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SIGLAS Y ABREVIATURAS
C= Control.

HG=Hipergrasa.

DM2= Diabetes mellitus tipo 2.
TAB: Tejido adiposo blanco.

DF= Fibra dietética.

CAOX= Capacidad antioxidante.
AAP= Anti proliferativa.

CF= Compuestos fendlicos.

HCM= Harina de cascara de mango.

SM= Sindrome metabdlico.

ECNT= Enfermedades crénicas no trasmisibles.

SDF-= Fibra dietética soluble.
IDF= Fibra dietética insoluble.
AV=Altura de las vellosidades.
PC=Profundidad de la cripta.
LV=Ancho de vellosidades.
C=Cripta.

TG= Triglicéridos.

AG= Acidos grasos.
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ACRONYMS AND ABBREVIATIONS

C = Control

HG = Hyper fat.

DM2 = Type 2 diabetes mellitus.
TAB: White adipose tissue.

DF = Dietary fiber.

CAOX = Antioxidant capacity.
AAP = Anti proliferative.

CF = Phenolic compounds.
HCM = Mango peel flour.

SM = Metabolic syndrome.
ECNT = Chronic non-communicable diseases.
SDF = soluble dietary fiber.

IDF = Insoluble dietary fiber.
AV = Villus height.

PC = Depth of the crypt.

LV = Villus width.

C = Crypt.

TG = Triglycerides.

AG = Fatty acids.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto HCM (harina de cascara de mango,
Mangifera indica L) sobre la obesidad abdominal, perfil lipidico y morfometria del
epitelio intestinal. EI experimento se realiz en los Laboratorios Agropecuarios de la
Universidad Técnica de Manabi en 28 ratones macho CD1, de 25 a 30 gr de peso. Los
ratones fueron distribuidos aleatoriamente y recibieron la alimentacién correspondiente a
los siguientes tratamientos Dietas convencional (T1), convencional + 4% HCM (T2),
hipergrasa (T3) y dieta hipergrasa + 4% HCM (T4) durante 16 semanas consecutivas.
Culminado el periodo experimental los ratones se sacrificaron previo ayuno nocturno,
con una inyeccién intraperitoneal (IP) de una mezcla de xilazine (25 mg/Kg) y ketamina
(150 mg/KQg), las muestras de sangre se obtuvieron mediante exanguinacion (1 a 1,5 ml),
que se utilizo para el andlisis del perfil lipidico y glucemia mediante espectrofotometria.
Se extrajo la grasa abdominal, higado y corazon de cada unidad experimental y se calculd
el peso relativo de estos érganos. Adicionalmente, se tomaron muestras de yeyuno y
duodeno, estas muestras se conservaron en formol al 10% tincion general de hematoxilina
y eosina en cortes de parafina Los resultados se analizaron mediante el Analisis de
Varianza (ANOVA), Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo factorial 2x2 y
la prueba de comparacion de medias de Tukey (p < 0,05). Los resultados obtenidos
fueron: mayor consumo de alimento en T1, mientras la mayor ingesta calérica, deposicién
de grasa abdominal y peso final se observé en los tratamientos que recibieron una dieta
hipergrasa (p < 0,05). El peso relativo del higado no fue diferente entre tratamientos (p >
0,05), mientras el peso relativo del corazon fue menor en T3 en relacion a los tratamientos
restantes (p < 0,05). Adicionalmente, la concentracion sérica de glucosa, colesterol total,
triacilglicerol, LDL y el indice HDL/LDL no fue diferente entre tratamientos (p > 0,05)
Sin embargo, se reportdé mayor concentracion de HDL en T4 (p< 0,05); la relacién
CT/HDL (indice aterosclerdético) tendio a ser menor (0,072) en las dietas suplementadas
con HCM (T2 y T4). No se observé modificacion en la morfometria intestinal (largo,
ancho y profundidad de las criptas). En conclusién, estos resultados sugieren que la HCM

podria incidir en el perfil lipidico de los ratones, sin modificar parametros somaticos.

Palabras claves: Grasa abdominal, harina de cascara de mango, obesidad, polifenoles,
ratones CD1.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the HCM effect (mango peel flour, Mangifera
indica L) on abdominal obesity, lipid profile and morphometry of the intestinal
epithelium. The experiment was carried out in the Agricultural Laboratories of the
Technical University of Manabi in 28 male CD1 mice, weighing 25 to 30 grams. The
mice were randomly distributed and received the food corresponding to the following
treatments Conventional (T1), conventional + 4% HCM (T2), hyper fat (T3) and hyper
fat + 4% HCM (T4) diets for 16 consecutive weeks. After the experimental period, the
mice were previously sacrificed overnight fasting, with an intraperitoneal (IP) injection
of a mixture of xylazine (25 mg / Kg) and ketamine (150 mg / Kg), blood samples were
obtained by exanguination (1 to 1.5 ml), which are used for the analysis of the lipid profile
and blood glucose by spectrophotometry. Abdominal fat, liver and heart were extracted
from each experimental unit and the relative weight of these organs was calculated. In
addition, jejunum and duodenal samples will be taken, these samples were preserved in
10% formalin of general staining of hematoxylin and eosin in paraffin sections. The
results were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA), Completely Random Design
(DCA) with 2x2 factorial arrangement and the Tukey mean comparison test (p <0.05).
The results obtained were: higher food consumption in T1, while the highest caloric
intake, abdominal fat deposition and final weight were detected in the treatments that
received a hyper fat diet (p <0.05). The relative weight of the liver is not different between
treatments (p> 0.05), while the relative weight of the heart is lower in T3 in relation to
the remaining treatments (p <0.05). In addition, the serum concentration of glucose, total
cholesterol, triacylglycerol, LDL and the HDL / LDL index was not different between
treatments (p> 0.05). Additionally, the serum concentration of glucose, total cholesterol,
triacylglycerol, LDL and the HDL / LDL index was not different between treatments (p>
0.05). However, a higher concentration of HDL in T4 (p <0.05) was reported; the CT /
HDL ratio (atherosclerotic index) tended to be lower (0.072) in diets supplemented with
HCM (T2 and T4). Modification in intestinal morphometry (length, width and depth of
crypts) is not modified. In conclusion, these results suggest that HCM could influence the

lipid profile of mice, without modifying somatic parameters.

Keywords: Abdominal fat, mango peel flour, obesity, polyphenols, CD1 mice.
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l. INTRODUCCION.

La obesidad, definida como una acumulacién anormal o excesiva de grasa en los tejidos
adiposos, se ha convertido en un problema de salud publica en paises desarrollados y en
desarrollo (Asyifah et al., 2014), al asociarse con enfermedades metabdlicas como
dislipidemias: altos niveles de triacilgliceroles, y de lipoproteinas de baja densidad
(LDLc), bajos niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDLc), resistencia a la insulina,
hipertension y obesidad abdominal (Kaur, 2014). Estas enfermedades conforman el
Sindrome Metabdlico (SM), incrementando el riesgo de padecer diabetes y enfermedades
cardiovasculares (AMPERC, 2007), que junto a otras enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT) causan aproximadamente el 71% de las muertes a nivel global, el
85% de ellas, prematuras (entre los 30 y 69 afios) en paises de ingresos medios o bajos
(WHO, 2018).

La inclusién dietaria de frutas y verduras se relaciona con reduccién del riesgo de las
ECNT (Serna et al, 2014). En este contexto, los subproductos del mango presentan
efectos, antinflamatorios, antiobesidad, hipoglucemiantes, antidiabetes, antibacteriano y
antihipercolesterolémicos (Wall et al., 2014). Asi, la cascara del mango es fuente de
bioactivos como carotenoides, vitaminas C y E, fibra dietética enzimas y polifenoles
(Gutierrez, 2017) como mangiferina, y quercetina, (Burton et al, 2017), que al interactuar
con el metabolismo de carbohidratos y lipidos contribuyen a la prevencion de desérdenes

metabdlicos y procesos inflamatorios relacionados con la obesidad (Burton et al, 2017).

Por otra parte, la absorcién de nutrientes en el organismo que ocurre principalmente en el
intestino delgado (Garcia , 2007), se correlaciona con su superficie de &rea, determinada
por las vellosidades intestinales (Megias, 2019). Se ha observado resultados
inconsistentes respecto a la accion de los polifenoles sobre la morfologia de vellosidad
intestinal en aves y cerdos, variando en funcidon de la seccién de tracto intestinal evaluada
y del alimento suministrado como fuente de polifenoles: orujo de manzana, orujo de uva
o0 concentrados del orujo de uva y residuos de lupulo (Vivero et al, 2011). Ya que existe
escasa informacidn al respecto, el presente estudio pretende evaluar el efecto de la harina
de cascara de mango (Mangifera Indica L) sobre la obesidad abdominal, parametros

bioguimicos y morfometria de vellosidades intestinales en ratones CDL1.
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II.  ANTECEDENTES.

