a cabo 3 principales tipos de
conjugacion: metilacion, sulfatacion y glucoronidacion, el tipo de conjugacion
depende del sustrato y de las cantidades presentes. El modo de actividad de estas
enzimas depende de la naturaleza del polifenol y la dosis ingerida, o que conlleva
a diferencias interindividuales en la capacidad de metabolizar polifenoles (Tilgman
y Ulmanen, 1996).

Por dltimo, los metabolitos de polifenoles van a seguir 2 rutas de excrecion la via
biliar y la ruta urinaria. Mediante la via biliar, los compuestos son llevados hacia el
duodeno donde son sujetos de accibn de las enzimas bacterianas,
especificamente de la B-glucoronidasa, en el segmento distal del intestino,
después de lo cual se pueden reabsorber (Watanabe et al., 1998). Los metabolitos
conjugados con estructuras mas largas o extensas, como los que se encuentran
en las fibras antioxidantes, son mas comunes de eliminarse por la via de bilis, y
por ejemplo, los conjugados con estructuras mas pequefias como los

monosulfatados son preferentemente excretados por la orina (Crespy et al., 2003).

El término de biodisponibilidad integra muchas variables tales como la absorcion
intestinal, excrecion de glucoronidos en el lumen intestinal, metabolismo de la
microflora, metabolismo intestinal, metabolismo hepatico, unién con albumina,
asimilacion celular, metabolismo intracelular, acumulacion en tejido y excrecion, ya

sea biliar o urinaria (Figura 3) (Kemperman et al., 2010).

14



Dieta

ﬂ ; . Circulacion
nterccitos
! portal ;
Glucosidos & T Hizado
—— Polimeros % D
Estarss : |:|
'r G Arliconas
o ‘:é £ 0 : Metabalitos
Agliconas &= P Agliconas faze I ¥ IT
- b \1\ Glucoronido: f
g0
Glocoronidos o, <
Sulfatos ~ = 0
: D_ Agliconas

|:| Aetabolitos
fase I ¥ IT

Deasconjugacion -
mirrobiana !

Circulacion
sistenmics

Arliconas

l

Conv ersion
microhiana

Agliconas

Ml=tabolitos
microbianos

I

Aetabolitos
micrebianos

\ A A s d
Colomocitos Distribucion en tejidos
Excrecion fecal F xerecion urinaria

Figura 3. Metabolismo de polifenoles (Modificado de Kemperman et al., 2010).

En cuanto a estudios enfocados al efecto de un concentrado de fibra antioxidante
en la diabetes mellitus existen muy pocos, sin embargo en ensayos in vitro se ha
demostrado que los taninos de varias plantas han inhibido eficazmente enzimas
intestinales como la a-amilasa y a-glucosidasa con valores de K; similares a los de
inhibidores sintéticos como la acarbosa, lo cual es bueno ya que podrian utilizarse
como un tratamiento natural complementario para el control de los niveles de

glucosa en personas diabéticas (Broadhurst et al., 2000; Matsui et al., 2001).

15



En estudios in vivo las proantocianidinas derivadas del cacao han mostrado
efectos preventivos en las complicaciones de la diabetes al inhibir la formacion de
cataratas en ratas, debido principalmente a su actividad antioxidante (Osakabe et
al., 2004). Por otra parte, el extracto de un concentrado de semilla de uva, rico en
proantocianidinas, ha mostrado efectos anabdlicos similares a los de la insulina,
activando la sintesis de glucogeno y aumentando la concentracion del
transportador de glucosa GLUT-4 en las membranas (Pinent et al., 2004).

Es por todo lo anterior que es de gran importancia la basqueda y el estudio de
estas matrices de fibras dietarias que llevan consigo componentes funcionales
bioactivos, ya que tendrian beneficios sinérgicos es decir, los efectos de la fibra
aunados a los efectos de los antioxidantes, teniendo en este campo una

alternativa mas completa para un tratamiento con potencial antidiabético.

2.5 Subproductos naturales

Durante algunos procesos agroindustriales se generan subproductos o residuos, y
si ellos no son reciclados o procesados apropiadamente, generan diversos
problemas ambientales ocasionando con esto un problema de gestion para las
empresas productoras. Sin embargo, algunos de estos materiales, como lo son de
manera importante los residuos de procesamientos de frutas y hortalizas, pueden
llegar a ser fuentes atractivas por su contenido en compuestos tales como los
pigmentos, fibra alimentaria, proteina, nutrientes, pectinas, lipidos, celulosa,
polifenoles, lignina, vitaminas entre otros, por lo tanto estos, pueden ser
potencialmente Utiles cuando se les transforma mediante tratamientos quimicos,
fisicos o microbiolégicos en productos de elevado valor agregado (Garcia et al.,
2013).

Particularmente, es de gran interés la industria de jugos, ya que en el
procesamiento de frutas para este fin se generan de manera importante residuos,

que van del 35% al 60%, y con un bajo contenido en azucares y alto contenido en
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fibra, vitaminas y antioxidantes, los cuales no han sido explotados en nuestro pais

para fines nutracéuticos (Ajila et al., 2007; Larrauri et al., 1996).

2.6 La industria de jugos en México
En México existen cerca de 250 empresas productoras de jugos, néctares y
concentrados, que procesan una gran variedad de frutas. Los productores
principales son Jumex con aproximadamente 31% del mercado, Del Valle con
24%, Pascual Boing con 10%, Lala con 5%, Florida 7 con 4%, Valle Redondo con
2.4% y otras marcas con 17.2% (Figura 4, SAGARPA, 2009).

OTROS, 30%
JUMEX, 31%

BOING, 10% DEL VALLE, 24%
5 °

Figura 4. Principales industrias productoras de jugo en el mercado nacional
(SAGARPA, 2009).
Las frutas mas utilizadas para la elaboracion de jugos y néctares segun datos del
INEGI son la manzana representando el 18% de la produccion total de jugo, le
siguen el mango, la naranja y el durazno representando cada uno el 17%, la uva el
7%, la pifia el 5%, la guayaba el 1%, y otras frutas el 18% restante de la
produccion nacional, observandose un crecimiento importante en la produccién del
jugo de mango a través del periodo 1994-2005, donde en este dltimo afio se

produjeron aproximadamente 130 millones de litros (Figura 5).

En el estado de Querétaro se encuentra La Sociedad Cooperativa de
Trabajadores de Pascual, S.C.L, en la que se elaboran y comercializan bebidas
naturales, saludables y nutritivas en la gama de jugos, néctares, pulpas de fruta,

agua purificada y refrescos.
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Figura 5. Produccion de jugo de frutas en México (1994-2005). Fuente: SIAP, con
datos de INEGI.

Las frutas que se procesan en la empresa Pascual Boing para la elaboracion de
jugo son fresa, guayaba, mango y tamarindo. En particular, se estima que hay un
70% de rendimiento en el proceso de los productos de la empresa, el 30%
restante se considera subproducto o desecho organico y se donan para su uso
como abono de las tierras de cultivo de la region.

2.7 El mango y su subproducto
El mango (Mangifera indica L.) es una fruta de temporada por ello
aproximadamente el 20% de la fruta es procesada en productos como puré,
néctar, jugos, productos lacteos, entre otros, y durante este procesamiento se
generan subproductos que consisten principalmente en la piel, la semilla y
remanentes de pulpa, los cuales representan del 35 al 60% del total del peso de la
fruta. La piel en especifico, constituye aproximadamente del 15 al 20% de la
totalidad del mango, y no es utilizada para ningun fin comercial, por lo tanto es
desechada y se convierte en una pérdida, de nutrientes y componentes bioactivos,

y una fuente de contaminacion (Ajila et al., 2008).
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Diversos autores han estudiado la piel y subproductos de diferentes variedades de
mango y han concluido que es una excelente fuente de polifenoles, carotenoides,
vitamina C, vitamina E, pectinas, celulosa, fibra dietaria y otros fitoquimicos, los
cuales son compuestos bioactivos que poseen alto valor agregado y diversos
beneficios a la salud humana (Larrauri et al., 1996; Hassan et al., 2011; Ajila et al.,
2007).

En una caracterizacion quimica de los fenoles en la porcion extraible de la piel del
mango realizadas por Hassan et al. (2011), demostraron que la piel es una fuente
rica en estos compuestos bioactivos, encontrdndose en mayor cantidad el &cido

gdlico, acido p-cumarico, acido elagico, mangiferina y acido protocatecoico.

Ademas de estos compuestos fendlicos con propiedades antioxidantes, la piel del
mango contiene un alto porcentaje de fibra con un balance entre sus fracciones
soluble e insoluble. Es por ello que Ajila 'y Prasada (2013), analizan la composicion
de los carbohidratos y los polifenoles unidos a la fibra dietaria, encontrando la
presencia de cantidades significativas de acidos fendlicos y flavonoides unidos,
tales como el &cido galico, acido protocatecoico, &cido siringico, acido ferulico,
kaempferol y quercetina (Ajila y Prasada, 2013).

También se han evaluado las propiedades funcionales de diferentes harinas
elaboradas a partir de la piel, pulpa y subproductos de distintas variedades de
mango, observandose que poseen alta capacidad de hidratacién, valores mejores
a la celulosa para hinchamiento, adsorcion de aceite y agua, y se encontré que
ademas de incrementar la calidad nutracéutica su adicion también mejora algunas
propiedades sensoriales, concluyendo con esto que este tipo de harinas tienen un
enorme potencial como ingredientes funcionales en el desarrollo de productos

nutracéuticos (Garcia et al., 2013).

En cuanto a ensayos in vitro la piel del mango y los subproductos estudiados han

demostrado poseer una buena capacidad antioxidante y la capacidad de inhibir
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enzimas digestivas, sin embargo, a pesar de toda esta informacion y los beneficios
potenciales descritos para este tipo de material no existen estudios in vivo en
donde se evallen los beneficios fisioldgicos del consumo de la piel del mango o de
un subproducto de mango como concentrados de fibra antioxidante (Dorta et al.,
2012; Sogi et al.,2013; Olivera, 2012).

Sellamuthu et al. (2013) realizaron estudios in vivo en ratas diabéticas, donde
administraron oralmente la mangiferina aislada de hojas de mango y observaron
un efecto antidiabético al disminuir la glucosa sanguinea y aumentar la utilizacion
de la glucosa por parte del higado. En cuanto al pancreas midieron diferentes
marcadores de estrés oxidativo, enzimaticos y no enzimaticos, encontrando
mejoria en todos ellos, concluyen que los beneficios fisiolégicos observados son

debidos principalmente a la potente actividad antioxidante de la mangiferina.

Muruganandan et al. (2005) también estudia el efecto de la mangiferina en ratas
diabéticas inducidas con estreptozotocina por medio de su administracion via
intraperitoneal, y ellos encuentran un efecto antidiabético y antiaterogénico, debido
a la disminucioén significativa en la glucosa postprandial y al mejoramiento en el

perfil de lipidos.

Por dltimo, Perpetuo y Salgado (2003) suplementaron la alimentacion de ratas
sanas y diabéticas con una harina elaborada a partir de pulpa mango de la
variedad Tommy Atkins. La harina con un alto porcentaje de fibra y una cantidad
significativa de compuestos fendlicos, demostré una disminucion significativa en
los niveles de glucosa en comparacion al control diabético, junto con un aumento
en la concentracion de insulina y en la cantidad de glucégeno hepético. Los
autores, sugieren que la harina de mango debido a sus componentes puede

ayudar en el tratamiento de la diabetes.

El grupo de trabajo ha realizado estudios con los subproductos de mango y

guayaba de la Planta Pascual Boing para evaluarlos como fuentes potenciales de
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fibra antioxidante, también se llevé a cabo una caracterizacion y los resultados que
se obtuvieron fueron favorables en cuanto a propiedades funcionales de los dos
subproductos y con un elevado contenido de fibra dietaria total. Se observé una
elevada capacidad antioxidante para el subproducto de mango, asi como, un
atrapamiento de la glucosa e inhibicion de la a-amilasa en los estudios in vitro.
Este subproducto consta principalmente de la piel del mango, asi como de los
remanentes de pulpa. Se considera necesario, como una segunda etapa de esta
investigacion, evaluar el efecto de los componentes bioactivos del subproducto en

un modelo de diabetes mellitus tipo 1.
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3. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es una enfermedad que afio con afio muestra un incremento
gradual en su incidencia y prevalencia, México ocupa el noveno lugar de diabetes
en el mundo, siendo las complicaciones de este sindrome la segunda causa de
muerte en nuestro pais. Esto est4 estrechamente relacionado con la condicion de
estrés oxidativo en el que se encuentra el organismo de la persona diabética y que

es ocasionado a su vez principalmente por la condicion de hiperglucemia cronica.

Frente a esta problematica, actualmente existe un incremento en el uso de
alternativas naturales para complementar los tratamientos farmacolégicos
convencionales. Una alternativa que se propone es una dieta rica en fibra y
antioxidantes, ya que estos dos componentes bioactivos ayudan a disminuir los

efectos perjudiciales de la enfermedad y prevenir sus complicaciones.

Una fuente de estos compuestos bioactivos se tiene en el aprovechamiento de
subproductos industriales provenientes del procesamiento de frutas. Se sabe que
estos residuos representan un porcentaje elevado de la produccién y que gracias
al aprovechamiento de estos recursos se obtendran beneficios econdémicos y

ambientales.

Se ha demostrado que el subproducto obtenido de la elaboracién de jugo de
mango es rico en fibra, polifenoles, vitaminas y carotenoides. Por todo lo anterior,
en el presente trabajo se propone evaluar el potencial efecto antidiabético del
subproducto de mango con el objetivo de aprovechar un residuo de origen natural
que pudiera ser una alternativa para el control de enfermedades crénicas

relacionadas con el estrés oxidativo como la diabetes mellitus.
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4. HIPOTESIS

El alto contenido de fibra y compuestos antioxidantes del subproducto obtenido en
la elaboracion de jugo de mango disminuyen los niveles de glucosa y el estrés
oxidativo de animales diabéticos.

5. OBJETIVOS
5.1 GENERAL

Evaluar las propiedades antidiabéticas del subproducto obtenido en la elaboracion

industrial de jugo de mango.

5.2 ESPECIFICOS
e Cuantificar polifenoles, extraibles y no extraibles, fibra dietaria total y
evaluar la capacidad antioxidante in vitro del subproducto de mango.

e Evaluar el efecto hipoglucemiante e hipolipidémico del subproducto
de mango en un modelo de diabetes.

e Evaluar el efecto del subproducto de mango sobre el estado
antioxidante en un modelo de diabetes.
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6. MATERIALES
6.1 Material quimico

¢ Kit de Sigma para la determinacion de fibra dietaria total en el subproducto de
mango.

e Para la induccion de la diabetes mellitus se utilizé el farmaco estreptozotocina
(STZ) de la marca Sigma®.

e Tiras reactivas marca ACCUTREND® para la determinacién de glucosa
sanguinea.

e Kit para la determinacion de glucosa marca Randox®.

e Ensayo de ELISA para la cuantificacion de insulina para rata, de la marca
Millipore®.

e Kit para la determinacion de creatinina de la marca Randox®.

e Kit para la determinacién de colesterol total, colesterol HDL vy triglicéridos,
marca Randox®.

e El resto de reactivos quimicos usados incluyendo los solventes, son de grado

analitico.

6.2 Material vegetal
La materia prima fue un producto de desecho en el procesamiento de la pulpa de
mango (Mangifera indica L.) para la elaboracion de jugo de la empresa mexicana
Sociedad Cooperativa Trabajadores de Pascual, S.C.L., Planta San Juan del Rio,

Querétaro, México (Figura 6).

Una vez obtenido el subproducto, éste se colocd en un secador de bandeja con
aire caliente a una temperatura de 50 °C durante 24 horas. La materia seca se
triturd6 en un molino, y se pasé por una malla con un tamafio de particula <40
micras. Posteriormente, el subproducto de mango en polvo fue almacenado en

recipientes herméticos y protegidos de la luz.
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Figura 6. Generacién de subproducto en la primera etapa del proceso industrial
para obtener pulpa de fruta en la elaboracién de jugo.

6.3 Material biolégico
Se utilizaron 32 ratas macho Wistar de 18 semanas de edad, con un peso
promedio de 400 £+ 20 g. Los animales utilizados en el estudio se adquirieron en
Rismart S.A. de C.V.

7. Metodologia

7.1Caracterizacion parcial del subproducto de mango
7.1.1 Determinacién de fibra dietaria total
La fibra dietaria se determind por el método de la AOAC (1999). Se usaron dos
porciones duplicadas de muestra seca. Se pesé 1 g de muestra y se realizo la
primera incubacion con a-amilasa termoestable (A-3306, Sigma Chemical Co.), a
100 °C y pH 6, durante 15 min; posteriormente se digiri6 enzimaticamente con
proteasa (P-5380, Sigma Chemical Co.) a 60 °C y pH 7.5 durante 30 min. En
seguida, la muestra se incub6 con amiloglucosidasa (A-9268, Sigma Chemical
Co.) a 60 °C y pH 4.5 durante 30 min. A la mitad de las muestras se les agregé
cuatro volimenes de etanol 95%, con el objetivo de precipitar la fibra soluble,
posteriormente se dejaron las muestras reposando toda la noche. Al dia siguiente

las muestras se filtraron y se realizaron lavados en el residuo con etanol 78 %,
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etanol 95 % y acetona. Se dejaron secar a 100 °C toda la noche y al siguiente dia
se registr0 el peso. Se determind cenizas y proteina total por el método de
Kjeldahl en los residuos. La fibra dietaria total se calcul6 a partir de las muestras a
las que se les afiadio el etanol, la fibra dietaria insoluble del otro duplicado de
muestras, y la fibra soluble a partir de la diferencia de las dos anteriores, con la

siguiente ecuacion.

FDT = [peso del residuo - proteina — ceniza - blanco]

[peso de la porcién de pruebal

(AOAC, 1999)

7.1.2 Determinacion de la fraccion indigerible
La determinacion de fraccion indigerible de la muestra se realiz6 de acuerdo al
método de Saura-Calixto et al. (2000). Se pesaron 300 mg de la muestra y se
afadio una solucion de pepsina con una concentracion de 300 mg de pepsina por
cada mL de solucién amortiguadora HCI-KCI (0.5 M HCl y 0.03 M de KCI), a pH de
1.5, las muestras se incubaron por 1 h a 40°C en un bafio de agua con agitacion
constante. Posteriormente, se afladid 9 mL de solucibn amortiguadora de Tris-
malato (0.1 M, pH 6.9). Se agreg6 la a-amilasa (1 mL de 120 mg/mL en solucién
amortiguadora Tris-malato), y luego las muestras se incubaron en bafio de agua a
37 °C por 16 h con agitacion constante. Al término de este paso, las muestras se
centrifugaron durante 15 min a 3000 g y el sobrenadante se removié. Los residuos
se lavaron dos veces con 10 mL de agua destilada y posteriormente los
sobrenadantes se combinaron. Los residuos se secaron durante la noche a 105 °C
y la fraccion indigerible insoluble se cuantific6 gravimétricamente. Los
sobrenadantes se transfirieron a una membrana y se llevo a cabo la dialisis contra
agua por 48 h a 25°C. Los dializados se liofilizaron y pesaron, para poder asi

determinar la fraccion indigerible soluble.
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7.1.3 Cuantificacion de fenoles extraibles
Para la obtencién del extracto se pesé 1 g del subproducto seco y se le agreg6 40
mL de metanol:agua (50:50) a pH 2, se agit6 a temperatura ambiente durante 1 h.
Posteriormente se centrifugd a 1500 g por 10 min y se recuperé el sobrenadante
(Extracto A). Al residuo se le agregd nuevamente una mezcla de 40 mL de
acetona:agua (70:30), de igual forma se agit6 a temperatura ambiente por 1 h, y
una vez terminado este lapso se centrifugd a 1500 g por 10 min y se recupero el
sobrenadante (Extracto B). Los extractos A y B se mezclaron para llevar a cabo la
determinacion de fenoles totales y flavonoides correspondientes a la fraccion de
los extraibles, y se guardé el residuo para las determinaciones de polifenoles no

extraibles (Hassan et al., 2011).

7.1.3.1 Cuantificacion de fenoles totales
Para la determinacién de polifenoles totales se utilizé el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton et al. (1999). Dicha técnica cuantifica la
concentracion total de grupos hidroxilos fendlicos presentes en la muestra que se
esta analizando. Este método se basa en una reaccion de oOxido-reduccion
obteniendo una coloracion azul. Se tomé una alicuota de 20 pL del extracto (A+B)
del subproducto de mango, la cual se colocé en un tubo de ensayo y se complet6
el volumen a 250 pL con agua destilada, se adicion6 125 uL del reactivo de Folin-
Ciocalteu 1N, se agité en vortex por 5 min, posteriormente se agregd 625 uL de
Na,COg3 al 20% y se dejo reposar 2 h en la oscuridad. Transcurrido este tiempo se
midi6 la absorbancia en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 760 nm y
los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico por g de

materia seca (Singleton et al., 1999).

7.1.3.2 Cuantificacion de flavonoides
El contenido de flavonoides totales se basa en la capacidad del AICI; para formar
guelatos con flavonoides orto-dihidroxilados, 3-hidroxilados y 5-hidroxilados. Para
llevar a cabo la reaccion se mezclaron 30 pL de NaNOjz; (10 %), 60 pL de
AlCI3.6H,0 (20 %), 200 puL de NaOH (1 M) y 400 pL de agua destilada con 100 pL
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de cada muestra, después se agitd y dejo en reposo durante 30 min. Se realizaron
las lecturas de absorbancia a 510 nm y se compararon con una curva de
calibracion de catequina. Los resultados se expresan como mg equivalente de
catequina/g de peso seco (Heimler et al., 2006).

7.1.4 Cuantificacién de fenoles no extraibles
7.1.4.1 Cuantificaciéon de taninos condensados
La cuantificacion de proantocianidinas no extraibles se realizé mediante la
hidrdlisis acida con n-butanol del residuo de la extraccion descrito en la técnica
anterior (7.1.3). Esta técnica se fundamenta en la liberacion a partir de calor y un
alcohol de las antocianidinas estables al calor a partir de los taninos condensados
del subproducto, estas antocianidinas son pigmentos que generan un compuesto

coloreado que se puede medir a una longitud de onda de 550 nm.

Las proantocianidinas presentes en el residuo se hidrolizaron de acuerdo al
método descrito por Porter et al. (1986). Brevemente, en un tubo con tapa de 10
mL se agreg6 6 mL de n-butanol/HCL (95:5), después se afiadio 0.1 g del residuo
y 0.2 mL del reactivo metalico (2% (p/v) sulfato de amonio férrico en una
concentracion 2 mol/L HCI), y el contenido se mezclo en el vortex. Se coloco en
bafio maria a temperatura de ebullicion durante 50 min. Posteriormente, se dejé
enfriar el tubo y la solucién se transfirio a un matraz aforado ajustando el volumen
a 25 mL, con el reactivo n-butanol/HCI antes preparado. La absorbancia se leyo6 a
una longitud de onda de 550 nm. Los resultados se expresan en unidades de
absorbancia (Amarowicz y Pegg, 2006).

7.1.4.2 Cuantificaciéon de taninos hidrolizables
El fundamento de esta técnica consiste en hidrolizar los taninos hidrolizables
produciendo metil galato, el cual se hace reaccionar con KIO3 con lo que se

genera un compuesto coloreado que se lee a una longitud de onda de 525 nm.

En esta técnica de igual forma se uso el residuo de la técnica de fenoles extraibles
descrita anteriormente. El procedimiento es el siguiente, se pesaron 20 mg de la
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muestra y se le agregdé 2 mL de metanol/H,SO,4 (90:10), se dejo incubar a 85 °C
durante 20 h. Después de este tiempo se centrifugaron los tubos a 3000 g y al
sobrenadante se le ajustd el volumen a 3 mL con agua destilada, y se afiadi6 4
volimenes de etanolamina comercial (50 uL), agitando entre cada adicion. A cada
muestra se le agreg6 500 uL de acetato de amonio 3.7 M y se ajusto el pH a 5.5
con etanolamina. Se aforé a 4 mL con agua destilada y se mezcld. Se transfirieron
100 pL de la muestra en un tubo de 2 mL, se le agregd 350 pL de agua, 1000 pL
de metanol y se mezclo. Los tubos se taparon y se pusieron en bafio de agua a 30
°C. Para preparar el blanco en cada muestra se reemplazaron los 350 uL de agua
por HCI al 0.3 N. Se sacaron los tubos del bafio maria después de 10 minutos
para afiadirles 40 yL de KlIOg3 y se mezclaron bien. Se regresé a bafio maria a 30
°C durante 50 min y posteriormente se leyo la absorbancia a 525 nm, teniendo

como blanco agua destilada (Hartzfeld et al., 2002).

7.2  Evaluacién de capacidad antioxidante in vitro

7.2.1 Poder reductor del subproducto de mango
Para medir el poder reductor de la muestra, el extracto del subproducto se afiadio
en diferentes concentraciones a tubos Falcon de 15 mL, se agregd 500 pL de
solucién amortiguadora de fosfatos 0.2 M (pH 6.6), se mezclé con 1 mL de
ferrocianuro de potasio (1%), y se incubd a 50 °C durante 20 min. Posteriormente,
se afadio el acido tricloroacético (500 pL, 10%) a la mezcla de reaccion, se agitd y
se centrifugd a 3000 g durante 10 min. El sobrenadante obtenido se mezclé con
un volumen igual de agua destilada, se afiadi6 300 uL de cloruro férrico al 1%,
después de la incubacién se midié la absorbancia a 700 nm. Conforme se observe
un incremento en la absorbancia de la reaccién indicara un incremento en el poder

reductor de la muestra (Ribeiro et al., 2008).

7.2.2 Inhibicion de la formacioén del radical 6xido nitrico
Para establecer la habilidad de los extractos para capturar el radical éxido nitrico
(NO), se aplicdé la metodologia seguida por Giraldo et al. (2003), con algunas

modificaciones. Se prepararon diferentes concentraciones del extracto para
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calcular la concentracion inhibitoria media (ICso), a cada tubo se le agrego agua
destilada para completar un volumen de 1 mL, inmediatamente se adiciond 0.2 mL
de nitroprusiato de sodio (113 mM), se agité y se dejé incubar a temperatura
ambiente (150 min). Posteriormente terminado el tiempo de incubacion se agrego
el reactivo de Griess, primero 0.4 mL del reactivo A (acido sulfanilico al 1% en
acido fosforico al 5%) y 15 min después se adiciond 0.4 mL del reactivo B (N-1
naftiletilenediamina al 0.1% en agua destilada). Los tubos se dejaron en reposo
durante 10 min, y se midio la absorbancia a 546 nm. Las lecturas de absorbancia
decrecen con el aumento de la actividad antinitrosativa. El porcentaje de inhibicién

del radical 6xido nitrico se estimé de acuerdo a la siguiente ecuacion:
A, - A
(26) PION= [M] x 100
A(]

Donde: (%) PION: corresponde al potencial inhibitorio del 6xido nitrico
Aq: es la absorbancia del control

Ay es la absorbancia de la mezcla reaccionante

7.2.3 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ABTS™
La actividad antioxidante se determiné mediante la metodologia desarrollada por
Re et al., (1999). La formacion del radical ABTS™ se realiz6 mediante la reaccion
de persulfato de potasio (2.45 mM) con ABTS (2,2"azinobis-(-3 etilbensotiazolin-6-
acido sulfénico)) (7 mM). Se coloc6 0.0033 g de persulfato de potasio y 0.0194 g
del reactivo y se afiadi6 5 mL de agua destilada; esta mezcla se agitdé y se dejo

reposar 24 h en oscuridad y a temperatura ambiente.

Una vez formado el radical ABTS™ éste diluyé con solucién amortiguadora de
fosfatos con un pH de 7.4, hasta obtener un valor de absorbancia comprendido
entre 0.70 (x 0.1) a una longitud de onda de 754 nm. Se colocaron 980 uL del
radical ABTS y se mezclaron con diferentes concentraciones del extracto del
subproducto de mango con el fin de evaluar la concentracion inhibitoria media

(ICs0). La mezcla se dejé reposar por 7 min a temperatura ambiente y protegida de
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la luz, para posteriormente tomar la lectura correspondiente a 754 nm en el

espectrofotometro.

7.2.4 Determinacion de la capacidad antioxidante por método DPPH’
Este método, desarrollado por Brand et al. (1995), basa en la disminucion de la
absorbancia medida a 515 nm debido a la reduccién del radical DPPH. por la
accion de los antioxidantes. Se prepar6 una solucién 0.1 mM de DPPH (1,1-difenil-
2-picril-hidrazilo) en metanol, 1 mL del radical se adicion6 a las diferentes
concentraciones del extracto del subproducto de mango, se mezclé y se incubo
durante 30 min a temperatura ambiente y protegido de la luz, una vez terminado
este tiempo se leyd la absorbancia de la mezcla a 517 nm. La actividad para
secuestrar radicales de los extractos se determin6 en base a la disminucion de los
valores de absorbancia calculando el porcentaje de inhibicion, y posteriormente los

resultados se expresaron como concentracion inhibitoria media (ICsp).