Los principales bioactivos de la cascara de mango son polifenoles como mangiferina,
quercetina y kaempferol, la concentracion de polifenoles es 5 y 10 veces superior a la
reportada en la pulpa y semillas, respectivamente. La cascara de mango también es rica
en isoprenoides, a-tocoferol, luteina, mangiferina, antocianinas y vitaminas E y C.
Mientras el contenido de fibras fluctta entre 40,6% a 72,5% (Ruales et al, 2018) las
cascaras de diferentes variedades de mango contienen pectina de alta calidad (Sumaya et
al., 2012), contribuyendo a la prevencién y el tratamiento de trastornos metabolicos
(Devalaraja et al, 2010)

Se ha informado que la suplementacion con jugo de mango redujo la ganancia de peso, el
indice de masa corporal, grasa visceral, colesterol total, LDLc y niveles de glicemia en
ratones alimentados con una dieta rica en grasas, en comparacion de aquellas inducidas a
obesidad y que no recibieron dicha suplementacion (Natal, 2016). Se ha evidenciado que
la mangiferina (MGF) mejora las anomalias y trastornos metabolicos en modelos
animales y humanos (Vladimora, 2016) y que los polifenoles de mango (arbol, hojas y
diversas partes de la fruta tienen efecto anti adipogénico (Ramirez et al, 2017), reducen
la inflamacion intestinal (Talcott et al, 2018). También se ha informado de la accion
antidiabética y antihiperlipidémica de mangiferina en ratas diabéticas (Muruganandan et
al, 2005).

Por otra parte, se ha obtenido que productos derivados de uva, rico en polifenoles
incrementan la relacion altura de vellosidades: profundidad de criptas en el yeyuno de
pollos parrilleros (Viveros et al, 2011). En contraste, se ha informado que el orujo de uvas
tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de las vellosidades intestinales en cerdos
destetados (Sehm et al, 2007), mientras Fiesel et al (2014) no hallo influencia del extracto
de uvas sobre la relacion altura de vellosidades: profundidad de criptas en el duodeno o
yeyuno de cerdos. Asi mismo Bernuy et al (2018) reportan similitud en la
histomorfometria de las vellosidades intestinales de ratas suplementadas con quinua,

como fuente de polifenoles, y el tratamiento control.
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lIl.  JUSTIFICACION.

La presente investigacion procura valorar la inclusion dietaria de harina de céscara de
mango (Mangifera indica L) sobre la deposicion de grasa abdominal, perfil lipidico y
glicemia en ratones, puesto que la alteracion de estos indicadores se asocia con elevadas
tasas de morbilidad y mortalidad en la poblacion.

La basqueda de encontrar un medio alternativo que genere productos que puedan
utilizarse para combatir problemas metabdlicos, usando fuentes naturales es
trascendental, uno de ellos es la cdscara de mango, con alta bioactividad y posiblemente
con menor tendencia a inducir efectos secundarios perjudiciales, con la finalidad de
reducir costos y mejorar la salud animal.

Adicionalmente, un probable efecto de los bioactivos presente en el mango sobre la
histomorfometria de las vellosidades intestinales se relaciona con una restauracion de este
en menor tiempo Yy contribuiria a mejorar la digestibilidad de nutrientes.

Estos aspectos son importantes en paises como Ecuador, cuya poblacion aun atraviesa
una etapa de transicion nutricional, observandose cuadros de desnutricion asociada con
una pobre absorcidn de nutrientes. Simultaneamente la poblacion manifiesta al menos
parcialmente como resultado de los habitos dietarios, enfermedades como obesidad,
diabetes y eventos cardiovasculares, que tradicionalmente se atribuyeron a sociedades de
altos ingresos econdémicos.

Ya que la informacion respecto a los efectos de harina de cascara de mango sobre el
metabolismo lipidico, glucidico y la histomorfometria intestinal es muy escasa, los
resultados en este estudio podrian al menos parcialmente, contribuir a la salud de la

poblacion.
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V. OBJETIVOS.

IV.1. Objetivo General.

Evaluar el efecto de la harina de cascara de mango (Mangifera Indica L) sobre la obesidad
abdominal, parametros bioquimicos e histomorfometria del epitelio intestinal en ratones

CD1 alimentados con dietas hiperlipidicas.

IV.2. Objetivos Especificos.

e Determinar la influencia de la harina de cascara de mango, sobre el indice de grasa
abdominal en ratones alimentados con raciones hiperlipidicas.

e Valorar el perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total, LDLc, HDLc) y
concentracion de glucosa en ratones alimentados con raciones hiperlipidicas y
suplementados con harina de cascara de mango.

e Evaluar la histomorfometria de las vellosidades intestinales en ratones tras el
suministro de raciones hiperlipidicas y la suplementacién con harina de cascara

de mango.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La cascara de mango es un subproducto importante y poco aprovechado, constituye el 15
al 18% del peso total de la fruta; un porcentaje minimo se utiliza para la fabricacion de
concentrados, mientras que la mayor parte termina siendo una fuente de contaminacién
ambiental, a pesar de sus multiples efectos biologicos de importancia para la salud
humana y animal. Una de las principales causas de muerte a nivel mundial es la obesidad,
debido al aumento en la ingesta de alimentos con altos contenidos de grasas, lo que se
asocia con enfermedades como dislipidemias, higado graso, diabetes y enfermedades
cardiovasculares; que determinan altas tasas de morbilidad y mortalidad en la poblacion.
Por ello el consumo de frutas y verduras como el mango, fuente de polifenoles, fibra
dietética y otros compuestos bioactivos, contribuirian a un posible efecto sobre la
morfometria del epitelio intestinal, prevencion de desérdenes metabdlicos y procesos
inflamatorios relacionados con la obesidad. Con estos antecedentes, se ha planteado
suplementar una dieta con céascara de mango en ratones alimentados con una dieta
hipergrasa, con la finalidad de evaluar el volumen de grasa abdominal, perfil lipidico,

glicemia y morfometria de las vellosidades intestinales.
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VI. HIPOTESIS.

La suplementacién con harina de cascara de mango ejerce un efecto anti adipogénico y
anti aterosclerético en ratones alimentados con una dieta hipergrasa, y favorece el

desarrollo de la vellosidad intestinal.
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VIl. MARCO REFERENCIAL

V11.1 Ratones albinos (Mus musculus)

Son individuos manejado con frecuencia en diversas investigaciones, ya que se
reproducen con facilidad, tiene un tiempo de fecundacion corta, y dispone de razas puras
(Navarro, 2005). Dentro de las ventajas de su uso como animales de laboratorio; se ha
destacado su facil cuidado y mantenimiento, eficiencia reproductiva y caracteristicas
especificas (Fuentes et al, 2008), que sirven como herramienta en el estudio del efecto de
dietas hipergrasas y por ende el desarrollo de la obesidad (Wang et al, 2012). Por otra
parte, la dificultad para recoger muestras sanguineas abundantes y para la diseccion de
los vasos de mediano y pequefio volumen han sido catalogadas como principales

desventajas, en el uso como animales de laboratorio (Navarro, 2005).

VI1.1.1 Caracterisitcas de los ratones

Los ratones se aturden por sonidos de muy alta frecuencia, por lo que es importante tener
cuidado con el instrumental a utilizar (Cedefio, 2013). Por su tamafio son susceptibles a
cambios ambientales, aspectos que son rigurosamente controlados para favorecer su
manejo (Pallares, 2009), la alimentacion esta basada en una mezcla de nutrientes,
determinados segun el estado fisiolégico del animal, principalmente durante el periodo
de oscuridad. (Rivera, 2015). Su metabolismo lipoproteico se asemeja a la rata, (Navarro,
2005). Los valores de perfil lipidico y niveles de glucosa son primordiales para el
desarrollo de numerosas lineas de investigacion, especialmente estudios de obesidad,
diabetes, dificultades nutricionales y otras enfermedades ligados a cambios metabdlicos
(Fuentes et al, 2008). Dentro de los valores referenciales del perfil bioquimico, del género
antes mencionado, expresados en mg/dL se encuentran : Glucosa 146.55 mg/dl (+34.12),
triglicéridos (TG) 11.80 mg/dl (x33.13), Colesterol Total 64.69 mg/dl (+14.76), HDL
29.61mg/dl (£9.47) y LDL 25.48 mg/dl (£6.35) (Fuentes et al, 2008).

VI1.2 El mango, Mangifera indica L.

Es una de las frutas tropicales que se destaca por su sabor y aroma (Ramirez et al, 2017),

aporta sustancias con alta capacidad antioxidante (CAOX) y actividad antiproliferativa
(AAP) (Wall et al, 2014).

Uno de los compuestos que pueden dar un valor adicional a este fruto son los
antioxidantes naturales, considerablemente distribuidos en los alimentos vegetales

frescos y subproductos como la cascara de mango (Maldonado et al, 2016).