7.3 Experimentos in vivo

Con el objetivo de evaluar el potencial efecto antidiabético del subproducto de
mango se suplemento la dieta de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina
en un porcentaje basado en la ingesta diaria recomendada por la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (0.5 g/kg peso corporal)
(FAO, 2007). Se trabajé con 32 ratas macho Wistar de 18 semanas de edad, con
un peso promedio de 400 £ 20 g, las cuales se sometieron a una semana de
adaptacién en condiciones controladas de temperatura, bajo un ciclo de luz-
oscuridad de 12 h, temperatura y humedad controladas (22 =+ 3 °C y 55 + 15%

respectivamente) con acceso libre a comida y agua.

7.3.1 Induccién de diabetes mellitus tipo 1 con estreptozotocina
La induccién de la diabetes se realiz6 en las ratas de todos los grupos,
exceptuando al grupo control. Después de un ayuno de 12 h se inyecto6 a las ratas
via intraperitoneal una dosis Unica de estreptozotocina (STZ) de 45 mg/kg de peso

corporal, disuelta en una solucion amortiguadora de citrato de 0.1 M, pH 4.5.
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Cuatro dias posteriores a la induccidén de diabetes con STZ se determinaron los
niveles de glucosa en ayuno en los animales en estudio. Aquellos que presentaron
niveles de glucosa mayores a 180 mg/dL se consideraron como diabéticos y
fueron asignados dentro de los grupos experimentales, incluyéndose 8 ratas
diabéticas por grupo. Las ratas del grupo control negativo (sanas) recibieron
soluciébn salina via intraperitoneal. Las ratas diabéticas se dividieron
aleatoriamente en 3 grupos, distribuidos de acuerdo al cuadro 1.

Cuadro 1. Grupos experimentales para la evaluacién del efecto antidiabético de

fibra antioxidante de mango.

Grupo Dieta
Control sano 8 ratas con dieta estandar!
Control diabético 8 ratas con dieta estandar!

Subproducto de mango | 8 ratas con dieta estandar mezclada con el subproducto®

Fibra comercial de nopal | 8 ratas con dieta estandar mezclada con fibra comercial®

'Dieta estandar (proteina de 22%, grasa de 5% y fibra de 6%), “Dieta subproducto (dieta estandar + 0.5 g de
fibra dietaria total en el subproducto/kg de peso corporal) ®Dieta fibra comercial (dieta estandar + 0.5 g de

fibra dietaria total en la fibra comercial de nopal/kg de peso corporal).

7.3.2 Dieta
Se administré una dieta estandar para el grupo control sano y control diabético, la
cual fue una croqueta comercial molida para rata marca nu3lab 22-5, con un
porcentaje de proteina de 22%, grasa de 5% y fibra de 6%. Para el grupo del
subproducto de mango, se molié la croqueta y posteriormente se mezclé con el
subproducto de mango, buscando una ingesta diaria de las ratas de 0.5 g de fibra
total en el subproducto por kg de peso corporal, para el grupo de fibra comercial

se utilizo una fibra de nopal en las mismas proporciones.
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7.3.3 Evaluacion del efecto antidiabético del subproducto de mango

7.3.3.1 Medicién semanal
Semanalmente se cuantifico el aumento de peso corporal, la glucosa en ayuno, el
consumo de alimento y de agua, y se registré un valor promedio por cada grupo
de ratas. El nivel de glucosa (mg/dL) se cuantificO en la sangre obtenida de la
vena caudal de las ratas, con un minimo de 8 h de ayuno. Para ello se emple6 un
glucometro ROCHE vy tiras reactivas Accu-Check, con una sensibilidad de 20-600

mg/dL de glucosa.

7.3.3.2 Sacrificio y obtencion de muestras
Durante la ultima semana de tratamiento se recolectaron en dos muestreos las
heces representativas de cada animal, y se almacenaron a -70 °C. El dia del
sacrificio se recolecté la orina de los animales en ayuno de 12 h, se filtré y
almacené a -70 °C.

Las ratas se anestesiaron con éter etilico y se tomé una muestra de sangre por
puncién cardiaca. Se extrajeron los rifiones y el pancreas, los cuales se lavaron
con amortiguador de fosfatos salinos frio. Los riflones se congelaron
inmediatamente en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70 °C para su posterior
analisis, mientras que el pancreas se almacen6 en solucion de formaldehido para

el andlisis histopatoldgico.

7.3.3.3 Medicion de glucosa e insulina en suero
Inmediatamente después de la extraccion de la sangre por una cardiopuncion de
las ratas anestesiadas, se obtuvo el suero por medio de una centrifugacion a 3000
g durante 10 min y las muestras se almacenaron a -70 °C hasta el momento de su
analisis. Para la medicion de glucosa en suero se utilizé un kit enzimatico de
Randox y la cuantificacion de insulina en suero se realizé por el método de ELISA

con un kit de la marca Millipore.
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7.3.3.4 Determinacion del tamafo de los islotes de Langerhans
Para evaluar el efecto protector del subproducto de mango se realizé6 un andlisis
histopatologico en el pancreas. El pancreas extraido se lavé con solucion
fisiologica estéril, posteriormente se fij6 en una solucion de formaldehido al 4 %.
Después se realizé la fijacion e inclusion en parafina y finalmente se llevo a cabo
la microdiseccion, obteniendo cortes de 5 um, en los cuales se llevé a cabo la
tincion con hematoxilina-eosina (HIE), para posteriormente tomar las imagenes
representativas y realizar las mediciones del eje mayor de los islotes de

Langerhans.

7.3.3.5 Evaluacion de parametros bioquimicos en orina y suero
relacionados con el dafio renal
En las muestras de orina colectadas se determiné el contenido de proteina por el
método de Bradford (1976), asi mismo, se determiné la glucosa y creatinina, en

suero y orina, mediante kits de la marca Randox.

7.3.4 Evaluacién del efecto del subproducto de mango en el estado

antioxidante de ratas diabéticas.

7.3.4.1 Medicién de la capacidad antioxidante en suero por el ensayo
del radical ABTS™
La actividad antioxidante en el suero recolectado el dia del sacrificio de los
animales en ayuno se determiné mediante el ensayo con el radical ABTS™
desarrollado por Re et al. (1999), descrito previamente en el punto 7.2.3 de este
trabajo. Se agregaron 20 pL del suero con 980 pL del radical ABTS™, la mezcla se
agité y dejo reposar por 7 min a temperatura ambiente y protegido de la luz, para
posteriormente tomar la lectura correspondiente a 754 nm en el espectrofotémetro.
Se realizaron curvas con Trolox como estandar, los resultados se reportaron como

mg equivalentes de Trolox/mL.
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7.3.4.2 Cuantificacion de polifenoles en la orina de ratas diabéticas

El contenido total de polifenoles excretados en la orina recolectada durante 12 h
se estimé mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu con algunas modificaciones
propuesto por Roura et al. (2006). Primeramente en la orina recolectada se realizo
una separacion de fase solida, se utilizé un cartucho HLB (3 mL, 60 mg) y una
camara de filtracion con vacio, se realizo la activacion de la columna y se afiadié 1
mL de la orina previamente filtrada, el cartucho fue lavado con 2 mL de &cido
férmico (1.5 M) y 2 mL de agua:metanol (95:5 v/v). Los polifenoles fueron eluidos
con 1 mL de metanol con 1% de acido formico, esta fraccion se recuperd para
posteriormente realizar el ensayo de Folin-Ciocalteu, descrito por Singleton et al.
(1999) con algunas modificaciones, de la manera siguiente, se tomaron 200 pL de
la fraccibn metandlica eluida después de la separacién de fase solida, esto se
mezclé con 140 L del reactivo de Folin-Ciocalteu y 2.4 mL de agua, se agitd y
dejo reposar 1 minuto, posteriormente se agregaron 420 uL de carbonato de sodio
(200 g/L), se agitd y la mezcla fue incubada durante una hora a temperatura
ambiente. Después de este tiempo, se afiadi6 910 pL de agua destilada a la

reaccion, se mezclo, y se tomd la lectura a una absorbancia de 765 nm.

7.3.4.3 Peroxidacion lipidica en fraccion post-mitocondrial (PMS) en
tejido renal
La medicion se realiz6 mediante el método descrito por Kaur et al. (2005), para lo
cual se hizo una extraccion previa de la fraccion mitocondrial de homogenizado de
tejido de rifidn usando solucion amortiguadora de fosfatos (0.1 M, pH 7.4) el cual
contenia KCI (1.17%). Se pesaron 100 mg de tejido y se le afiadieron 1.2 mL de
solucién amortiguadora, se triturd el tejido y se sometié a centrifugacién a 800 g
por 5 min. Se tomo el sobrenadante, se centrifugd nuevamente por 10, 500 g por
20 min, en el sobrenadante se encuentra la fraccion post-mitocondrial (PMS). El
volumen final de reaccion fue de 1 mL, para lo cual se colocé 850 yL de PMS y
150 pL de buffer pH 7.4 sin KCI, seguido de 1 mL de acido tricloroacético (10 %) y
1 mL de &cido tiobarbittrico (TBA). Se sometié a temperatura de ebullicion por 20

min para formar el complejo MDA-TBA. Finalmente se agregaron 2.5 mL de
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butanol, se agitd en el vortex, se centrifugd y se tomé la lectura en el
sobrenadante a 532 nm. El analisis de resultados se llevd acabo usando el
coeficiente de extincion 1.56X10° M/cm.

7.3.4.4 Medicion del peso, humedad, fenoles totales y capacidad
antioxidante de heces.
Se recolectaron las heces de cada animal en dos muestreos durante la Ultima
semana de tratamiento, se escogieron 5 heces de cada animal al azar y se
pesaron, para obtener el peso fresco. Se tomaron las medidas de ancho y largo
con un vernier, y se dejaron secar a 100 °C hasta obtener peso constante.

Para la cuantificacion de fenoles totales y la capacidad antioxidante, las muestras
se liofilizaron y trituraron, obteniéndose asi un polvo fino, homogéneo y seco. Para
la extraccion de polifenoles a partir de las heces liofilizadas se realiz6 el mismo
procedimiento de extraccion que en la muestra del subproducto de mango,
descrito en el punto 7.1.3. Se pesaron 0.125 g del liofilizado y se agregaron 10 mL
de metanol:agua (90:10) a pH 2, se agitdé durante 1 h a temperatura ambiente, se
centrifugd a 1500 g durante 10 min y se recuperé el sobrenadante (A).
Posteriormente, se agregaron 10 mL de acetona:agua (70:30) sobre el residuo de
la extraccion anterior, nuevamente se agité durante 1 h a temperatura ambiente, y
terminado este tiempo se centrifugd a 1500 g durante 10 min, se recupero el
sobrenadante (B) y se desechd el residuo. Se mezclaron los sobrenadantes A y B,
y a partir de esta mezcla se determind el contenido de fenoles totales por el
método de Folin-Ciocalteu y se midié la capacidad antioxidante por el ensayo del

radical DPPH’, descrito en la seccién 7.2.4 (Gofii y Serrano, 2005).
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8. Analisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media + error estandar. Se realizé el analisis
de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. Para la comparacion
entre dos medias se utilizé la prueba t de student, y para la comparacion entre
mas de dos medias se utilizo la prueba de Tukey. Los datos se analizaron con el

paquete estadistico JMP 5.0.1.
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9. RESULTADOS Y DISCUSIONES
9.1 Caracterizacion parcial

9.1.1 Contenido de fibra dietaria y fraccion insoluble

En el cuadro 2 se muestran los porcentajes para la FDT, encontrandose que el
subproducto presentd 38.29 % (expresado en materia seca), mientras que la
harina de nopal comercial, empleada como un control de fibra con fines
comparativos, tiene un porcentaje significativamente mayor de FDT con respecto

al subproducto de mango, con un valor de 49.92 %.

Cuadro 2. Contenido de fibra dietaria total y fraccién indigerible,

soluble e insoluble, del subproducto de mango.

Parametro Mango Nopal

Fibra dietaria total (FDT) 38.29+1.12° 49.92+1.39°

-Fibra dietaria insoluble 25.81 +0.31° 40.00 +0.94 2
-Fibra dietaria soluble 12.49+0.82° 9.92+0.45°
Relacion . )

FD insoluble : FD soluble 67.4:32.59 80.12:19.87
Fraccion indigerible total (FIT) 58.08 +0.32° 67.34 £1.32°
-Fraccion indigerible insoluble 43.85+0.10° 57.47 £1.17 2

-Fraccion indigerible soluble 14.23 +0.23° 9.86+0.27°
Relacion ) )
El insoluble - El soluble 75.49 : 24.50 85.34 : 14.64

Los valores se expresan en (%) y representan la media + DE. Letras diferentes en el mismo
renglén indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba t de student. (FDT: fibra dietaria total;
FIT: fraccion indigerible total; FD: fibra dietaria; FI: fraccion indigerible).
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Ajila y Prasada (2013) afirman que la piel del mango puede ser comestible y es
una fuente importante de carbohidratos no digeribles. En un estudio estos autores
determinaron la FDT y la composicion de carbohidratos que forman parte de la
fibra de dos variedades de piel de mango (Raspuri y Badami), en dos diferentes
grados de maduracion, encontrando un contenido de FDT en un intervalo de
40.6-72.5 %. El valor inferior es similar a o que se encontré en nuestro estudio,
ademas ellos observaron que el contenido de la fibra en la piel de ambas
variedades incrementa durante la maduracion. Entre los carbohidratos no
digeribles que encontraron de manera importante como parte de la fibra de la piel

del mango estan la galactosa, arabinosa, glucosa y azlcares neutros.

En cuanto a la harina de nopal, Ayadi et al. (2009) analizaron la composicion
quimica de harina de cladodios con espinas (Opuntia ficus indica F. amylocea) y
sin espinas (Opuntia ficus indica f. inermis), y reportaron un contenido de FDT
entre 41.83-51.24 %, rango en el cual se encuentra el valor encontrado para la

harina de nopal comercial en el presente trabajo.

Tradicionalmente la fibra dietaria se ha clasificado en fibra soluble e insoluble y
esta clasificacion se basa en la solubilidad de las sustancias que componen la
FDT en agua (Conterno et al., 2011). En el cuadro 3 se presentan los valores para
las fracciones soluble e insoluble de las muestras. En cuanto a la fibra insoluble,
se observé la misma tendencia que en la FDT, el mango presenté un valor de
25.89 % para esta fraccion, similar a lo reportado por Garcia et al. (2013), para un
subproducto en la elaboracion de jugo de mango de la variedad Tommy Atkins,
con un porcentaje de fibra insoluble del 26.6 %. EI nopal tienen un mayor
porcentaje con un valor de 40.00 %, similar a lo reportado por Contreras et al.
(2011), quienes analizaron cladodios de diferentes dias de desarrollo vy
encontraron valores para la fibra insoluble en un rango de 39.1-55.9 %,
concluyendo que conforme incrementa la maduracion incrementa el porcentaje de

fibra insoluble.
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Por otra parte, en cuanto a la fraccion soluble el subproducto de mango mostré un
contenido significativamente mayor que el nopal comercial, con un porcentaje del
12.49 %, nuevamente similar a lo reportado para subproductos de la variedad
Ataulfo y Tommy Atkins con valores de 11.15y 12.11 %, respectivamente (Garcia
et al., 2013). Esto es importante ya que a esta fraccion se le han atribuido
mayormente los efectos positivos observados en estudios relacionados con la
diabetes. Por otro lado, el nopal present6 9.92 % de fibra soluble y este contenido
es menor a lo reportado por Contreras et al. (2011), ya que en su estudio
encontraron valores en un intervalo de 12.5-32.1 %. Estos autores reportaron que,
debido al procesamiento térmico, hay pérdidas importantes de las fibras solubles,

y ademas esta fraccion disminuye conforme aumentan los dias de maduracion.

Se ha demostrado que cada fraccion tiene efectos fisioldgicos, propiedades
fisicoquimicas y funcionales diferentes, la parte insoluble estd mayormente
relacionada con la regulacion intestinal y caracteristicas relacionadas con la
textura, mientras que la parte soluble esta asociada con la viscosidad, adsorcion
de agua y efectos hipoglucemiantes e hipolipidémicos. En términos de beneficios a
la salud, ambas fracciones se complementan, es decir, los beneficios del consumo
de fibra que se han comprobado no solo dependen del tipo o cantidad de fibra
consumida, sino también de las proporciones entre cada una de las fracciones.
Por lo anterior diversos autores recomiendan que se deben consumir ambas
fracciones dentro de una relacion de 70:30 a 50:50 (insoluble:soluble), la cual es la
ideal para maximizar los beneficios ya mencionados. Como se puede observar en
el cuadro 3 esta relacion es similar a la que se tiene en el subproducto de mango y
en general, a la que se encuentra en las frutas, ya que la proporcién entre sus
fracciones estd més balanceada en comparacion con la fibra de los cereales (Ajila
y Prassada, 2013; Conterno et al., 2011; Schneeman, 1987).

Existe una tendencia en el campo de la nutricion a extender el concepto de fibra
dietaria para incluir todos los componentes de los alimentos que llegan al colon

(Asp et al., 1996). En esta linea, Saura et al. (2000) propone un nuevo concepto
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llamado fraccion indigerible, el cual ademas de incluir a los constituyentes que se
toman en cuenta tradicionalmente en la definicion de FDT tales como la celulosa,
hemicelulosa, lignina, gomas, mucilagos, oligosacaridos y pectinas, incluye otros
componentes como el almiddén y la proteina resistente y/o biopéptidos, polifenoles,
minerales y otros compuestos, que debido a interacciones complejas con la pared

celular llegan al colon y poseen efectos fisiolégicos (Bravo y Saura, 1998).

En este trabajo se utiliz6 el método propuesto por Saura et al. (2000) para la
determinacién de la fraccion indigerible (FI) de las muestras. En el cuadro 3 se
muestran los resultados para esta técnica, en la cual se tienen las ventajas de
analizar las muestras tal y como son consumidas, y usar condiciones similares a
las del cuerpo humano. Como era de esperarse, los valores para la fraccion
indigerible total (FIT) fueron mayores que los obtenidos para el ensayo de FDT, y
siguieron la misma tendencia, ya que el subproducto de mango tiene un
porcentaje significativamente menor con respecto al nopal, con valores de 58.08 y
67.34 %, respectivamente. Este aumento observado en la FIT es debido a la
presencia de otros constituyentes diferentes a los polisacaridos que no son
almidon y lignina, tales como el almidon resistente el cual es un material
fermentable y la proteina resistente que también funciona como sustrato de la
microbiota (Asp et al., 1996).

La fraccion indigerible también se clasifica en insoluble y soluble, observandose
que ambas mediciones guardan también la misma relacién, con valores para el
mango y nopal de 43.85 y 57.47 % para la fraccidén insoluble, y 14.23 y 9.86 %
para la fraccion soluble, respectivamente. A pesar de las ventajas de este método
y, que desde un punto de vista nutricional esta cuantificacion podria ser de mayor
utilidad, en la literatura no existen actualmente reportes de la FI de muchos
alimentos, no se encuentran valores reportados para subproductos o piel de
mango y harinas de nopal. Sin embargo, existen estudios donde evalian el
contenido de la FI de diferentes frutas, hortalizas y cereales, como es el caso de la

manzana, naranja, platano, tomates, papas, avena, arroz, entre otros, en donde se
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puede observar la misma tendencia que en nuestros resultados tanto para la FIT
como para sus fracciones soluble e insoluble, ya que el contenido de FIT es mayor
al de FDT (Saura et al., 2000).

9.1.2 Contenido de compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos son reconocidos por diversas funciones bioldgicas

relacionadas con beneficios a la salud (Ayadi et al., 2009; Manach et al., 2004).

Algunas de estas propiedades benéficas a la salud se han relacionado con la
prevencion y disminucion de complicaciones en enfermedades cronico
degenerativas, como la diabetes mellitus. Esto debido a que los polifenoles
poseen propiedades anti-inflamatorias y antioxidantes, ademas de tener efectos
en el metabolismo de lipidos y carbohidratos en distintos niveles, ayudando en
general a disminuir la hiperglucemia y el estrés oxidativo que presenta el paciente
diabético (Hanhineva et al., 2010).

En el cuadro 3 se presentan los resultados del contenido de compuestos fendlicos,
de acuerdo a la clasificacion y metodologias propuestas por Saura (2012), en
donde los polifenoles se dividen en extraibles (PE) y no extraibles (PNE). Desde
un punto de visto de solubilidad, los PE son aquellos que pueden extraerse
mediante el uso de solventes organicos, mientras que los PNE permanecen en el
residuo de la extraccién debido a la habilidad de los anillos aromaticos y de sus
grupos hidroxilo de formar macromoléculas, asi como de unirse a polisacaridos,
proteinas y componentes de la pared celular, mediante enlaces covalentes,
puentes de hidrégeno, e interacciones hidrofilicas e hidrofébicas. Por otro lado,
desde un punto de vista fisiolégico, los PE incluyen aquellos compuestos que se
solubilizan en el intestino delgado en condiciones fisiolégicas, en suma con los
gue se liberan de la matriz del alimento por la accion de las enzimas digestivas,
por consiguiente los PNE serian aquellos compuestos que atraviesan el tracto

gastrointestinal asociados a macromoléculas indigeribles alcanzando con esto el
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colon, donde son liberados por la accion de la microflora y pueden absorberse

como metabolitos (Bravo y Saura, 1994; Saura, 2012).

Cuadro 3. Contenido de compuestos fendlicos, extraibles y no

extraibles, del subproducto de mango.

Determinacion Mango Nopal

. Fenoles totales? 101.56 +0.962 | 21.24 +0.22°
Polifenoles

extraibles

Flavonoides? 2096+2582% | 2.36+0.23°

. Taninos condensados® | 0.346 +0.02% | 0.214 +0.012
Polifenoles no

extraibles

Taninos hidrolizables* 1.05+0.04 @ 0.07 +0.01°

Los valores representan la media + DE. Letras diferentes en el mismo renglén indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba t de student.

1Compuestos fendlicos totales expresados en mg equivalentes de acido galico/g de materia seca.

? Flavonoides expresados en mg equivalentes de (+) catequina/g de materia seca.

® Taninos condensados expresados en Absorbancia 550 nm/100 mg de materia seca.

* Taninos hidrolizables expresados en mg equivalentes de metil galato/g de materia seca.

Para los fenoles extraibles se cuantificaron fenoles totales y flavonoides, en el
cuadro 3 podemos observar que se obtuvo la misma tendencia para las dos
determinaciones, ya que el subproducto de mango tiene concentraciones
significativamente mayores a las del nopal, con 4.7 veces mas fenoles totales y
12.7 veces mas flavonoides en este extracto. Estos resultados son similares a lo
encontrado en la literatura por Ajila et al. (2007), quienes analizaron la piel de
mango de diferentes variedades a distintos grados de maduracién, obteniendo
valores de 54.6-109.7 mg eq. AG/g, intervalo en donde se encuentran los valores
del presente estudio, ellos concluyen que el contenido de compuestos
polifendlicos es mayor en la piel de mangos maduros. Ueda et al. (2000)
analizaron la pulpa y la piel del mango en diferentes etapas de maduracion, y
encontraron que en cualquier etapa de esta fruta el contenido de polifenoles es
mayor en la piel que en la pulpa. Esto es de interés ya que la piel es el principal

componente en el subproducto que se tiene en la elaboracion de jugos de la
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empresa Pascual Boing, lugar de donde se obtuvo el subproducto para este

estudio.

En cuanto al contenido de flavonoides, Dorta et al. (2012) analizaron el efecto de
diferentes solventes y temperaturas para la extraccion de estos compuestos a
partir de un subproducto de mango de la variedad Keitt, obteniendo para los
extractos metanol:agua (1:1) y acetona:agua (1:1) a 25 °C valores de 34 y 43 mg
eg. catequina/g, y observaron que conforme aumenta la temperatura hasta 75 °C
aumenta la extraccion de flavonoides. Los resultados reportados son mayores a
los valores de este estudio; sin embargo, la mezcla de solventes que se utilizd en

el presente trabajo es diferente a la reportada por estos autores.

En cuanto a la harina de nopal, Bensandon et al. (2010) analizaron el contenido de
fenoles totales de diferentes variedades de nopal obteniendo valores en un rango
de 27.6-31.8 mg eq. AG/g, los cuales son mayores a lo obtenido en este trabajo.
Figueroa et al. (2010) realizaron una caracterizacion de harinas de nopal comercial
y muestras del tipo silvestre, obteniendo valores para fenoles totales entre 1-19.9
mg eq. AG/g, concluyendo que las variedades silvestres tienen el mayor contenido
de fenoles, como se puede observar el limite superior es similar al resultado
obtenido para la harina comercial objeto de estudio. Por otro lado en el reporte
mencionado también fue evaluado el contenido de flavonoides, y encuentran que
el valor mas bajo lo obtuvieron unas tabletas comerciales de nopal con un valor

cercano a 1 mg eq. quercetina/g.

Como podemos observar, en la literatura existe un amplio intervalo de valores
reportados en este tipo de cuantificaciones, tanto para el subproducto de mango
como para el nopal, lo cual hace dificil el comparar nuestros resultados. Los
diversos autores citados sefalan que estas variaciones tan grandes son debido
principalmente a factores como la variedad utilizada, condiciones ambientales, el
grado de maduracion, el tipo procesamiento y las condiciones de almacenamiento
de las muestras (Marti et al., 2001; Guillen, 2007).
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En cuanto a las determinaciones para los polifenoles no extraibles (PNE), las
cuales se hicieron a partir del residuo de la extraccién anterior, se cuantificaron
taninos condensados e hidrolizables, en ambos casos se observa la misma
tendencia, ya que las concentraciones en el extracto del subproducto de mango

son significativamente mayores con respecto a la harina de nopal.

Los taninos hidrolizables se cuantificaron después de una hidrolisis con calor a
partir del residuo con metanol y acido sulfurico, el subproducto presenté 15 veces
mMA&s concentracion de este tipo de compuestos con respecto al nopal comercial.
Esto era de esperarse ya que se ha reportado que la piel del mango es rica en
taninos, sobre todo del tipo hidrolizables, los cuales le dan un gran potencial

antioxidante y la caracteristica de astringencia al consumirla (Dorta et al., 2012).

Los resultados de la determinacion de taninos condensados se obtuvieron por
medio de una hidrodlisis con butanol y HCI a 95°C, los valores se reportaron en
unidades de absorbancia a 550 nm/mg como lo describe Amarowicz y Pegg
(2006), esto es debido a la falta de un estandar comercial de proantocianidinas
estables al calor. En cuanto a los resultados para el mango, se obtuvo un valor de
0.346 Asso/mg, el cual fue significativamente mayor con respecto al nopal con un

valor de 0.07 Asso/mg.

Los taninos estan relacionados con diversas funciones biologicas, y los efectos
van a depender tanto del grado de polimerizacion como de la solubilidad. Se ha
demostrado que tienen propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antivirales y
antidiabéticas debido al gran nimero de grupos hidroxilo que contienen, lo cual los
hace potentes antioxidantes. Algunas funciones bioldgicas se han sugerido que se
deben a la capacidad que tienen los taninos de interaccionar con proteinas de la
célula, aunque los mecanismos no estan del todo elucidados (Pinnet et al., 2004;
Serrano et al., 2009).
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9.1.3 Capacidad antioxidante

Se ha recomendado la combinacion de varios métodos para evaluar la capacidad
antioxidante debido a varias razones: en primer lugar, los antioxidantes pueden
ejercer su accion mediante mecanismos muy diversos (pueden suprimir la
generacion de los primeros radicales que inician el dafio oxidativo, capturar
radicales libres, quelar metales, formar complejos, reducir algunos compuestos,
inducir la actividad de sistemas biolégicos antioxidantes, entre otros), y en un
mismo alimento puede haber mezclas de diferentes antioxidantes con distintos
mecanismos de accién y entre los que, ademas, se pueden establecer reacciones
sinérgicas. Por lo que seran necesarios distintos analisis para poder considerar los
posibles mecanismos de accion de todos los antioxidantes presentes en un
alimento. Por todas estas razones, un gran niumero de autores han planteado la
necesidad de combinar mas de un método de medida en la determinacion de la
capacidad antioxidante in vitro (Frankel y Meyer, 2000; Sanchez, 2002; Aruoma,
2003; Prior et al., 2005).

En los cuadros 4 y 5 se muestran los resultados para la capacidad antioxidante de
los extractos de ambas muestras por cuatro métodos: ABTS™, DPPH’, NO" y
poder reductor; todos los ensayos se realizaron de igual manera incluyendo un

estandar para su comparacion.