23



Dentro de los componentes que hacen del mango una fruta sabrosa se encuentran
carbohidratos, acidos organicos, fibra dietética, y vitaminas C, junto con otras vitaminas
y minerales (Burton et al, 2017). El aprovechamiento industrial del mango se ha basado
comunmente en la obtencion de la pulpa; su parte comestible representa un 33% a un 85%
aproximadamente de la fruta fresca, mientras que la cascara y la semilla figuran un 7% a
24% y de 9% a 40%, respectivamente (Barreto et al, 2017). La cascara es una excelente

fuente de fibra dietética y de compuestos fendlicos (Devalaraja et al, 2010).

VI11.2.1 Harina de cascara de mango

Desde el punto de vista nutricional, la harina de cascara de mango es rico en fibra dietética
suscitando un equilibrio entre fibra dietética soluble (FDS) 14,3% vy fibra dietética
insoluble (IDF) 13,8%. EI contenido de polifenoles solubles en la harina de mango, es de
Img /dL y pareciera estar absorbidos en el tracto digestivo, produciendo efectos

sistémicos (Bello et al, 2011).

V11.2.2 Polifenoles y mangiferina

En funcion a su contenido los polifenoles pertenecen al grupo més grande de fitoquimicos
de los vegetales (Young et al, 2011), son compuestos naturales derivados del
metabolismo secundario de las plantas, siendo especificos a determinados productos. La
mangiferina es un polifenol natural, que se puede encontrar en muchas especies de
plantas, incluidas en el arbol de mango (Mangifera indica) (Matkowski et al, 2013), entre
sus efectos se menciona el incremento a la utilizacion de glucosa por parte de células 3T3-
L1 (Asyifah et al, 2014), mejora las anomalias y trastornos metabdlicos en modelos
animales y humanos (Vladimora, 2016). En tanto que un conjunto de polifenoles
asistentes en las hojas, inhibe la biosintesis de triglicéridos in vitro (Asyifah et al., 2014),
tiene efecto anti adipogénico (Ramirez et al, 2017) y reducen la inflamacion intestinal
(Talcott et al, 2018).

VI11.2.3 Fibra dietética

El contenido de fibras del mango fluctla entre 40,6% a 72,5% (Ruales et al, 2018). Se
clasifica en dos fracciones; la soluble y la insoluble, la primera es fermentada en el colon,
puede formar geles viscosos en el tracto intestinal promoviendo la disminucién del
colesterol y glucosa en sangre (Cruz et al, 2015), mientras que la segunda aumenta el
volumen de las heces., promoviendo efectos fisioldgicos beneficos para la salud

hipoglucemiante, hipocolesterolemia e hipotrigliceridemica. Del total de fibra ingerida en
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la dieta, aproximadamente el 20 % es soluble mientras que el porcentaje restante

pertenece a la fibra insoluble (Fernandez , 2010)

VI11.3 Obesidad

Esta asociada a dislipidemias, estrés oxidativo, inflamacion y alteracion en la expresion
de los genes (Ambulay, 2015). Es el desequilibrio prolongado entre el consumo y el gasto
de energia. Roedores de algunas especies, manifiestan un elevado aporte de grasa corporal
como respuesta a dietas hipergrasas (Speakman et al, 2008). Basicamente, el excesivo
acumulo de grasa en higado puede ser consecuencia del aumento de la sintesis grasa o
reduccion de su salida en forma de VLDL (lipoproteina de muy baja densidad) (Ayala et
al, 2008).

Animales alimentados con dietas que difieren en el tipo de grasa, manifiestan diversos
efectos sobre el perfil lipidico (Poveda et al, 2005). Entre ellos el aumento en la
concentracion de los niveles de triglicéridos, disminucion en los niveles de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL-c) y valores levemente elevados de las lipoproteinas
de baja densidad (LDL-c) (Moliné et al, 2014)

La glucosa es uno de los principales parametros del estado metabdlico en los mamiferos
(Figueroa et al, 2016). Las HDL-c en cambio, constituyen una de las importantes familias
de lipoproteinas asistentes en el plasma sanguineo. (Ribas, 2015), asi altos niveles de
HDL-c, (High Density Lipoprotein), lipoproteinas de alta densidad, han sido considerado
como factor ateroprotector y de mejor pronostico frente a la presencia de enfermedades
arterioesclerdtica y cardiovascular (Mendoza et al, 2016), mientras que bajos niveles de

c-HDL representan un elemento de riesgo (Ribas, 2015).

Por otra parte, el colesterol desempefia funciones estructurales y metabdlicas. Presente en
el organismo, se obtiene especialmente de dos fuentes (Maldonado et al, 2012); de la
dieta (colesterol exdgeno), los lipidos son trasladados desde el intestino hasta el higado y
hacia otros tejidos, en el cual aproximadamente del 95% al 98% son triglicéridos y el
porcentaje restante son fosfolipidos y colesterol; mientras que en la sintesis enddgena
(colesterol enddgeno) los lipidos que son sintetizados en el higado, son transportados

hasta los tejidos. (Solorzano, 2018).

Desde el punto de vista fisiologico se ha considerado al higado y al intestino, como
organos trascendentales en la homeostasis del colesterol, siendo el higado el principal.

Estudios han evidenciado que la secrecion directa de colesterol desde la sangre al
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intestino, juegan un papel importante en la eliminacion a través de las heces (Cofan, 2014)
ejerce efectos reguladores importantes, como inhibicion de la sintesis de colesterol y

expresion de receptores para las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Ros, 2006).

En estudios experimentales con animales de forma convencional, se utiliza a los de sexo
macho, ya que la conducta a ciertos parametros a lo largo del tiempo, tiene menos
fluctuaciones debido a que estos no presentan estados fisiolégicos como el ciclo estral,
gestacion y la lactancia, en los que diversos cambios hormonales provocarian ajustes en

el metabolismo (Figueroa et al, 2016).

VI1.4. Histomorfometria

La funcion principal del intestino es lograr una adecuada incorporacion de nutrientes al
organismo, llevandose a cabo a través de procesos de digestion y absorcién (Garcia et al,
2007). Los enterocitos son las células responsables de este proceso, gracias a la
especializacién de las vellosidades intestinales (Megias et al, 2019). El estudio
morfométrico de cada segmento comprende la altura de las vellosidades, la profundidad

de las criptas, y el grosor del epitelio (Martinez et al, 2012)

VI1.5. Higado graso

Los acidos grasos libres circulantes, proceden principalmente de la lipdlisis del tejido
adiposo y son el primordial sustrato de combustible para todos los tejidos, a excepcion
del cerebro. Sin embargo, en humanos representa la principal fuente de grasa hepatica y
estan implicados en la patogenia de diferentes trastornos metabolicos asociados con la

resistencia a la insulina (Petta et al, 2016).

VI1.5.1. Esteatosis

Es la acumulacion anormal de grasa, en el citoplasma de células parenquimatosas como
en los hepatocitos (Fernandez, 2015), en forma de vacuolas lipidicas de tipo
microvesicular o macrovesicular (Buqué et al, 2008). Se asocia con un estado de
resistencia a la insulina y obesidad y por ello ligado, como factor de riesgo, al sindrome
metabdlico (Gil et al, 2017). Los lipidos almacenados en el TAB que fluyen al higado
como AGL, los sintetizados en el higado mediante la lipogénesis de novo y los AG
procedentes de la dieta, son las fuentes lipidicas que, en condiciones fisiologicas,
contribuyen a formar la grasa hepéatica en un individuo sano (LoOpez et al, 2013). En los
hepatocitos, estas grasas se esterifican a triglicéridos, liberados a la sangre como

particulas VLDL. Por lo tanto, el aumento de acidos grasos que alcanza el higado por la
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vena porta, el incremento de la lipogénesis de novo o la secrecion de triglicéridos en forma

de VLDL son la base de la aparicidn de esteatosis hepatica (Gil et al, 2017).

VI1.5.1.1. Indice de actividad histoldgica de la esteatosis
La extensién de la esteatosis se evalla semicuantitativamente, diferenciandolo del

siguiente modo:

e Grado 0 o sin esteatosis, < 5% con ausencia de inflamacion.

e Grado 1 o esteatosis leve cuando el porcentaje de macrovesiculas de grasa es <
33% y presentan inflamacién portal leve.

e Grado 2 o esteatosis moderada, del 33 al 66%, se ostentan inflamacion portal leve
a moderada

e Grado 3 o esteatosis intensa cuando ocupa > 66%. del lobulillo hepético, se

muestra inflamacion lobular y portal mayor al grado 2 (Carrillo et al, 2011)
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ViIl. METODOLOGIA

VI11.1. Métodos a utilizar

Tipo de estudio
En el estudio experimental, se evaluo la inclusion de harina de cascara de mango con
dosis del 4% de HCM sobre parametro lipidicos (perfil lipidico sanguineo), grasa
abdominal) y morfometria del epitelio intestinal en ratones CD1.

Ubicacion.