En el cuadro 4 primeramente se muestran los resultados para el maximo
porcentaje de inhibicion para cada una de las muestras en los tres ensayos con
radicales libres. El estandar catequina alcanza porcentajes mayores al 99 % de
inhibicién en los tres métodos, mientras que el subproducto de mango y el nopal
tienen comportamientos distintos, los dos extractos alcanzan un mayor porcentaje
maximo de inhibiciéon en el ensayo del radical DPPH’, este maximo porcentaje de
inhibicion disminuye con el radical ABTS™, y por ultimo, es ain mas bajo con el
radical oxido nitrico. Esto puede estar relacionado a la afinidad de los
antioxidantes con los distintos radicales; también se pudiera sugerir que el medio

en el que ocurre la reaccién favorece o disminuye la accion de los distintos
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antioxidantes presentes en los extractos, ya que cabe destacar cada uno de los

ensayos tienen medios de reaccion distintos (Pérez, 2007).

Cuadro 4. Porcentaje méximo de inhibicién y concentracién inhibitoria

media (ICso) del extracto del subproducto de mango.

DPPH’ ABTS™ NO'
Mango ! 98.83 + 1.56 2 96.28 +0.94 " 93.55+1.84°
Nopal * 72.23+1.34° 61.70 + 0.53 ° 57.23 +2.58 ©
Catequina® 99.95 + 0.63 2 99.13 + 0.42 2 99.05+0.712
Mango 2 7.25+0.34° 456 +0.42° 32.36 £2.45°
Nopal 2 81.66 + 7.08 ® 58.32 + 3.99 2 448.15 + 14.30 2
Catequina ? 2.03+0.13° 1.52 +0.18° 6.37+0.71°

Los valores representan la media + DE. Letras diferentes en la misma columna indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba t de student.

! Los valores representan el maximo porcentaje de inhibicién del radical (%)

% Los valores representan el ICsq (ug/mL).

También es importante resaltar que en los tres ensayos el subproducto de mango
estadisticamente tuvo un mayor porcentaje maximo de inhibicién con respecto al
extracto de la harina de nopal, siendo el extracto del subproducto igual que el
estandar catequina en el ensayo del radical DPPH’, y teniendo valores mas
cercanos en los otros dos ensayos en comparacion con el extracto de nopal. En
base a esto se puede considerar al subproducto con una alta capacidad

antioxidante.

En numerosos estudios se ha sugerido la relacion entre el contenido de polifenoles
de un extracto y su capacidad antioxidante; por otro lado, también se ha
comprobado que la estructura de estos compuestos son determinantes en este
tipo de mediciones. Por ejemplo, de manera general se puede sefalar que la
presencia de sustituyentes hidroxilo es el factor mas importante a tomar en cuenta.
(Bensadon et al., 2010; Villafio et al, 2005; Siquet et al., 2006). Por lo tanto, una
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muestra con mayor contenido de compuestos fendlicos totales y sustituyentes
hidroxilo presenta, de manera general, una mayor capacidad antioxidante, en este
estudio se cumplié esta relacion, ya que el subproducto presenté mayor
concentracion de fenoles totales, aunque valdria la pena una caracterizacion mas
profunda del tipo y estructura de los compuestos en cada extracto para poder

concluir sobre la cantidad de sustituyentes hidroxilo.

Ribeiro et al. (2008) estudiaron cuatro variedades de mango: Uba, Tommy Atkins,
Haden y Palmer, analizando la pulpa, la piel y la semilla. Reportan porcentajes de
inhibicion para el radical DPPH" en un rango de 39.6 a 94.2%, siendo la variedad
Uba la que presenté mayor capacidad para reducir al radical, con 1.8, 2.1y 2.4
veces mas capacidad antioxidante que las otras variedades, respectivamente.
Estos autores concluyen que el extracto de la piel muestra capacidad antioxidante
significativamente méas alta que la pulpa y el hueso, lo cual lo atribuyen a su

concentracion elevada de compuestos antioxidantes.

Por otro lado, Aguirre et al. (2013) midieron la capacidad antioxidante de extractos
de la piel del nopal por el método de ABTS™ y DPPH’, utilizando etanol como
solvente de extraccion y temperaturas de 60 a 93 °C, observando que a mayor
temperatura hay una mayor extraccion de polifenoles pero una menor capacidad
antioxidante. Los obtienen como resultados de las capacidades antioxidantes
mencionadas, rangos de porcentajes de inhibicion de 68-92 % para el ensayo del
radical ABTS™, y de 15-55 % para el ensayo del radical DPPH’". En nuestro estudio
se obtuvieron valores de 61y 72 %, respectivamente, por lo que podemos ver que
para el ensayo ABTS™ el resultado es un valor similar al limite inferior del rango
reportado, mientras que para el ensayo DPPH’ nosotros obtuvimos un valor
mayor. Cabe mencionar es dificil la comparacion entre estos estudios debido a
qgue ellos utilizan Unicamente la piel del nopal y otro tipo de solvente y

temperaturas mayores para la extraccion.
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En la segunda parte del cuadro 4 podemos ver los resultados para la
concentracion inhibitoria media (ICsp), la cual es una medida que establece la
concentracion de una sustancia, en este caso del extracto del subproducto de
mango, que se requiere para el 50% de inhibicion del radical libre en evaluacion.
Estableciendo que a menor valor de ICsp mayor sera la capacidad antioxidante de
la muestra. Como era de esperarse, los valores del ICs del subproducto de mango
fueron significativamente menores con respecto a los valores del nopal en todos

los ensayos.

En cuanto al ensayo del radical DPPH’, este resultado nos sugiere que existe una
cantidad mas alta de compuestos donadores de protones y electrones en el
subproducto de mango que son capaces de estabilizar al radical, ya que estos dos
mecanismos son los que se estan dando en la reaccion. Al comparar el valor del
ICso del estandar catequina, Unicamente fue 2.8 veces menor en comparacion con
el subproducto, y hasta 40 veces menor en comparacion con el valor del extracto
de nopal (Foti et al., 2004; Prior et al., 2005).

Por otra parte, en el ensayo ABTS™ se observa un comportamiento similar,
aunque en esta reaccion se trata Unicamente de una transferencia de electrones.
Este ensayo se basa en la capacidad de los antioxidantes para capturar el radical
cationico. Como podemos observar el subproducto nuevamente tiene un valor de
ICso significativamente menor con respecto al nopal, y en comparacion con la
catequina es Unicamente tres veces mayor la concentracion requerida de

subproducto para la inhibicion del 50 % del radical (Prior et al., 2005).

De los tres ensayos mostrados, los resultados con una diferencia mas notable se
encuentra en el ensayo de atrapamiento del radical 6xido nitrico. Este resultado es
relevante ya que este radical esta presente de manera natural en el organismo, y
ante una concentracion excesiva produce el llamado estrés nitrosativo y un posible
dafio a las principales macromoléculas. En este ensayo vemos un comportamiento

distinto, ya que aunque el porcentaje de inhibicion alcanzado por el mango es
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cercano al del estandar, en este estudio el nopal obtuvo valores de inhibicidn
mucho menores (57.2 %), y por consiguiente el valor de I1Csy del nopal fue 70
veces mayor en comparaciéon a la catequina, mientras que el subproducto
Gnicamente fue 5 veces mayor en su valor. Estas diferencias vienen determinadas
por distintos factores como la posible formacion de complejos, interacciones no
favorables, la estereoselectividad del radical, la solubilidad de los compuestos en
el medio de la reaccion y, por ejemplo, la influencia en el tiempo de reaccion, en el
cual hay una permanente exposicion al oxigeno a diferencia de los otros dos
métodos (Wang et al. 1998; Giraldo et al., 2003).

No se podria atribuir a un compuesto o familia de compuestos exclusivamente la
variabilidad de los resultados obtenidos, por lo que se necesita caracterizar los
extractos del subproducto y del nopal detalladamente para poder determinar las
diferencias aqui presentadas. Ademas, cabe destacar que en este estudio se
emplearon materiales donde no se tiene informacién sobre la variedad,
maduracion o tipo de almacenamiento empleado, por lo que debido a factores
como la diversidad genética, el porcentaje de inhibiciobn y la capacidad
antioxidante global podrian verse afectados. La comparacion con datos reportados
en la literatura no son muy utiles para concluir al respecto, ya que el contenido en
compuestos antioxidantes de frutas y, por tanto, su capacidad antioxidante
asociada, se puede ver afectado por factores fisiolégicos, como la variedad y la
madurez, asi como por factores tecnolégicos, como las condiciones de

conservacion y procesado.

En el cuadro 5 se presentan los resultados para la técnica poder reductor, esta
metodologia a diferencia de las capacidades antioxidantes que anteriormente se
presentaron no utiliza radicales libres. En este ensayo se mide la capacidad de los
componentes de la muestra de donar electrones a un complejo de fierro, y asi
reducirlo de Fe** a Fe*?. El poder reductor de un compuesto esta por lo tanto
relacionado con su habilidad de transferir electrones, y es por ello, que este

ensayo sirve como un indicador importante de la capacidad antioxidante. Los
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resultados se expresan en unidades de absorbancia, es decir, a mayor

absorbancia mayor poder reductor de la muestra (Ribeiro et al., 2008).

Cuadro 5. Capacidad antioxidante del extracto del subproducto de

mango medida por el ensayo de poder reductor.

Concentracion Mango Nopal
100 pg/mL 0.503 + 0.066 2 0.076 + 0.009 "
125 pg/mL 0.638+ 0.034% | 0.103+0.011°
150 pg/mL 0.759 + 0.043 @ 0.128 £ 0.009 "
175 pg/mL 0.913 +0.072 2 0.152 +0.018 "
200 pg/mL 1.006 +0.081 @ 0.185 + 0.016 °

Los valores se expresan en unidades de absorbancia (700 nm) y representan la media + DE.
Letras diferentes en el mismo rengléon indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba t de

student.

Se probaron cinco concentraciones diferentes para cada extracto y, como
podemos observar, los resultados indican que ambas muestras tienen la
capacidad de reducir al fierro y, a medida que aumenta la concentracion de los

extractos aumenta la reduccion, es decir, es una reaccion dosis dependiente.

Podemos ver que en todas las concentraciones, los valores del extracto del
subproducto de mango son significativamente mayores en comparacion con el
nopal, siendo 5 veces mas altos sus valores de absorbancia en todas las
concentraciones probadas. Esto se pudiera atribuir primeramente a la mayor
concentracion de compuestos fenolicos que presenta el subproducto en este
extracto. Sin embargo, diversos autores mencionan la relacion entre el poder
reductor y la accion de otro tipo de antioxidantes que se encuentran en el mango,
como por ejemplo los carotenoides, ya que se ha demostrado que también estos

compuestos tienen gran capacidad de reducir al fierro (Chung et al., 2002).
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Ademas, Ribeiro et al. (2008) analizaron diferentes variedades de piel del mango y
su poder reductor con la misma metodologia empleada en este trabajo,
encontrando que aunque si existe una correlacion entre la accién de reducir y el
contenido de polifenoles en la muestra, existe una correlacion mas alta entre el
contenido de &cido ascorbico y el poder reductor. El &cido ascérbico es otro
potente antioxidante que esta presente en el mango, y segun reportes se
encuentra en concentraciones de 25-32 mg/100 g (Vinci et al., 1995). Es por ello
que se midio el poder reductor del acido ascérbico como estandar, y obtuvimos
que para este ensayo Unicamente era necesaria una concentracion de 20 ug/ml
para obtener valores de absorbancia de 0.346, es decir su capacidad de reducir es
mucho mayor que el de los extractos, en los cuales se detectd la coloracion de la

reaccion con concentraciones cercanas a 100 ug/ml.

Por ultimo, en cuanto a los resultados para la caracterizacion de compuestos
bioactivos y su capacidad antioxidante, se puede sugerir que el residuo organico
obtenido de la elaboracién de jugo de mango es una fuente importante de fibra,
compuestos fermentables y antioxidantes, y puede ser un candidato adecuado
para estudios in vivo en donde se evallen sus efectos y potenciales beneficios

fisiologicos.

9.2 Ensayos in vivo

En la diabetes mellitus lo mas deseable es que se lleve un control metabdlico
optimo, en el cual el paciente debe mantener los niveles basales de glucosa y
lipidos sanguineos, controlar la presion arterial y evitar las alteraciones renales,
para prevenir y controlar las complicaciones propias de la enfermedad. El
propésito de disminuir o atenuar las complicaciones de la diabetes representa una
alternativa terapéutica de gran importancia, sobre todo por los altos costos de sus
tratamientos. Es por ello la busqueda constante de alimentos nutracéuticos, ya
gue tienen la ventaja de que ademas de ser mas econémicos, presenten menos

efectos colaterales. Por lo anterior, para determinar el posible efecto antidiabético
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del subproducto de mango se realizaron ensayos in vivo en un modelo de diabetes

en ratas inducido con estreptozotocina (STZ).

9.2.1 Efecto del subproducto de mango sobre el consumo de agua de
ratas diabéticas.
La principal alteracion en la diabetes, como ya se ha mencionado, es el exceso de
glucosa en la sangre; esto, entre otras consecuencias, provoca que los animales
necesiten de cantidades elevadas de agua para asi poder excretar el exceso de
glucosa por la via urinaria (poliuria). Este sintoma se le denomina polidipsia, sed
excesiva, y es utilizado como un indicador de la presencia de la enfermedad, es
por ello que se decidid cuantificar diariamente a lo largo del experimento el
consumo de agua de los animales en estudio (Braunwald et al., 1998).

En la figura 7 se presenta el consumo de agua promedio de cada animal durante
las 3 semanas del experimento (mL/dia). La primer semana inicié justo después
de haberse confirmado la presencia de la enfermedad, es por ello que se puede
observar una diferencia significativa entre el control sano y el control diabético, ya
que en el inicio del experimento los animales diabéticos ya consumian 7.24 veces
mas agua en comparacion a los animales sanos. Este comportamiento contindia
hasta el final del experimento, observdndose en las mediciones un incremento
gradual en el consumo de agua de este grupo, lo cual nos podria sugerir el avance

de la enfermedad a lo largo del tiempo.

Se puede observar también una disminucion en el consumo de agua en ambos
grupos a los cuales se les suplementé con los concentrados de fibra (0.5 g fibra/kg
peso corporal); aunque no fue significativa, ambos tratamientos alcanzaron
reducciones importantes. El tratamiento del subproducto de mango mostro
reducciones similares en la semana 1, 2 y 3, con valores de 24.8, 24.4 y 21.5 %,
respectivamente, mientras que el nopal tuvo reducciones de 26.4, 18.3 y 17.1 %.
Lo que nos indica que las dietas suplementadas con los concentrados de fibra

ayudan a regular levemente esta alteracion de la enfermedad.
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Figura 7. Consumo de agua de ratas diabéticas alimentadas con dietas

suplementadas con subproducto de mango.
Los datos se expresan como la media + EE. Letras diferentes en cada semana indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

9.2.2 Efecto del subproducto de mango sobre el consumo de alimento
de ratas diabéticas.
La polifagia, junto con la polidipsia y la poliuria, son los tres principales sintomas
tempranos de la diabetes faciles de detectar. La polifagia también conocida como
hiperfagia, es un término médico que se utiliza para describir el incremento de

apetito y el consecuente aumento en el consumo de alimento.

La figura 8 corresponde a la cantidad promedio de alimento consumido por animal
de cada uno de los grupos de experimentacion (g/dia). Se puede observar que hay
una diferencia entre los grupos control, ya que desde un inicio y a lo largo de las
tres semanas los animales diabéticos duplican los gramos de alimento ingerido
con respecto a los animales sanos. Esto es debido a la falta de insulina en las
ratas diabéticas, lo cual provoca que no se presente la sensacion de saciedad, ya
gue entre las funciones de esta hormona se encuentra la de inhibir la expresion de

péptidos orexigénicos, los cuales estan encargados de inducir el hambre vy,
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aunado a que el metabolismo esta constantemente acelerado, esto conlleva a la

ingesta excesiva del alimento (Milagro y Marques, 2002).
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Figura 8. Consumo de alimento de ratas diabéticas alimentadas con dietas

suplementadas con subproducto de mango.
Los datos se expresan como la media + EE. Letras diferentes en cada semana indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

En la primer semana, no existe diferencia significativa entre los dos grupos con los
tratamientos de fibras y el control diabético; sin embargo, a partir de la segunda
semana hay una reduccion significativa en este consumo, con un valor de 20.8%
para el grupo suplementado con el subproducto de mango, y de 21.8% para el
grupo suplementado con el nopal. En la tercer semana aunque se observa la
misma tendencia, esta disminucién no llega a ser estadisticamente significativa,
Unicamente alcanza el 14.7y 17.5 %, para el grupo del subproducto y nopal,

respectivamente.

Con estos resultados se puede sugerir que las dietas suplementadas con ambos
concentrados de fibra pueden ejercer una sensacion de saciedad, ya sea por el
efecto mismo de la fibra dietaria, el aumento en la expresion de péptidos
anorexigénicos, o bien debido a una mejoria en el estado de la enfermedad que se

ve reflejada mediante este parametro.
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Cada fuente natural de fibra puede tener diversos efectos en el organismo, no se
pueden generalizar los beneficios ya que estos van a depender tanto del tipo como
de la cantidad de fibra consumida (Slavin, 2013). En cuanto a la sensacién de
saciedad, este efecto se ha relacionado con la capacidad de la fibra para disminuir
el vaciamiento gastrico; entre los principales factores que influyen en este efecto
se puede citar a la viscosidad de la fibra, el tamafio de particula, la solubilidad y su
capacidad de retencion de agua. Con esto se podria explicar que a pesar de que
el subproducto de mango presenté mayor porcentaje de fibra soluble, fraccién que
estd generalmente mas relacionada con la saciedad, el nopal presenta un
comportamiento similar, atribuido a su mayor grado de viscosidad, debido a su alto
contenido de mucilago, el cual es un polisacarido altamente ramificado que tienen
la capacidad de formar redes moleculares y retener gran cantidad de agua
(Sepulveda et al., 2006).

Por ultimo, entre los mecanismos relacionados con la saciedad, cabe resaltar que
la fibra dietaria cuando es fermentada en el intestino grueso aumenta la
produccion del péptido similar a glucagén (GLP-1, por sus siglas en inglés) y del
péptido YY, hormonas que se liberan en el intestino y juegan un rol en la saciedad,
ya que mandan la sefal directamente al cerebro. Ademas, también se ha
comprobado que aumentan la secrecion de insulina y la proliferacion de las células

B-pancreaticas (Lattimer y Haub, 2010).

Un efecto similar al mencionado ya ha sido reportado por Singh et al. (2005),
quienes trabajan con la piel de la papa, la cual es considerada un subproducto en
el procesamiento del tubérculo rico en fibra y fenoles. Suplementaron la dieta de
ratas diabéticas inducidas con STZ con la piel de la papa, encontrando un
aumento del 100 % en el consumo de alimento entre las ratas enfermas y las
sanas, siendo que para el grupo con tratamiento al cual se le afiadi6 a la dieta 10
% de la piel de la papa tuvo una disminucién significativa en el consumo de

alimento del 28 % con respecto al control diabético.
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9.2.3 Efecto del subproducto de mango sobre el peso corporal de ratas
diabéticas.
En la diabetes tipo | existe una disminucion del peso corporal, esto es debido a
gue al haber baja concentracion de insulina hay una liberacion de acidos grasos a
partir de los triglicéridos del tejido adiposo para fines energéticos, y una
degradacion de proteinas musculares, esto se atribuye a que los aminoécidos del
musculo sirven como sustrato para producir glucosa a partir de la via de la
gluconeogénesis, la cual no esta regulada a causa de la falta de insulina (Flores et
al., 2005).

En la figura 9 se muestran los promedios en gramos para el peso corporal de las
ratas a lo largo del experimento. En la semana cero se pesaron los animales con
el objetivo de calcular la dosis para la induccién, y es por ello que no existe

diferencia significativa entre los cuatro grupos.
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Figura 9. Peso corporal de ratas diabéticas alimentadas con dietas
suplementadas con subproducto de mango.

Los datos se expresan como la media + EE. Letras diferentes en cada semana indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

A partir de la semana 1, donde ya se habia confirmado la presencia de la
enfermedad, existe una diferencia significativa entre el grupo sano y los grupos
diabéticos, con una disminucion en promedio al término del experimento de 136 g

para el control diabético, 92 g para el subproducto de mango y 132 g para el nopal
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comercial, esta disminucion del peso como ya se mencion0 es claramente una
condicion tipica del diabético. Sin embargo, no se encontré un aumento de peso
de manera significativa en ningun tiempo a lo largo de los tratamientos, con lo que
se puede sugerir que ningun concentrado de fibra ayudé de manera significativa a

la disminucion en la pérdida de peso.

9.2.4 Efecto del subproducto de mango sobre la concentracion de
glucosa sanguinea de ratas diabéticas.
En el presente estudio se indujo un modelo experimental de diabetes tipo 1 in vivo
con una dosis Unica de estreptozotocina (45 mg/kg de peso corporal). A esta
dosis, el farmaco causa un dafio oxidativo generando la destruccion progresiva de
las células B-pancreaticas, y reduciendo o suprimiendo asi la produccién y
secrecion de insulina, provocando una disminucién en la incorporacion de la
glucosa en tejidos periféricos, como el adiposo y muscular, y por lo tanto un
incremento en la glucemia (Szkudelski, 2001).

En la figura 10 se presentan las concentraciones de glucosa en sangre de los
animales con 12 h de ayuno a lo largo de las semanas de tratamiento. Se puede
observar que al inicio del experimento existe una diferencia significativa entre el
grupo control sano y diabético, confirmandose con esto la presencia de la
enfermedad. Los datos son similares a lo reportado en animales sanos, donde las
concentraciones de glucosa en sangre en ayunas oscilan entre 70 a 110 mg/dL,
valores mayores a este rango se consideran animales con alteraciones (Yin et al.,
2011).

La diabetes es una enfermedad progresiva, ya que si no se tienen los cuidados
necesarios y un control sobre los niveles de glucosa se tendra como resultado un
avance acelerado en los sintomas y un deterioro gradual en el estado del
organismo. Esto se puede observar con el grupo control diabético, ya que en el
comienzo presentaron valores de glucosa promedio de 312.5 mg/dL, y después de

tan solo 3 semanas en un estado de hiperglucemia constante, los animales ya
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presentaban concentraciones de 469.8 mg/dL, el cual ya es un grado avanzado de

la enfermedad.

Podemos observar que el grupo de animales alimentados con una dieta
suplementada con el subproducto de mango (0.5 g fibra/kg peso corporal), tuvo
una reduccion significativa a partir de la segunda semana y se mantuvo hasta
terminar el experimento, con una reduccion promedio en la concentracion de
glucosa del 21 % al término de la tercer semana. Por otro lado, al grupo al cual se
le adiciond la harina de nopal comercial en la dieta (0.5 g fibra/ kg peso corporal)

no tuvo reduccién significativa a lo largo de las 3 semanas de tratamiento.
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Figura 10. Concentracién de glucosa sanguinea de ratas diabéticas alimentadas

con dietas suplementadas con subproducto de mango.
Los datos se expresan como la media + EE. Letras diferentes en cada semana indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

Se ha comprobado que algunos alimentos considerados como antidiabéticos
muestran solamente actividad antihiperglucémica cuando se administran por
largos periodos de tiempo, ya que sus compuestos tienen que alcanzar una
concentracion elevada en el cuerpo para causar este efecto (Alarcon et al., 1998).
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Esto podria asociarse con lo encontrado para el grupo del subproducto, el cual
tuvo una disminucién en la glucosa desde un inicio con respecto a su control, pero
esta reduccion unicamente fue significativa a partir de la segunda semana, y hasta

que finaliz6 el experimento.

El efecto antihiperglucémico se puede relacionar con los antioxidantes presentes
en el subproducto de mango, los cuales pueden tener un efecto protector de las
células B al disminuir el estrés oxidativo en el pancreas, con esto aumentar la
concentracion de insulina en suero y, por lo tanto, promover la entrada de glucosa
a los tejidos periféricos y disminuir en algun grado las alteraciones metabdlicas a
causa de la falta de esta hormona.

En la literatura existen diversos estudios donde se ha comprobado que los
compuestos polifendlicos o los alimentos ricos en polifenoles, reducen los niveles
de glucosa en sangre por diversos mecanismos, los cuales incluyen la
estimulacion de la secrecion de insulina directamente en las células B, la
proteccion contra el dafio oxidativo en el pancreas, el aumento en la entrada de
glucosa en los tejidos periféricos, la disminucién en la absorcién de glucosa a nivel
del intestino, el aumento en el almacenamiento de glucégeno y la inhibicion de la
gluconeogénesis (Waltner et al., 2002; Al-Wadi, et al., 2004; Hanhineva et al.,
2010).

Aderibigde et al. (2001) sugieren que el principio activo con efecto
antihiperglucémico en el mango es la mangiferina, y concluyen que este
compuesto estimula la liberacién de la insulina de las células B-pancreaticas. Por
otra parte, Biwititi et al., (2000), Jouad et al., (2000) y Saxena y Vikram (2004),
proponen que el efecto antidiabético observado por la mangiferina es debido a
acciones extra-pancreaticas, como la estimulacion de la utilizacion de la glucosa
periferial y el aumento del proceso glucogénico o glucolitico, y también al mismo

tiempo la disminucion de la glucogénesis y gluconeogénesis.
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Sellamuthuet al. (2013) realizaron estudios in vivo en ratas diabéticas donde
administraron oralmente la mangiferina, observando un efecto antidiabético al
disminuir la glucosa sanguinea y aumentar la utilizacion de la glucosa por parte del
higado. También midieron diferentes marcadores de estrés oxidativo en el
pancreas encontrando mejoria en todos ellos, por lo que los autores concluyeron
que los beneficios fisioloégicos observados son debido principalmente a la potente
actividad antioxidante de la mangiferina.

Una gran cantidad de compuestos fendlicos de manera aislada también han
mostrado efectos hipoglucemiantes y/o antidiabéticos por diversos mecanismos,
entre los que cabe destacar a la epicatequina, catequina, &cido galico,
epigalocatequingalato, resveratrol y acido siringico, debido a que estos
compuestos se encuentran en el subproducto de mango, los cuales fueron
identificados por HPLC-DAD en los extractos de un subproducto de mango
proveniente de Boing (Ahmed et al., 2011; Yamabe et al., 2006; Olivera, 2012)

Por dltimo, también es importante tomar en cuenta un posible efecto a nivel de la
absorcion de glucosa en el intestino, ya que Yoshikawa et al. (2001) demostraron
que polifenoles aislados del mango tienen la capacidad de inhibir a la a-amilasa y
a-glucosidasa. De igual forma, en la primera etapa de este proyecto se demostrd
que el subproducto de mango tiene un porcentaje de inhibicién de la a-amilasa de
64%, y también tiene la capacidad de disminuir la difusién de glucosa en un

sistema de dializado que simula el intestino delgado (Olivera, 2012).

9.2.5 Efecto del subproducto de mango sobre la concentracién de
insulina en suero de ratas diabéticas.
Con la finalidad de complementar los resultados anteriores y poder explicar un
posible mecanismo del subproducto de mango, se evaluaron los niveles de
insulina en suero de los animales en estudio al término de los tratamientos (Figura
11). Se observa nuevamente una diferencia significativa entre el control sano y el

diabético, lo cual se debe a que en el modelo, como ya se ha explicado, se
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provoca la destruccion parcial y progresiva de las células B-pancreaticas, las

cuales son las encargadas de producir y secretar esta hormona.

El grupo con la dieta suplementada con la harina de nopal nuevamente no mostro
un incremento significativo, lo cual concuerda con el resultado de glucosa
sanguinea. En cuanto al grupo suplementado con el subproducto de mango si se
observé un incremento, el cual no fue estadisticamente significativo, sin embargo
se puede sugerir que esto explicaria en parte la disminucidon de los niveles de
glucosa y, ademas es importante resaltar que es de relevancia fisioldgica ya que al
aumentar la produccion y liberacién de insulina, se pudieran ademas disminuir otro

tipo de trastornos metabdlicos relacionados con la ausencia de esta hormona.

6

ab

Insulina {(ng/mL)

Sano Diahético Mango Nopal

Grupos

Figura 11. Concentracion de insulina en suero de ratas diabéticas alimentadas

con dietas suplementadas con subproducto de mango. Los datos se expresan como la
media + EE. Letras diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

Estos resultados son similares a lo reportado por Perpetuo y Salgado en el 2003,
en este estudio se suplemento la dieta de ratas diabéticas (STZ) con una harina
elaborada a partir de pulpa de mango, que contenia un alto porcentaje de fibra y
una cantidad significativa de compuestos fendlicos. Ellos observaron una
disminucién significativa en los niveles de glucosa del grupo que consumia la
harina de mango en comparacién al control diabético, junto con un aumento en la

concentracion de insulina y en la cantidad de glucdégeno hepético. Se sugiere que
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la harina de mango debido a sus componentes puede ayudar en el tratamiento de

la diabetes.