Se desarrollé en las instalaciones de los Laboratorios Agropecuarios de la Universidad
Técnica de Manabi, dependencias ubicadas en el Km 14, Via Santa Ana, parroquia

Lodana, Manabi.
El experimento constd de las siguientes etapas:

1. Adaptacion de los animales experimentales y evaluacién semanal de peso y
residuos del alimento.
2. Sacrificio y manejo de muestras de tejido adiposo abdominal, y porciones del
intestino delgado (duodeno, yeyuno).
3. Andlisis de laboratorio (perfil lipidico y andlisis histopatoldgico)
Duracién del trabajo.

La investigacién tuvo una duracion de 28 semanas distribuidos de la siguiente forma:

Etapas del proyecto Semanas
Adquisicién de materiales, equipos e 2
INsumMos

Adaptacion de los animales 1
experimentales

Trabajo experimental 16
Estudio de laboratorio 2
Tabulacién de datos 2
Redaccion del informe final 4
Sustentacion de Tesis 1
Total semanas 28
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Condiciones Ambientales
Los parametros ambientales fueron monitoreados utilizando un termohigrometro (marca
ACURITE, modelo 020875B). La temperatura del laboratorio se mantuvo entre los 23 a
26 ° C y la humedad relativa entre 72 -90 %.

Equipamientos Utilizados.

Los ratones se alojaron en jaulas metélicas; con una dimensiéon de 21 x 17 x 30
centimetros. Asi mismo se utilizaron dos balanzas digitales de 5kg+1.0g, marca CAMRY
modelo EK5055 en la elaboracion de las dietas experimentales segln cada tratamiento,
en tanto que el pesaje de los ratones, grasa abdominal, gonadal y peri renal; corazon,
riflones e higado se la realizd con una balanza analitica, al igual que para la obtencion de
datos post mortem se requirié contar con equipos de diseccion y una balanza digital de
100g x 0.01g, marca DigiwEIGH, modelo DW100AS.

Animales Experimentales.
Veintiocho (28) ratones machos de la linea CD-1, de 10 semanas de edad, con un peso de

25 gramos, adquiridos del Bioterio del Instituto Nacional de Salud Publica (INSPI).

Manejo general del Alimento

El mango se obtuvo en el comercio local se seleccionaron frutos en estado de madurez
comercial, se procedié a retirar la cascara de la pulpa, para luego lavarla, deshidratarlas a
41 a 43°C, y finalmente realizar el proceso de molienda, con un molino marca IKA,
modelo MF 10 Basic.

Se suministro agua y alimento durante los periodos de adaptacion y experimental.
Raciones

En la etapa experimental se utilizd el alimento balanceado, al cual se le incluy6 4 % de
HCM. Para la formulacion de las raciones se consideraron los valores nutricionales de los

insumos Yy los requerimientos nutricionales de los ratones.
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Composicion de la dieta, se expresa en el cuadro # 1 (Ver valor nutricional de tratamientos anexo # 6,7, 8 y 9)

Cuadro 1. Composicion del alimento para ratones.

Composicion del alimento (%) T1 T2 T3 T4
Maiz 68,00% 62,95% 36,25% 31,25%
Torta de soya 26,00% 26,8% 31,3% 32,00%
Manteca de cerdo 3,55% 3,8% 30,00% 30,3%
Carbonato de calcio 0,7% 0,7% 0,7% 0,7%
Cloruro de sodio 0,1% 0,1% 0,2 0,2
DL-Metionina 0,2% 0,2% 0,4 0,4

Pre mezcla 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
Fosfato bicalcico 1,35% 1,35% 1,35% 1,35%
HCM 0 4% 0 4%
Total (%0) 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
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VI1I1.2. Tratamientos

Posterior al periodo de adaptacion, los ratones (unidades experimentales) se distribuyeron

aleatoriamente en cada una de las jaulas de acuerdo al tratamiento asignado, en

dependencia de la funcion de cada dieta. Cada tratamiento constd de siete repeticiones,

considerando cada unidad experimental como una repeticion.

Los Tratamientos utilizados fueron:

1
2
3.
4

Tratamiento 1: Dieta convencional, 0% HCM

Tratamiento 2: Dieta convencional, 4% HCM

Tratamiento 3: Dieta hipergrasa 0% HCM

Tratamiento 4: Dieta hipergrasa 4% HCM

Peso de los ratones. Se registr6 al momento de iniciar el experimento y
semanalmente.

Consumo de alimento. Se monitored diariamente, pesando el alimento a ofrecer
a los ratones. De la misma forma, se recolecto y peso los residuos y desperdicios
de alimentos brindados el dia anterior

Manejo y sacrificio

A las 16 semanas y posterior ayuno nocturno de 12 horas, se procedié con la
eutanasia de las unidades experimentales, con una inyeccion intraperitoneal (IP)
de una mezcla de xilazine (25 mg/Kg) y ketamina (150 mg/Kg). Mediante
exanguinacion se extrajo una muestra de sangre (entre 1y 1.5 ml), que se colocé
en tubos de ensayo sin antiguagulante, con la finalidad de realizar los analisis
bioquimico correspondientes. Los protocolos utilizados en esta investigacion
fueron aprobados por el Comité de Bioética Institucional de la Universidad
Técnica de Manabi N° UTM 11 2018-011-OF (Ver resolucion anexo 10).

VI11.3. Valoracion post mortem

31

Toma de muestras y peso de drganos. Se registré el peso de los ratones antes
del sacrificio y posterior al mismo, se retir0 y se peso la grasa abdominal, corazén
e higado.



VI111.3.1. Analisis de laboratorio

Bioquimica sanguinea

Las concentraciones séricas de colesterol total (CT), lipoproteinas de alta densidad
(HDLc), lipoproteinas de baja densidad (LDLc) y triacilgliceroles se determiné a acorde
a lo sefialado por (Navidshad et al, 2010). El suero se obtuvo utilizando una centrifuga
marca CLAY ADAMS, modelo 420225 a 3000 rpm por 10 minutos para posteriormente
ser procesada en un espectrofotémetro: Analizador semi automatico de Bioquimica PKL
PPC 115, empleando micropipetas accumax FA (5- 10-20-50 UL), micropipetas accumax
VA (300-600 UL), reactivos HDL colesterol directo y LDL colesterol directo 40 ML
(LINEAR), colesterol total, triglicéridos y glucosa (Biotécnica).

VI11.4. Morfometria del intestino delgado e histologia de higado

Para las muestras de intestinos se toma una porcién del duodeno y de yeyuno del intestino
de siete ratones por tratamientos. De igual forma se obtuvo muestras de tejido hepatico,
que se conservaron en formol neutro al 10%. Para el analisis histolégico las muestras
fueron procesadas por la técnica clasica de inclusién y cortes en bloques de parafina y se

colorearon con hematoxilina y eosina.

En el estudio morfométrico se analizaron 10 vellosidades intactas de cada segmento.

Considerando los siguientes parametros:

e Altura de las vellosidades. Desde la base de las vellosidades hasta el vertice de
la misma.

e Grosor de las vellosidades. Desde el punto medio de las vellosidades a partir de
la medida de la longitud de la vellosidad.

e Profundidad de la cripta. A partir de la base de la cripta hasta la altura de la

vellosidad.

VI11.5. Anélisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedios + Desviacion Estandar e intervalos de
confianza (1.C) de 95% y fueron analizados mediante Analisis de Varianza (ANOVA),
utilizando el Disefio Completamente al Azar con arreglo factorial 2x2. La homogeneidad
de varianza de los tratamientos se determin mediante la prueba de Levene y normalidad
de los datos mediante la prueba de Anderson-Darling. Se considerd diferencias

significativas cuando el valor de p fue inferior al 5% (p < 0,05). Adicionalmente se realiz
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la comparacion entre medias de tratamientos utilizando la prueba de Tukey (p < 0,05).

Los resultados se procesaron con el paquete estadistico Minitab version 16,0.
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V1I1.6. Materiales, Equipos, Insumos y Reactivos

e Materiales
Comederos
Bebederos
Hoja de bisturi caja x 100 (1 caja)
Alambres
Cernidero
Papel (cama y recolectar residuos)
Cuaderno de registros
Playo
Bandejas de plasticos
2 lavavajillas
Tarrinas
Cucharas de aluminio
4 recipientes de pléastico
Fundas de ziploc
Punta P7Pipeta Amarilla
Jeringas de insulina
Frascos recolectores de orina
3 bidones con agua
Tacho basura
Vitrina
Fundas de basura
Escoba
Trapeador
Pizarron
Escritorio
Recolector de basura
Desinfectante
Mandil
Esfero
Marcadores

Guantes de examinacion médium (8 cajas)
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Tubos de ensayo 80mm

e Equipos
Higrotermometro
Gradillas pléasticas
Analizador semi automaético de Bioquimica PKL PPC 115
Molino marca IKA, modelo MF 10 Basic.
Jaulas metélicas
Balanzas digitales de 5kg+1.0g, marca CAMRY modelo EK5055
1Balanza digital TSCALE Gramera (Modelo LB-1000 de 1000 g +0.1g
Micropipetas accumax FA-5VOL 5UL
Micropipetas accumax FA-10 VOL 10 UL
Micropipetas accumax FA-20 VOL 20UL
Micropipetas accumax FA-50 VOL 50 UL
Micropipetas accumax VA-300 VOL UL
Micropipetas accumax VA-600 VOL UL
Aire acondicionado
Extractor de aire

e Insumos
Harina de cascara de mango
Harina de Maiz
Torta de Soya
Manteca de cerdo
Fosfato bicalcico
Carbonato calcio
Cloruro de sodio
Pre mezcla (vitaminas y minerales)
Metionina

e Reactivos
Formol
Colesterol HDL-LDL
Glucosa

Triglicéridos
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IX. RESULTADOS

Los valores del peso semanal, consumo de alimento e ingesta caldrica de los grupos

experimentales, se aprecian en los Cuadro 2,3y 4.
Peso semanal de los ratones

El peso inicial de los ratones no fue diferente entre tratamientos (p= 0.875), sin embargo
al dia 115 el peso promedio de los tratamientos T3, T4 fue superior a T2, mientras que el
peso de este tratamiento fue similar al de T1. El efecto del peso se atribuye a la mayor

proporcion de grasa en el alimento.