9.2.6 Efecto del subproducto de mango sobre el tamafio de los islotes
de Langerhans de ratas diabéticas.
Se realiz6 un andlisis histopatoldgico del pancreas, el cual es el érgano blanco de
la STZ, con el objetivo de observar el efecto de los tratamientos sobre el tamafio
de los islotes de Langerhans, los cuales son acumulos de células que se encargan

de producir la insulina.

En la figura 12 se muestran ejemplos de las microfotografias representativas de
los cortes realizados sobre el pancreas de los animales en estudio. A partir de este
tipo de imagenes se tomaron las mediciones del eje mayor de cada islote y se
calcul6 un promedio por cada grupo de experimentacion, los resultados se
presentan en la figura 13 y se expresan como unidades arbitrarias.

Se puede observar en la figura 12-a el islote de una rata sana, el cual se puede
tomar como referencia de un islote sin dafo o alteraciones, con un tamafo en
promedio de 15.61 unidades arbitrarias. En la figura 12-b, la cual pertenece al
pancreas de un animal diabético, se puede ver una disminucion significativa en el
tamafo del eje con un valor de 7.49 unidades arbitrarias, visiblemente existe una
menor poblacion de células en general, ademas de presentar dafios y
rompimientos en la estructura. Esto es debido a que el pancreas es un tejido
altamente susceptible al dafio oxidativo, ya que es un tejido no dependiente de
insulina en el cual los altos niveles glucosa provocan que exista un incremento en
la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROSs) a nivel de la mitocondria,
las cuales van a causar dafos principalmente en las células 3, ya que son
especialmente sensibles a las EROs debido a que hay una muy baja expresion de
enzimas antioxidantes en comparacion con otro tipo de células (Tiedge et al.,
1997).

63


http://es.wikipedia.org/wiki/Insulina

Figura 12. Microfotografias representativas del analisis histopatolégico de los
islotes de Langerhans de ratas diabéticas alimentadas con dietas suplementadas
con el subproducto de mango. (a: grupo sano; b: grupo diabético; c: grupo suplementado
con el subproducto de mango; d: grupo suplementado con la harina de nopal comercial).
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Figura 13. Tamafio promedio de los islotes de Langerhans de ratas diabéticas

alimentadas con dietas suplementadas con subproducto de mango. Los datos se
expresan como la media + EE. Letras diferentes en cada columna indican diferencia significativa
(p<0.05) con la prueba de Tukey.

En ninguno de los tratamientos se puede observar un aumento significativo en el
tamafio del eje mayor de los islotes en comparacion con el control diabético, ya
gue los valores promedio del eje tienen un valor de 8.6 para el subproducto de
mango y 7.7 para la harina de nopal comercial. Esto sugiere que el posible efecto
protector observado del subproducto de mango no fue suficiente para aumentar de
manera significativa el tamafio de los islotes; por otro lado, se han propuesto
mecanismos antidiabéticos en donde a pesar de no haber un mayor niumero de
células B, los compuestos bioactivos protegen y aumentan la eficiencia de las
células B existentes, provocando asi una mayor produccion y liberacién de esta
hormona, sin embargo es necesario hacer un estudio analizando otro tipo de
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parametros y biomarcadores para poder determinar el mecanismo por el cual el
subproducto de mango presentd un efecto antihiperglucémico (Aderibigde et al.
2001).

9.2.7 Efecto del subproducto de mango sobre el perfil lipidico de ratas
diabéticas.
Las alteraciones en el perfil de lipidos son una complicacion comun en la diabetes,
la hiperlipidemia es una de ellas, y representa un factor de riesgo importante para
el desarrollo prematuro de la ateroesclerosis, ademas de acelerar el riesgo de
padecer enfermedades cardiovasculares en los pacientes diabéticos (Kaur et al.,
2005).

En el cuadro 6 se muestran los resultados para el perfil lipidico. En cuanto a la
cuantificacion de colesterol total no se encontré diferencia significativa entre
control sano y diabético, y tampoco entre ambos tratamientos con respecto a su
control. Sin embargo, al cuantificar la lipoproteina HDL si se observa una
diferencia entre los grupos control, ya que en el diabético existe una disminucién
en la concentracion de esta lipoproteina. Se encontr6 un aumento en la
concentracion de colesterol HDL en ambos grupos adicionados con los
concentrados de fibra en comparacion con los animales enfermos, y este aumento
fue estadisticamente significativo Unicamente en el grupo suplementado con el
nopal comercial. Esto pudiera sugerir un efecto protector cardiovascular, ya que al
aumentar la concentracion de HDL, esta lipoproteina tienen la capacidad de
disminuir el colesterol excedente por medio del transporte reverso y, por lo tanto,
también prevenir la acumulacion de las LDL y su posible oxidacion, reduciendo asi
el riesgo de padecer enfermedades como la ateroesclerosis, la cual es una de las

principales complicaciones en la diabetes.

Los compuestos fendlicos presentes en las harinas podrian relacionarse con este

aumento observado en HDL, en diversos estudios se han relacionado los
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polifenoles o alimentos ricos en estos compuestos con un efecto protector

cardiovascular (Burke et al., 2010).

Cuadro 6. Lipidos en suero y heces de ratas diabéticas alimentadas con dietas

suplementadas con subproducto de mango.

Pa(r}ametro/ Sano Diabético Mango Nopal
rupo
Colesterol | 49637 | 553:54° | 559 £33° | 66.1466°
HDL 18.0+1.1° 14.4+0.0° 16.9+0.5 * 17.7+0.9°
Factor de
riesgo 28 +02° 42 +04° 3.8 £0.2% 35 +0.1%
coronario
Trigliceridos | gg ¢4 186" | 274.0£22.9% | 1432+13.0° | 148.5+21.0"
en suero
Triglicéridos 415+09° 483 +5.0" 85.7+2.72 84.4+35%
en heces

Los datos se expresan en (mg/dL) y representan la media + EE. Letras diferentes en cada renglén
indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

Uto et al. (2010) demostraron que diversos acidos fendlicos del café estan
involucrados en el aumento de la lipoproteina HDL, y se propone que el
mecanismo por el cual actian es mediante el incremento en la expresion de los
transportadores ABCA1 y ABCG1, los cuales estan encargados del transporte
reverso del colesterol de las células a la lipoproteina HDL naciente y madura.

Por otra parte, a pesar de no haber diferencia en la concentracion de colesterol
total entre animales sanos y diabéticos, al calcular el factor de riesgo coronario, el
cual es una relacion entre el colesterol total y HDL, se encontré un factor de riesgo
significativamente mas alto para el grupo diabético en comparacion al grupo sano,
con un valor de 4.27 y 2.80, respectivamente. En cuanto a los grupos con

tratamientos de fibra al calcular este factor no se observé diferencia significativa
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con respecto a los controles; sin embargo, el valor es menor en comparacion con

los animales enfermos.

Muruganandan et al. (2005) estudiaron el efecto de la mangiferina en ratas
diabéticas inducidas con STZ, encontrando un efecto antidiabético vy
antiaterogénico, debido a la disminucioén significativa en la glucosa postprandial y
al mejoramiento en el perfil de lipidos, ya que ellos también observan un aumento
en la concentracién de la lipoproteina HDL, similar a lo obtenido en el presente

estudio.

El modelo de diabetes inducido con STZ también se caracteriza por una elevacion
en la concentracion de triglicéridos en sangre, y es la alteracion mas comun en el
perfil lipidico de diabéticos. En el cuadro 6 se muestran los resultados para la
cuantificacion de triglicéridos en suero, en los cuales se encontr6 una diferencia
significativa entre los controles, con un valor de 88.6 mg/dl para el control sano,
mientras que el diabético presentd tres veces mas este valor, con una
concentracion de 274.0 mg/dL, esto es debido primeramente a la hiperfagia e
hipertrofia intestinal que se presenta en un animal diabético ya que hay una mayor
absorcién de lipidos, y también se debe a que el tejido adiposo no es capaz de
almacenar los triglicéridos ya que requiere de la sefializacién de la insulina para

depositarlo (Young et al., 1988).

En cuanto a los tratamientos, ambas fibras tuvieron una reduccion significativa con
respecto al control diabético, esta reducciéon fue de 48 % para el subproducto de
mango, y de 46 % para el nopal comercial. Ciertas fibras son capaces de adsorber
sales biliares, lo que implicaria la disminucion de la disponibilidad de éstas para la
formacion de micelas lipidicas en la luz intestinal, con una disminucién de la
absorcion intestinal de grasas, otro mecanismo por el cual la fibra pudiera estar
haciendo esto, es por medio del atrapamiento directo de lipidos provenientes de la
dieta a nivel del intestino impidiendo asi su absorcion (Ilwata et al., 2012). Es por lo

anterior que se cuantificaron los triglicéridos en heces, los resultados se muestran
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también en el cuadro 6 y efectivamente se encontr0 una concentracion
significativamente mayor de triglicéridos en las heces de ambos grupos con los
tratamientos de fibras. Un efecto similar lo encontraron Iwata et al. (2012), al
administrar la piel de mandarina a ratas sanas, ya que también observan a la
cuarta semana de tratamiento con este concentrado de fibra una disminucion en la
concentracion de triglicéridos en suero y un incremento en la excrecion de lipidos

en las heces.

9.2.8 Efecto del subproducto de mango sobre marcadores de dafio
renal de ratas diabéticas.
Una de las complicaciones mas comunes e importantes de la diabetes es la
nefropatia diabética, en donde una de las caracteristicas es la hipertrofia de los
rifones. Por ello en este experimento se tomo6 en cuenta el peso relativo de los

riflones como un indicador del control de esta complicacion.

En el cuadro 7 se encuentran los resultados para este parametro, en donde se
puede observar que el peso relativo de los rifiones de las ratas diabéticas fue
mayor comparado con el de las ratas sanas, con un valor de 1.08 y 0.67
respectivamente. Esto es a consecuencia de los altos niveles de glucosa que
activan en las células renales varias vias que involucran moléculas como AGE’s
(productos finales de glicacion avanzada por sus siglas en inglés), PKC (proteina
cinasa C), factores de crecimiento y especies reactivas de oxigeno, y tiene como
consecuencia un aumento en exceso de la matriz extracelular tanto del tubulo
como del glomérulo, lo cual progresa en gloméruloesclerosis, hipertrofia y fibrosis
tubulo-intersticial (Wada et al., 2011).

Por otro lado, los grupos de ratas diabéticas a los que se les incorporé en su dieta
el subproducto de mango, al igual que el nopal comercial, mostraron un menor
peso de los riflones con respecto al control diabético, con una reduccion del 20.3
% y 18.55 % respectivamente, este resultado tiene relevancia fisioldgica, sin
embargo, esta disminucion no resulté ser estadisticamente significativa para

ninguno de los tratamientos. Esta mejoria se podria relacionar con componentes
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antioxidantes del subproducto de mango que tienen la capacidad de evitar el dafio
causado por las EROs en este tejido, ya que las vias antes mencionadas tienen
como comun denominador a las EROs, siendo el punto central en la patogénesis

por el dafio debido a la hiperglucemia.

Cuadro 7. Parametros de dafio renal en ratas diabéticas alimentadas con dietas
suplementadas con subproducto de mango.

Parametro/

Grupo Sano Diabético Mango Nopal

Peso
relativo del | 0.67 +0.02° 1.08 £ 0.06 2 0.86+0.07% | 0.88+0.10

rifnént

2;6232;22‘ 0.68+0.15° | 0.92£0.12% | 0.73£0.02° | 0.67£0.05"
Cer:":‘)tr'irr‘]';‘? 30.52+1.33% | 1565+ 1.77° | 3527+ 1.95° | 23.81+2.59°
Pm;ﬁ'n“;ze” 212+0.02° | 225+010° | 221£0122 | 2.11£0.19°2

Los datos representan la media + EE. Letras diferentes en cada renglén indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

'Peso relativo= (Peso del rifidn/peso corporal).

’Resultados expresados en (mg/dL).

Conclusiones similares fueron reportadas por Yamabe et al. (2007), quienes
observaron en ratas Wistar macho diabéticas un aumento en el peso de los
rilones respecto a las ratas sanas, y que el tratamiento con la administracion
intragastrica de polifenoles disminuye significativamente el peso de los rifiones,

sugiriendo que estas fracciones mejoran los cambios renales y la hipertrofia.

Los parametros bioquimicos clinicos utilizados comunmente para evaluar la
funcién renal se basan en las mediciones de glucosa, creatinina y proteina total,
tanto en suero como en orina. Los rifiones filtran la sangre para eliminar los
productos de desecho que el cuerpo no puede utilizar, por ejemplo la creatinina

gue es un producto de la descomposicion de la creatina, la cual es eliminada por
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la orina. Este compuesto se utiliza como marcador en la diabetes como medida del
funcionamiento renal, si el nivel de creatinina sérica es alto es posible que este

presente un dafio en la funcion renal (Bazari, 2007).

En el cuadro 7 se muestra el contenido de creatinina en suero y orina, en donde
se encontré una diferencia significativa entre los grupos control sano y control
diabético en ambos andlisis, esto es debido a que en un organismo diabético
existe un dafio a nivel del tdbulo proximal y se ve alterada su funcién de
reabsorcion, por lo que la creatinina, que es un metabolito de desecho se

reabsorbe, aumentando asi su concentracion en suero y disminuyéndose en orina.

Ambos tratamientos tuvieron un efecto positivo en este parametro, disminuyendo
los niveles de creatinina en suero y aumentaron su excrecion en orina. Este efecto
se ha relacionado con el EGCG, el cual es un polifenol que esta presente en
ambas muestras y que se ha relacionado con la disminucién en la formacion e
AGE’s, los cuales son compuestos que estan relacionados con la progresion de la

nefropatia diabética (Yambe et al., 2006).

Li et al. (2010), administraron mangiferina en dos dosis (15 y 45 mg/dL) a ratas
diabéticas durante doce semanas, y observaron una mejoria en el aclaramiento de
creatinina Unicamente con la dosis mas alta. Se concluy6 que la disminucion del
dafio es casi en su totalidad, ya que llega a ser significativamente igual al control
sano y se sugiere que esto se debe a la gran actividad antioxidante de este

compuesto.