Consumo de alimento semanal (en gramos).

El consumo de alimento fue menor en los tratamientos con alto contenido de grasa, lo que
significé mayor ingesta cal6rica en relacion a los tratamientos que recibieron una dieta
convencional; la suplementacion con HCM redujo la ingesta de alimentos en las dietas
convencionales, en contraste, en la dietas HG, la adicion de HCM increment6 el consumo
de alimento, estableciéndose una interaccion entre el contenido de grasa y el suministro
de HCM.

Consumo energético (en Kcal).

El consumo energético fue mayor al suministrar una dieta hipergrasa (T3 y T4). En las
dietas convencionales se observa que el consumo energético es inferior al suministrar
HCM. Estos efectos son atribuidos a la dosis de grasa e interaccion dosis de grasa x dosis
de HCM
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IX.1. Cuadro 2. Peso semanal por tratamientos (gramos)

Tratamientos P-VALOR
Experimento (dias) Tl T2 T3 T4 Dieta HCM Dieta*HCM
0 27.29+ 2.50 (a) 27.96+ 1.43 (a) 27.03+ 2.19(a) 27.94+2.72 (a) 0.875 0.364 0.888
7 26.59+ 2.76 (b) 27.24+ 2.20 (b) 30.16+ 2.9 (ab) 32.77+ 2.62(a) 0.000 0.113 0.335
14 30.83+ 6.21 (a) 27.59+ 3.28 (a) 32.27+2.91 (a) 32.77£ 2.62 (a) 0.039 0.376 0.230
21 34.06+4.18 (bc) 30.93+ 2.83 () 40.30+ 4.23 (ab) 44.67+ 5.97 (a) 0.000 0.715 0.035
28 34.06+ 3.88 (bc) 31.61+ 3.19 (c) 40.51+ 3.35 (ab) 42.30+ 6.97 (a) 0.000 0.852 0.238
35 35.37+ 4.14 (b) 34.89+ 3.32 (b) 43.54+ 4.67 (a) 45.73+ 8.00 (a) 0.000 0.667 0.514
42 39.39+ 5.39 (bc) 37.09+ 4.73 (c) 47.14+ 4.20 (ab) 48.93+ 8.91 (a) 0.000 0.912 0.384
49 40.26+ 5.73 (ab) 37.80+5.48(b) | 48.22* 6.05 (ab) 48.91+ 10.99 (a) 0.003 0.763 0.590
56 39.82+ 6.67 (b) 39.98+ 5.27 (b) 49.66+ 5.96 (a) 46.00+ 5.98 (a) 0.006 0.505 0.466
63 40.39+ 6.59 (ab) 37.77+ 6.12 (b) 49.30+ 7.06 (a) 49.75+ 5.67 (a) 0.000 0.671 0.548
70 40.70+ 6.33 (bc) 38.29+ 5.96 (C) 50.87+ 9.72 (ab) 51.92+ 4.93 (a) 0.000 0.804 0.530
77 42.10+ 6.86 (bc) 39.19+ 4.97 (c) 50.82+ 9.79 (ab) 52.86+ 6.56 (a) 0.000 0.875 0.377
84 42.86+ 6.27 (bc) 37.16+ 6.14 (c) 51.30+ 908 (ab) 53.84+ 6.7 (a) 0.000 0.567 0.143
91 43.27+ 6.00 (bc) 37.61+5.72 (c) 52.55+ 9.2 (ab) 54.80+ 8.63 (a) 0.000 0.560 0.183
98 42.73+ 5.69 (bc) 37.56 6.66 (C) 53.92+ 9.47 (ab) 56.91+ 8.42 (a) 0.000 0.690 0.188
105 43.21+ 6.7 (bc) 37.89+ 7.43 (c) 54.97+10.45 (ab) 57.59+ 7.75 (a) 0.000 0.668 0.216
112 45.40+ 6.66 (bc) 39.24+ 7.8 (c) 57.15+ 10.7 (ab) 59.20+ 6.88 (a) 0.000 0.515 0.199
Promedio 49.8+6.73 (ab) 43.3618.22 (b) 59.93+10.21 (a) 60.8+6.55 (a) 0.000 0.373 0.246

T1 (grupo control), T2 (grupo control + 4% de harina de mango), T3 (grupo hipergrasa), T4 (grupo hipergrasa + 4% de harina de mango), D (dieta). Los valores representan
el promedio + y la desviacién estdndar. El valor P representan las diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). Letras diferentes en las filas indican diferencias

significativas entre las medias de los tratamientos.
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I1X.2. Cuadro 3. Consumo semanal de alimento (gramos)

Tratamientos P-VALOR

Experimento (dias) Tl T2 T3 T4 Dieta HCM Dieta*HCM
7 451+ 0.29 (a) 4.54 +0.35 (a) 3.97 +0.32(b) 424 +4.241 (ab) | 0.006 0.276 0.390
14 4.37+0.27 (b) 422 +0.17 (a) 3.54 +0.31 (b) 4.07 +0.32(a) 0.000 0.077 0.003
21 5.36+ 0.23 (a) 5.13+0.33 (a) 3.87+£0.35 (b) 4.00+ 2.62 (b) 0.000 0.657 0.127
28 4.42 +0.43 (ab) 4.673 +£0.48 (a) 4.15+0.200 (ab) | 3.91+0.33 (b) 0.001 0.954 0.090
35 450+ 0.51 (a) 4.05+ 0.45 (ab) 3.45+0.37 (b) 3.60 £0.33 (b) 0.000 0.352 0.064
42 5.04+ 0.34 (a) 4.79 + 0.53 (ab) 4.21 +0.46 (b) 4.34%0.44 (b) 0.001 0.716 0.276
49 4.92 +0.50 (a) 4.60+ 0.64 (ab) 4.13+ 0.40 (b) 4.23+ 0.51 (ab) 0.007 0.588 0.296
56 4,77+ 0.37 (a) 4.36+ 0.85 (ab) 3.83 £ 0.47 (b) 4.32 +0.64 (ab) 0.044 0.878 0.062
63 5.01+0.37 (a) 4.89 + 0.60 (a) 4.36 + 0.37 (b) 4.68 + 0.45 (ab) 0.020 0.562 0.210
70 5.28 +0.32 (a) 4.93 + 0.53 (ab) 4.16+ 0.70 (b) 4.50 + 0.55 (ab) 0.001 0.976 0.106
77 5.18 £ 0.38 (a) 4.81 +0.56 (a) 451+ 0.78 (a) 4.62+0.72 (a) 0.085 0.603 0.324
84 5.22 +0.36 (a) 4.96 + 0.57 (a) 4.69 +0.61 (a) 4.68 +0.54 (a) 0.052 0.513 0.519
91 5.05 % 42 (a) 4.59 + 0.89 (ab) 3.96 £ 0.91 (b) 4.46 + 0.62 (ab) 0.040 0.942 0.0993
98 4.99 + 0.44 (a) 4.64 +0.81 (a) 4.21 +0.60 (a) 4.50 +0.34 (a) 0.064 0.987 0.196
105 5.18 +0.31 (a) 4.79 + 0.85 (ab) 4.15 + 0.62 (b) 4.22 +0.46 (b) 0.002 0.495 0.318
112 5.01+0.33 (a) 4.66 = 0.78 (ab) 4.13 +£0.48 (b) 4.17 £0.39 (b) 0.003 0.452 0.346
Promedio 4.92 +0.47 (a) 4.66 + 0.64 (b) 4.08 + 0.58 (d) 4.29 +0.53 (c) 0.000 0.622 0.000

T1 (grupo control), T2 (grupo control + 4% de harina de mango), T3 (grupo hipergrasa),T4 (grupo hipergrasa+ 4% de harina de mango). Los valores representan el promedio

+y la desviacion estandar. El valor P representan las diferencias significativas entre tratamientos (p=<0,05).
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1X.3. Cuadro 4.

Consumo energético (en Kcal).

Tratamientos P-VALOR
Experimento (dias) | T1 T2 T3 T4 Dieta HCM Dieta*HCM
7 15.85 + 1.02 (b) 15.39 + 1.12 (b) 1.91 + 1.56(a) 19.89 + 2.19 (a) 0.000 0.757 0.284
14 15.36:+ 0.94 (bc) 14.29 * 0.58 (c) 16.98 + 1.51 (b) 19.10 * 1.50 (a) 0.000 0.262 0.002
21 18.86+ 0.81 (a) 17.98 + 1.12 (a) 18.59 + 1.68 (a) 18.75 + 1.30 (a) 0.269 0.187 0.104
28 15.53 £ 1.50 (a) 15.41 £ 16.19 (a) 19.95 £ 0.95 (a) 18.35 + 1.55 (a) 0.000 0.243 0.089
35 15.84 + 1.81 (ab) 13.71 + 1.51 (b) 16.51 + 1.78 (a) 16.90 + 1.53 (a) 0.005 0.169 0.061
42 17.73 £ 1.19 (ab) 16.24 + 18.09 (b) 20.23 £2.20 (1) 20.34+ 2.07 (a) 0.000 0.335 0.265
49 17.30 £ 1.74 (ab) 15.60+ 2.18 (b) 19.83+1.91 (1) 19.83 +2.43 (a) 0.000 0.291 0.288
56 16.78 + 1.30 (ab) 14.76+ 2.89 (b) 18.40 + 2.25 (a) 20.24 +3.01 (a) 0.001 0.929 0.048
63 17.61 +1.30 () 16.57 £ 2.02 (b) 20.94 £ 1.78 (a) 21.96 +2.09 (a) 0.000 0.983 0.149
70 18.58 + 1.12 (ab) 16.72 + 1.81 (b) 19.99 + 3.37 (ab) 2111 + 2.57 (a) 0.004 0.680 0.110
77 18.20 + 1.32 (ab) 16.31 £+ 1.89 (b) 21.66 £ 3.76 (3) 21.68 £ 3.39 (a) 0.000 0.382 0.372
84 18.37 £ 1.28 (b) 16.82 + 1.94 (b) 22.5+2.92 (a) 21.97 +2.51 (a) 0.000 0.229 0.559
91 17.74 + 1.46 (ab) 15.54 + 3.03 (b) 19.02 + 4.38 (ab) 20.91 +2.92 (a) 0.010 0.898 0.096
98 17.35 £ 1.56 (bc) 15.73 £ 2.76 () 20.20 £ 2.88 (ab) 2112 £ 157 (a) 0.000 0.693 0.157
105 18.22 + 1.07 (ab) 16.24 + 2.88 (b) 19.93 + 2.99 (a) 19.22 + 0.46 (b) 0.002 0.495 0.318
112 17.01 + 0.33 (ab) 15.81 +0.78 (b) 19.86 + 0.48 (a) 19.57 + 639 (a) 0.001 0.195 0.341
Promedio 17.31 £ 1.64 (b) 15.81 £ 2.17 (c) 19.60 + 2.8 (a) 20.09 +2.48 (a) 0.000 0.023 0.000

T1 (grupo control), T2 (grupo control + 4% de harina de mango), T3 (grupo hipergrasa), T4 (grupo hipergrasa + 4% de harina de mango). Los valores representan el

promedio +y la desviacion estandar. El valor P representan las diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).
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1X.4. Datos post mortem

Los valores del peso final, longitud, el peso de grasa abdominal, el peso del higado, peso

del corazon, se muestran detallados en el cuadro 5.

Cuadro 5. Peso relativo de 6rganos y grasa abdominal.

Tratamientos P-VALOR

T1 T2 T3 T4 D HCM | D*HCM
PR grasa | 4.20+1.87 | 3.53+1.99 | 9.05+4.02 | 10.364+ 1.33 | 0.000 | 0.736 | 0.301
abdominal | (b) (b) (@) (@)
(%)
PR higado | 489+ 1.2 |4.62+0.35|3.94 + 1.75 | 3.87+1.87 (a) | 0.078 | 0.717 | 0.824
(%) (a) (a) (a)
PR 0.39+£0.04 | 0.41+£0.05 | 0.33+0.06 | 0.35+0.02 0.04 |0.225 | 0.950
corazon (ab) (@) (b) (ab)
(%)

PR (peso relativo), T1 (grupo control), T2 (grupo control + 4% de harina de mango), T3 (grupo hipergrasa), T4 (grupo

hipergrasa+ 4% de harina de mango), D (dieta). Los valores representan el promedio + y la desviacion estandar. El

valor P representan las diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05). Letras diferentes en las filas indican

diferencias significativas entre las medias de los tratamientos.

Respecto al porcentaje de grasa abdominal fue mayor en los tratamientos que recibieron

una dieta hipergrasa en comparacion a los que recibieron una dieta convencional T1y T2.

Estos efectos se atribuyen a la dosis de grasa en la dieta.

El peso del higado tendi6 a ser mayor en T1 y T2. De modo similar el peso relativo del

corazon fue mayor en T2 y menor en T3, este efecto también se atribuye a la dosis de

grasa en la dieta que incide en la deposicion de grasa en el organismo y en el peso

corporal, reduciendo el peso relativo de los 6rganos.
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IX.5. Perfil lipidico

Los resultados correspondientes al perfil lipidico se aprecian en el cuadro 6

Cuadro 6. Bioquimica sanguinea

Perfil lipidico por tratamientos P-VALOR
En mg/dL T1 T2 T3 T4 Dieta | HCM Dieta*HCM
Glucosa 81.63 +|8941 +|8535 +/91.92 +|059 |0.222 0.916

23.62 (a) | 7.63(a) |10.23(a) | 5.72 (a)

Colesterol 162.36 +|128.94 +|168.82 +| 167.0 = |0.13 |0.231 0.276

© 24.68 (a) | 42.91 (a) | 43.43 (a) | 34.74(a)

Triglicéridos | 70.05 +|59.83 +|8141 +|73.18 +|0.319 | 0.454 0.936

(TAG) 37.35(a) | 13.48 (a) | 45.78 (a) | 22.21(a)

HDL 27.77 +£|29.22 +|27.07 +|33.84 % |0.076 | 0.001 0.02
1.13(b) |1.61(b) |2.98(b) | 3.66 (a)

LDL * 69.39 +|24.15 +|40.69 +|2654 * 0.282
21.96 (a) | 17.95(a) | 42.96 (a) | 28.69 (a)

TAG/HDL |267 +£|217 +|3.07 +/|2153 +|0.7100.183 0.682
156 () |0.34(a) |[1.98(a) |0.56 (a)

HDL/LDL 0.394 + 1306+ |0.728 =+ |1.407 =* 0.180

0.35(a) |0.892(a) | 1.01(a) | 0.625(a)

CT/HDL * 508 +|470 +(6.28 +|501 +]0.8420.072 0.616
093(@) |124(a) |1.71(d) |1.34(a)

T1 (grupo control), T2 (grupo control + 4% de harina de mango), T3 (grupo hipergrasa), T4 (grupo hipergrasa + 4%
de harina de mango), Los valores representan el promedio + y la desviacion estandar. El valor P representan las
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

No se evidencid diferencias significativas entre tratamientos en la concentracion de
glucosa, colesterol total, triglicéridos, LDL y en el indice HDL/LDL. La concentracion
de HDLc fue mayor en T4 en comparacion a los tratamientos restantes, se la atribuye a la
dosis de harina de cascara de mango (p: 0.001). La relacion CT/HDL (indice

aterosclerdtico) tendi6 a ser menor en T2y T4 (p: 0.072)
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IX.6. Andlisis histopatoldgico

En el cuadro 8 se expresa la morfometria intestinal por tratamientos

Cuadro 7. Morfometria del epitelio intestinal (Duodeno)

Morfometria del epitelio intestinal P-VALOR
T1 T2 T3 T4 Grasa | HCM Grasa*HC
M

Altura de la|1086 +|0.818 +|0.784 +|0.852 +|0.188 | 0.319 0.104
vellosidad 0.39 (a) | 0.10(a) 0.14 (a) | 0.09 (a)

(AV)

Ancho de | 0.224 +|0.206 +|0.216 +|0.394 +|0.403 | 0.456 0.364
vellosidad 0.03 (a) | 0.02 (a) 0.07 (@) | 0.46 (a)

(LV)

Profundidad |0.424 +|0.466 +|0.406 £|0.432 +|0.330 |0.208 0.761
de la cripta | 0.04 (a) | 0.06 (a) 0.03 (a) | 0.09 (a)
(PC)

T1 (grupo control), T2 (grupo control + 4% de harina de mango), T3 (grupo hipergrasa), T4 (grupo hipergrasa+ 4%
de harina de mango), AV (altura de la vellosidades), LV (ancho vellosidades), PC (profundidad de la cripta). Los

valores representan el promedio + y la desviacion estandar. El valor P representan las diferencias significativas entre

tratamientos (p<0,05).