En la nefropatia diabética también se ve alterada la funcion de filtracion a nivel del
glomérulo, esto debido a la expansion de la matriz mesangial y por consiguiente al
adelgazamiento de la membrana basal, lo que ocasiona la pérdida de
permeabilidad de la membrana, y el paso de la sangre a la orina de compuestos
como las proteinas. En el cuadro 7 se muestran los resultados de los niveles de

proteina en orina, en donde no se encontro diferencia significativa entre control
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sano y diabético, ni entre tratamientos. Esto pareciera que contradice el resultado
anteriormente mencionado, sin embargo, ambos parametros se relacionan con
dafos diferentes en las distintas estructuras del rifién. Y se puede sugerir que los
animales no presentaban un grado avanzado de la enfermedad a nivel renal, ya
que la proteinuria se presenta Unicamente en etapas avanzadas de la diabetes en
donde ya existe un dafio mayor en la membrana del rifién que permite el paso de

compuestos de elevado peso molecular como las proteinas.

9.2.9 Efecto del subproducto en el estado antioxidante de ratas
diabéticas.
En el cuadro 8 se muestran tres parametros que son utilizados como marcadores
de estrés oxidativo en suero, orina y rifidn, que se escogieron con la finalidad de

complementar y poder explicar los resultados anteriormente descritos.

Para la inhibicion del radical ABTS™ se utiliz6 el suero de las ratas obtenido el dia
del sacrificio con 12 horas de ayuno. Se puede observar que existe una
disminucién significativa en la capacidad antioxidante del suero de las ratas
diabéticas en comparacién con el suero de las ratas sanas, esto se pudiera
relacionar con la disminucion del sistema antioxidante endégeno del organismo, ya

gue con esto se confirma que el grupo diabético presenta especies pro-oxidantes.

Por otra parte, al grupo al cual se le adicion6 el subproducto de mango tuvo un
aumento significativo en la capacidad antioxidante del suero, teniendo valores
similares al sano, mientras que en el nopal comercial no se observo este
comportamiento. Este dato es de gran relevancia ya que el subproducto mejora el
estatus antioxidante, y al disminuir el estrés oxidativo en el suero se evita el dafio
a macromoléculas como la LDL, disminuye la formacion de AGE’s y en general se

mantiene un entorno reductor en las células y componentes circulantes.

Los marcadores en la orina son importantes debido a que se pudieran relacionar

con el estado antioxidante del riidn y de la sangre, es por ello que se cuantificaron
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el contenido de fenoles totales en la orina recolectada durante 12 horas de los
animales en experimentacion. Podemos observar los resultados en el cuadro 9, en
donde, entre el control sano y el control diabético se presenta una diferencia
significativa, esto pudiera resultar contradictorio ya que el control diabético
presenta mayor contenido de polifenoles, sin embargo, en la técnica utilizada
compuestos como los azucares reductores y otras sustancias interfieren con la

cuantificacion.

Cuadro 8. Estado antioxidante de ratas diabéticas alimentadas con dietas

suplementadas con subproducto de mango.

Grupos

Control

Parametros Control sano diabético Mango Nopal

ABTS en

S 1 024 +0.032 | 0.13+0.01° | 0.22+0.02% | 0.15+0.02 *
uero

Fenoles totales

= 040+0.01°¢ | 047+0.03° | 1.00+0.092 | 0.82+0.122°
en orina

Lipoperoxidacién

" 3 | 17.35+0.82°|33.17+1.32% | 23.37+2.64"° | 23.06 +2.51°
en tejido renal

Los datos se expresan como la media + EE. Letras diferentes en cada renglon indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.
! Los resultados estan expresados en (ugeq. Trolox/mL).

? Los resultados estan expresados en (mg eq. de acido galico/mL).
®Resultados estan expresados en (nM TBARS/mg de tejido).

En cuanto al grupo del subproducto de mango este presento un aumento
significativo en el contenido de fenoles totales con respecto a ambos controles,
con un contenido mayor al del control diabético. Esta determinacion corrobora la
ingesta de compuestos polifendlicos de este grupo, por lo tanto estos compuestos
permanecen con capacidad de reducir aun después de ser filtrados a través del

rinoén.
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En cuanto al nopal comercial también se observé un aumento en el contenido de
compuestos reductores con respecto al control diabético, aunque menor al
observado con el mango. Estos resultados sugieren que los compuestos
antioxidantes del nopal permanecen menor tiempo en suero y son eliminados
rapidamente en la orina, a la vez se podria relacionar con la mejoria en

parametros de dafio renal.

También se cuantificaron los productos de oxidacioén lipidica en el rifidn por medio
de la cuantificacion de TBARS (por sus siglas en inglés: especies reactivas al
acido tiobarbitdrico). Se encontr6 que el grupo diabético tiene una mayor
concentracion de TBARS, lo cual confirma en estado de estrés oxidativo en este

nivel, y explica las alteraciones en el funcionamiento renal antes descritas.

En cuanto al grupo del subproducto de mango, este pudo disminuir la oxidacion de
lipidos de manera significativa, al igual que el nopal comercial, lo cual sugiere que
ambas muestras contienen uno o mas compuestos antioxidantes que disminuye
y/o previene el dafio oxidativo en este 6rgano, y podria relacionarse con el alto

contenido de compuestos reductores presentes en la orina.

9.2.10 Efecto del subproducto en el tamafio, humedad, fenoles totales
y capacidad antioxidante en las heces de ratas diabéticas.
La fibra dietaria tiene diversos efectos sobre el intestino y su funcionamiento, una
manera sencilla de observar cémo afectan las diferentes fibras es realizando
mediciones sobre las heces. En el cuadro 9 se muestran los resultados de

volumen, humedad y peso seco de las heces de los animales en experimentacion.

El volumen de las heces fue mayor en el control diabético con respecto al control
sano, lo cual se podria relacionar con el aumento observado de consumo de
alimento y agua. Mientras que el subproducto de mango tiene un incremento
significativo del 77 % con respecto al control diabético, por otra parte el grupo del

nopal comercial Unicamente tiene un incremento del 46 %. La capacidad de
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retencion de agua y el tamafo de particula de las fibras parecen ser de especial
importancia para el aumento de volumen de las heces, en este trabajo no se
determinaron estos pardmetros, sin embargo se podria resaltar que el tamafio de
particula del mango era visiblemente mayor en comparacion con el nopal
comercial, lo cual podria explicar este resultado (Papathanasopoulos y Camilleri,
2010).

Cuadro 9. Contenido de humedad, fenoles totales y capacidad antioxidante de

heces de ratas diabéticas suplementadas con subproducto de mango.

Gr,upos/ Sano Diabético Mango Nopal
Parametros
Volumen? 0.46 +0.04 ¢ 0.60 + 0.07 ° 1.06+0.102 0.86 + 0.05
Humedad? 4850+ 1.72° | 53.84+ 2.18° | 61.53+ 1.98% 65.12 +1.30 2
Peso seco® 0.18 +0.02° 0.19+0.00° 0.24 +0.01° 0.22+0.00 %
Fenoles b c a d
totales’ 0.65 + 0.03 0.28 + 0.03 1.14 £ 0.10 0.45 + 0.03
Capacidad b a c a
antioxidante® | 392.3+355 600.0 + 41.1 173.8 + 34.8 619.1 + 25.7

Los datos se expresan como la media + EE. Letras diferentes en cada renglon indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey.

! Resultados expresados en (cm?).

% Resultados expresados en (%).

® Resultados expresados en (g/unidad).

* Resultados expresados en (mg eq. acido galico/mL)

® Los resultados expresan el ICsq para el radical DPPH" (ug/mL).

En cuanto al contenido de humedad se observa que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo diabético y el grupo sano. Por otra
parte, el grupo el cual fue suplementado con el subproducto de mango
nuevamente presenta un incremento significativo en el porcentaje de humedad, al
igual que el tratamiento con el nopal comercial, esto se podria explicar por una

parte por el mayor consumo de agua, y debido a la presencia de la fibra soluble de

74




ambos concentrados de fibra, ya que sus componentes facilmente se enlazan con

el agua atrapandola y aumentando la humedad (Lattimer, 2010).

La ingesta del subproducto como complemento de la dieta estandar en los
animales incremento el peso seco total de las heces con respecto a los controles,
sin presentar diferencia significativa entre los demas grupos. El peso seco podria
estar indicando una mayor cantidad de componentes indigeribles de la fibra de
mango que permanece en el colon. Por otra parte los gases generados durante su
fermentacion asi como los AGCC promueven a su vez el crecimiento del nUmero
de microorganismos benéficos en el colon, es decir, si se aumenta la ingesta de
fibra se promueve el crecimiento de la microfloracolonica, y este efecto trofico
también se ha reportado que repercute en el volumen y peso de las heces, ya que

entre el 40 y 50 % de la masa de estas son bacterias (Slavin, 2013).

Prevenir el estrés oxidativo, como ya se menciond, es importante para tener buena
salud y prevenir enfermedades, y la dieta es un factor principal en afectar el
estado antioxidante. La ingesta de antioxidantes frecuentemente se estima por la
determinacién de la actividad antioxidante en la sangre y sus derivados (suero y/o
plasma), sin embargo en el caso de los polifenoles especialmente los de alto peso
molecular, parece haber poca absorcion y estos compuestos fendlicos que
permanecen en el tracto digestivo, pueden interactuar con la microflora y ofrecer
efectos fisiolégicos antes de ser eliminados, contribuyendo al estatus antioxidante

de la digesta.

El aparato digestivo constituye un componente separado e importante, que forma
parte de todo el estado antioxidante del cuerpo humano, por lo tanto las
estrategias para reducir el estrés oxidativo deben ser modificadas o mas bien
expandidas para incluir al sistema digestivo ademas de la sangre y los tejidos
(Gofi y Serrano, 2005). Se ha demostrado que el intestino delgado durante la
diabetes presenta numerosas alteraciones morfolégicas y funcionales, y el estrés

oxidativo también es un factor que contribuye a estas alteraciones a este nivel.
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Kakkar et al. (1995), demostraron por medio de la medicion de marcadores de
lipoperoxidacion y oxidacion de proteinas, que existe estrés oxidativo durante la
diabetes inducida con STZ en los animales en experimentacion y un dafio asi
como una disminucién del sistema antioxidante de defensa, a tan solo 6 semanas

después de la induccion.

Para este experimento, debido al tratamiento complementario de fibra antioxidante
gue se propone, es importante la medicion del estado antioxidante de las heces
como una medida del estrés oxidativo en el intestino de las ratas diabéticas, ya
que en las heces se encuentra un importante sistema biologico altamente activo,
el cual produce una diversa gama de productos metabdlicos, incluyendo radicales
libres, que entran en contacto directo con una larga area de superficie del sistema

digestivo.

En el cuadro 9 se pueden observar los resultados para el contenido de polifenoles
totales y la capacidad antioxidante de las heces, se encontrdé la misma tendencia
en ambas determinaciones, ya que existe una disminucién de los compuestos
reductores en el control enfermo, asi como una disminucién de la capacidad
antioxidante medida por el ensayo DPPH, esto comprueba de alguna forma lo
mencionado anteriormente por Kakkar et al. (1995) al presentarse este
desequilibrio con una mayor cantidad de especies oxidantes en el intestino
enfermo, y se debe también a la hiperfagia presentada, ya que al haber una mayor
actividad metabdlica y estar disminuido el sistema antioxidante de defensa, se

generan mayor cantidad de radicales libres y se presenta el estrés oxidativo.

En el grupo del subproducto de mango existe un incremento del contenido de
fenoles totales en el extracto de las heces, asi como una gran capacidad
antioxidante en comparacioén con los otros grupos, comprobandose con esto un
estado antioxidante reductor y la capacidad de los compuestos atrapados en la
fibra de atrapar radicales libres. Por otra parte el nopal comercial también tuvo un

efecto positivo, sin embargo mucho menor en comparaciéon al efecto del
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subproducto de mango. Estos resultados los podemos correlacionar con el
contenido de fenoles no extraibles cuantificados en los diferentes extractos, ya
gue como se puede observar en ambas determinaciones el contenido de este tipo

de compuestos fue mayor en el subproducto de mango que en el nopal comercial.

Resultados similares fueron reportados por Goii y Serrano (2005), en este estudio
se administré a ratas sanas una dosis de 50 g/kg de un concentrado de fibra de
semilla de uva. Se encontr06 un aumento en la capacidad antioxidante del
contenido cecal en el grupo al cual se le administré el concentrado de semilla de
uva, ademas de una correlacion entre el contenido de fenoles totales y la
capacidad antioxidante en el colon. Ellos afirman que los antioxidantes a lo largo
del intestino pueden por lo tanto proteger el area expuesta al dafio oxidativo,
ademas de que pueden entrar a las células de la superficie y proveer de

proteccion interna a la célula.
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10.Conclusiones:

El subproducto de mango tienen un alto porcentaje de fibra dietaria total, y
una relacion deseable y balanceada entre sus fracciones soluble e
insoluble, lo que se pudiera relacionar con los beneficios fisiolégicos.

La fraccion indigerible del subproducto de mango resultdé ser mayor al
contenido de fibra dietaria, esto pudiera ser de importancia fisioloégica
debido a los componentes altamente fermentables que se cuantifican en
esta técnica.

El subproducto de mango tiene una mejor capacidad antioxidante in vitro en
comparacion a la del nopal comercial, lo cual se podria atribuir a la mayor
cantidad de compuestos fendlicos.

La dieta suplementada con el subproducto de mango (0.5 g de fibra/kg de
peso) disminuy6 la concentracion de glucosa en sangre y aumentoé la de
insulina, sin mejorar el nimero de los islotes, por lo tanto, mejora la funcién
de las células B del pancreas.

Los tratamientos suplementados con ambos concentrados de fibra
disminuyeron la concentracion de triglicéridos en suero, este efecto puede
atribuirse en parte a la eliminacion de estos lipidos en heces.

Los tratamientos con el subproducto de mango y el nopal comercial, al
disminuir el estado oxidativo del rifidbn evitaron alteraciones en el
funcionamiento renal.

El consumo del subproducto de mango (0.5 g de fibra/kg de peso) tuvo un
efecto positivo sobre el estado antioxidante general de ratas diabéticas, lo
cual se relaciona con su alto contenido de compuestos polifendlicos.

La ingesta del subproducto de mango (0.5 g de fibra/kg de peso), debido a
su alto contenido de compuestos indigeribles y fermentables, aument6 el
volumen y peso de las heces, ademas de generar un ambiente antioxidante
a lo largo del sistema digestivo debido a su alto contenido de compuestos

fendlicos no extraibles.
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