La histomorfometria de las vellosidades intestinales, muestran que no hubo diferencia

significativa entre tratamientos.
En el cuadro 9 se expresan las alteraciones observadas por tratamientos en el higado.

Cuadro 8. Histologia de higado

Tratamientos | Total de Proporcién P-VALOR
muestras
T1 4 0,5
T2 6 0,33
T3 4 1,00 0,4
T4 5 1,00
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T1 (grupo control), T2 (grupo control + 4% de harina de mango), T3 (grupo hipergrasa), T4 (grupo hipergrasa + 4%
de harina de mango). Los valores representan el promedio + y la desviacién estandar. El valor P representan las

diferencias significativas entre tratamientos (p<0,035).

La esteatosis hepatica, muestra que no hubo diferencia significativa entre tratamientos.
Aspecto histoldgico del higado en ratones CD1.

Fig.1: T1 con esteatosis leve H 'y E 400 x; Fig.2: T2 con esteatosis leve y muy discreta
vacuolizacion, H y E 400 x; Fig.3: T3 con Esteatosis severa, Hy E 400 x; Fig.4: T4 con
esteatosis severa, el acumulo de grasa es predominantemente macrovesicular H y E 400

X

Fig.1: TIR4 Fig.2: T2R1
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X. DISCUSION

El consumo excesivo de grasas y energia conlleva a efectos perjudiciales como: diabetes
mellitus tipo 2 (DM-2), aterosclerosis, lipotoxicidad, cancer, higado graso (Miguel et al,
2009), dislipidemia y disfuncion respiratoria, resistencia a la insulina, (Gonzalez et al,
2011), aumento de LDL, disminucién de HDL (Lozano, 2005), aumento del estrés
oxidativo y disfuncion endotelial (Rodriguez et al, 2009), convirtiéndose en un problema
de salud publica. En este sentido, los roedores y entre ellos los ratones, son ampliamente
utilizados en el estudio de estos problemas metabolicos (Wang et al, 2012).

Consumo de alimento

En la presente investigacion, el menor consumo de alimento de T2 en relacion a T1,
probablemente se deba a que la inclusion de HCM disminuya la palatabilidad del
alimento. Por otra parte, las altas dosis de manteca de cerdo posiblemente enmascaren el
sabor de la HCM; asi en T4 el consumo de alimento fue mayor a T3. Estos resultados
coinciden con lo reportado por Gutiérrez et al (1995), que informa disminucion del
consumo de alimento en ratas Sprague-Dawley alimentadas con una racion hipergrasa.
En contraste, otro estudio no encontré modificaciones en la ingesta de alimento en ratas
macho Wistar, al suministrar raciones hipercaloricos (Rios, 2011).

Ingesta caldrica

La ingesta de energia fue mayor en los tratamientos T3 y T4, con un menor consumo de
alimento, lo que concuerda con Flowers et al (2010), informa mayor consumo de energia
en ratones C57BL / 6 alimentados con una dieta alta en grasas, sin embargo contrasta con
lo informado por Barrientos et al (2014), quienes reportaron similar consumo energético
en ratas Wistar al recibir una dieta control con inclusion de glucosamina oral. La ingesta
caldrica incrementd en los tratamientos hipergrasas, a pesar de que el consumo de

alimento fue menor, la ingesta caldrica fue mayor.
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Peso

Se observo similitud de peso entre los tratamientos T1, T3 y T4, no obstante, el consumo
de una dieta hipergrasa en los dos ultimos tratamientos. Al respecto Akiyama et al (1996)
en ratas Wistar macho observaron mayor aumento de peso corporal en la dietas hipergrasa
en relacién a las dietas convencionales. Del mismo modo Poveda et al (2008), sefialaron
un mayor aumento de peso en ratas Wistar alimentados con dieta alta en grasa en
comparacion con el grupo que recibié una dieta convencional. Asi mismo, Flowers et al
(2010) reportan que dietas en las que el 60% de su aporte energético provenian de manteca
de cerdo, incrementan el peso corporal en ratones C57BL/6. Probablemente la similitud
en cuanto la media de peso entre T1 los tratamientos suministrados con una dieta
hipergrasa, se deba al mayor consumo de alimento y por tanto de energia por parte de T1.
Asi, el patron del consumo de energia es similar al del peso promedio de los tratamientos
en estudio. Del mismo modo, el menor consumo de alimento de T2 significé un menor
aporte energético que se tradujo en menor peso corporal.

Datos post morten

En este estudio se utilizd harina de cascara de mango fuente rica en compuestos activos
como los polifenoles, estos tienen el potencial de reducir el exceso de peso (Ghosh et al,
2012) y obesidad abdominal (Ibars et al, 2016), regular la concentracion de lipidos de la
sangre (Quifiones et al, 2012) y niveles de glucemia en diversos modelos animales
(Hanhineva et al, 2010), estos efectos son fundamentalmente resultado de propiedades
antioxidantes, en base a la facilidad de reducir la produccion de radicales libres e
inhibicion de enzimas.

Sin embargo en el presente estudio, la proporciéon de grasa abdominal fue mayor al
suministrar una dieta con alto contenido energético, observandose un comportamiento
similar al peso corporal y la ingesta caldrica, lo que se puede atribuir que la ingesta de
una dieta hipergrasa incrementa la cantidad de tejido adiposo e hipertrofia de los
adipocitos (Eisinger et al, 2014). Al respecto Diaz et al (2018) reportan que ratas Wistar
con acceso a dietas altas en grasas acumulan significativamente mas tejido adiposo,
coincidiendo con (Fengler et al, 2016), reporta obesidad en ratones CD-1 y (Paredes et
al, 2009) en ratas Wistar. Del mismo modo Barrientos et al (2014) informaron que los
depdsitos de grasa abdominal en relacién al peso corporal fueron mayores en los grupos
con consumo de dieta hipercalorico al 24% de manteca de cerdo, con respecto al grupo

control en ratas Wistar. EI mismo autor reporta que en el grupo que consumié una dieta
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hipercaldrica la grasa se relaciona positivamente con el aumento de peso y por ende con
el aumento de la cantidad de grasa abdominal (Barrientos et al, 2014).

En contraste, Medina et al (2017) informan que la suplementacion con té de hoja de
mango redujo la acumulacién de grasa abdominal en ratas Wistar alimentadas con una
dieta alta en grasas, a través de mecanismos en la regulacion de la expresién de factores
transcripcionales y enzimas asociadas con la adipogénesis. Del mismo modo Lucas et al
(2011), reportan la reduccion de la adiposidad relacionada con una dieta hipergrasa tras
la suplementacion de la dieta de ratones C57BL/6J con dos dosis (1% y 10%) de mango
liofilizado, resultado asociado con la reduccion en la concentracion de leptina presente
en el plasma

Analisis bioquimico

Un alto contenido de Colesterol total sérico y especialmente LDL-c son considerados
factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares, mientras que un alto nivel de
HDL-c; ejerce un efecto protector frente a estas dolencias (Ruiz et al, 2006). LDLc
infiltrado en el endotelio, tiende a oxidarse y formar LDLc oxidado (oxLDL), llevando a
la formacion de células espumosas (Ferreira et al, 2016), los macrdfagos participan en la
génesis, progresion, regresion y complicacion de la placas de ateroma (Carvajal, 2015)
que una vez activados producen y liberan especies reactivas de oxigeno (ROS), que
aumentara la oxidacién de las LDL (Echeverri et al, 2004), en tanto que el efecto protector
de HDL frente a la aterosclerosis radica en el transporte reverso del colesterol,
removiendo el exceso de colesterol de los macréfagos en la pared arterial, previniendo la
formacion de las células espumosas y el desarrollo de aterosclerosis (Gormaz et al, 2016).
En este estudio la concentracion de HDLc fue mayor en al suministrar una dieta con alto
contenido energeético (T4), lo que se puede atribuir que la suplementacién con HCM
mejora significativamente los niveles de HDL. El aumento de HDL en plasma se ha
considerado como factor protector para enfermedades cardiovasculares (Ikewuchi,
2009), ayuda a eliminar el colesterol de la sangre, lo que evita la acumulacién de grasa y
la formacidn de placa en los vasos sanguineos (Quesada, 2018). Al respecto Figueiredo
et al (2016), sefalaron un efecto significativo aumentando los niveles de HDL-c, en ratas
Wistar alimentada con una dieta a base de aceite de coco. Del mismo modo Gutiérrez et
al (2013), sefialaron un aumento significativo en los niveles de colesterol HDL en
humanos alimentados con dietas cetogénicas. En contraste, otro estudio Bernuy et al
(2018) reporta que los niveles de HDL no fue afectada significativamente por las dietas

alta en grasa, en ratas obesas. Asi la relacion del indice CT/HDL muestra si los niveles
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de HDL o colesterol bueno son suficientes para "manejar"” la carga total de colesterol
(Quesada, 2018).

En la relacion TAG/HDL (p: 0.183), HDL/LDL (p: 0.180) no mostro diferencias
significativas, sin embargo la relacion CT/HDL (indice aterosclerético) tendio a ser
menor en T2 y T4 a pesar de que no se observo diferencias significativas entre
tratamientos, al suplementar harina de cascara de mango en la relacion CT/HDL existe
una tendencia a reducir este valor (p: 0.072), en aproximadamente 20 y 21%,
independientemente si la dieta es convencional o hipergrasa, lo que probablemente
pudiera tener significancia clinica. Al respecto, los polifenoles presentes en la verbena
azul (Stachytarpheta jamaicensis L.), redujo el indice CT/HDL (ratio de riesgo cardiaco)
y la relacion entre la concentracion sérica de triglicéridos y nivel HDLc (indice
aterogénico) en conejos, efectos atribuidos a los flavonoides presentes en la infusion de
verbena azul (Ikewuchi ,2009).

La similitud en la concentracién de glucosa, colesterol y triglicéridos total fueron
similares entre los tratamientos de este estudio. Fengler et al (2016) no observaron
diferencias en el almacenamiento de TG en tejido adiposo subcutaneo de ratones CD-1
alimentados con dieta grasas, en contraste con Ayala et al (2008), que reportan un
incremento en la masa grasa total, niveles circulantes de leptina, insulina y niveles de
triglicéridos del consumo de alimento en ratones C57BL/6J alimentados con una racion
hipergrasa, probablemente se deba a que la cepa utilizada (CD-1) este protegida frente a
complicaciones metabdlicas inducidas por dietas altas en grasas (Fengler et al, 2016).
Un alto nivel de ingesta de grasas en la dieta de estilo occidental se considera un factor
importante en el desarrollo de la resistencia a la insulina (Akiyama et al, 1996). Se ha
evidenciado que el mango favorece el control glicémico, mediante la sensibilidad a la
insulina (Burton et al, 2017). Se ha informado que en ratones CD-1, raciones hipergrasas
no modifican la respuesta de marcadores inflamatorios, como interleukina IL-6, Factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y proteina quimiotactica de monocitos (Fengler et al,
2016), lo que probablemente contribuya a la ausencia de alteracion en el metabolismo de
carbohidratos. Akiyama et al (1996) reporta que una dieta hipercalorico alta en grasa
induce a diabetes y resistencia a la insulina en ratas Wistar, incluso en ausencia de factores
genéticos. Es conocida la relacion que concurre entre la obesidad y un estado pro
inflamatorio cronico, que a su vez trasciende en el metabolismo de los carbohidratos,

asociandose con resistencia a la insulina (Bastard et al, 2016).
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Morfometria de los intestinos

La inclusion de HCM en las dietas no modificé la morfometria del intestino delgado,
entre tratamientos. Estos resultados coinciden con lo reportado con (Bernuy et al, 2018)
que informan que la histomorfometria del ID no fue afectada significativamente por las
dietas experimentales, en ratas obesas alimentadas con dieta a base de quinua. En
contraste, otro estudio no encontré modificaciones significativas en yeyuno y duodeno en
ratones BALB/c (Coura et al , 2013).

Esteatosis hepatica

La presencia de alteraciones macroscopicas e histopatoldgicas indican que, a pesar del
consumo de una dieta rica en grasas, no afectd la funcionalidad de este 6rgano. La
inclusién de HCM en las dietas no modifico, la presencia de esteatosis hepatica entre
tratamientos (p: 0,4). Lo que coincide con Debdn, (2011), que informan que la
suplementacién con té de Jamaica (H. sabdariffa) no modifico significativamente la

esteatosis hepatica en ratones C57BL/6J, alimentadas con una dieta alta en grasas.
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XI.  CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos llegamos a las siguientes conclusiones:

e El consumo de raciones con altos contenidos de grasa, increment6 la deposicion
de grasa abdominal en T3y T4.

e La suplementacién harina de cascara de mango aumento los niveles de HDL en
T4. No se observaron modificaciones adicionales en el perfil lipidico y glicemia.

e EIl consumo de harina de cascara de mango no modifico la histomorfometria del

intestino delgado en ratones CD1.
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XIll. RECOMENDACIONES

Segun los resultados obtenidos Ilegamos a las siguientes recomendaciones:

e Efectuar investigaciones con mayor periodo de tiempo y mayores dosis a las
empleadas en este estudio para evaluar y comparar perfiles lipidicos en dos
biomodelos diferentes, con la suplementacion de harina de cascara de mango.

e Medir otros analitos como transaminasas y hemoglobina en busca de probables
efectos secundarios de estos productos.

e Probar la inclusion de otros extractos vegetales en ratones u otros biomodelos a
fin de evaluar su influencia en el metabolismo lipidico y probables efectos
secundarios

e Probar el efecto de otros productos de origen vegetal, en diferentes dosis, sobre
la morfometria intestinal.

e Incrementar el nimero de unidades experimentales por tratamiento.



XI1l. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

ACTIVIDADES

Oct/Nov 2018

Dic2018

Enero 2019

Febrero
2019

Marzo/junio
2019

Julio 2019

Agosto 2019

Presentacion y aprobacion de
proyecto de tesis

Adquisicion de Materiales y
Equipos

Formulacion de Harina de
Céscara de Mango

Adquisicion de alimento

Revision final del Bioterio

Llegada de los ratones

Formulacion de alimento

Trabajo practico

Sacrifico de ratones

Andlisis de laboratorio

Tabulacion de datos

Redaccién de informe

Correccion de informe de tesis

Publicacion de resultados

Tramites previo a la sustentacién

Sustentacion de tesis
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XIV. PRESUPUESTO

Concepto Unidades V. Unitario V. Total
) 150
) Ratones 30 unidades 5
Sala crianza
Transporte ratones Viaje Guayaquil 120 120
_ 60
Alimento 30 Kg 2
Pre mezcla, metionina vy
_ 15 15
minerales
Pintura de jaulas 50 50
Agua 10 bidones 1,5 15
Cortes de varillas de vidrio 20 20
Materiales Mango 4 cajas 5 20
15 paquetes x 50
Guantes 8 120
pares
8
Formol 2L 4
Recipientes orina 30 0,5 15
Analisis  de . TAG, LDLc, HDLc,
_ Perfil lipidico plasma 500 500
laboratorio Colesterol total
Elaboracién placas
. 90 3 270
histoldgicas
TOTAL 1363
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XVI. ANEXOS.

Anexo 1. Materiales utilizados en la investigacion.

Jaulas para el inicio del experimento

Adaptacion de los ratones con sus comederos
y bebederos

Anexo 2. Procedimiento de la harina de cascara de mango.

Cascaras de mango deshidratadas.

Harina de cascara de mango utilizado para el
experimento.
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Alimento preparado colocado en su respectivo
tratamiento.

Pesado de alimento para los
tratamientos.

Peso del alimento de cada tratamiento con su
repeticion.

Comederos con sus respectivos tratamientos y
repeticiones.
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Anexo 3. Sacrificio de los ratones

Sacrificio de los ratones. Exanguinacion de ratones .

Ratones sacrificados con sus respectivos | Extraccion de  6rganos por  cada
tratamientos y repeticiones. tratamiento.
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Medida del intestino de cada uno de los | Organos obtenidos de cada raton.
ratones.

| Infiltracion de grasa en el higado. | Raton del Tratamiento 4 repeticion 3. |
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Raton Tratamiento 2 repeticion 5.

Ratdén Tratamiento 3 repeticion 6.

Anexo 4. Equipos para obtencion de valores lipidicos

Analizador quimico PKL
PPC 115

Pipetas
anélisis

utilizadas para el | Centrifuga utilizada para
analisis.
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Anexo 5. Estudio histopatologico

Muestras para estudio histopatologico. Cortes de las muestras de higado para
estudio histopatoldgico.

Tallado de muestras para estudio
histopatoldgico
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Anexo 6. Valor nutricional del T1.

Anexo 7. Valor nutricional del T2.

Anexo 8. Valor nutricional del T3.

Anexo 9. Valor nutricional del T4.
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Energia metabolizable | 3516,35Mcal/kg
Humedad 87,53%
Proteina 17,59%

Fibra 2,76%

Grasa 6,06%

Fosforo disponible 0,33%

Calcio 0,69%

Energia metabolizable | 3389,59Mcal/kg
Humedad 11,86%
Proteina 17,66%

Fibra 2,88%

Grasa 6,41%

Fosforo disponible 0,33%

Calcio 0,69%

Energia metabolizable | 4804,55Mcal/kg
Humedad 8,84%
Proteina 17,57%

Fibra 2,27%

Grasa 31,64%
Fosforo disponible 0,33%

Calcio 0,70%
Energia metabolizable 4689,93Mcal/kg
Humedad 8,24%
Proteina 17,60%

Fibra 2,39%

Grasa 31,86%
Fosforo disponible 0,33%

Calcio 0,70%
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