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1. Resumen

Introduccidn: La guandbana es un fruto exotico consumido ancestralmente por
pueblos indigenas de Sudamérica, se ha considerado fuente de macro y
micronutrientes y con propiedades terapéuticas. No obstante, sus efectos sobre el
crecimiento no han sido estudiados. Objetivo: Explorar el efecto del consumo de
dietas adicionadas con harina de pulpa de guanabana (Annona muricata L.) sobre el
crecimiento de la rata Wistar. Metodologia: Se realizé un andlisis quimico proximal de
la harina de pulpa guanabana; con base en sus resultados, se formularon 2 dietas
problema para la exploracion de los efectos de su consumo sobre el crecimiento
corporal. Se tuvieron 4 grupos experimentales (GSTD= grupo dieta estandar LabDiet
5008; GAOAC= grupo dieta AOAC; GGB= grupo dieta guanabana-AOAC; GGB-L=
grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica). De inicio, se llevd a cabo una prueba piloto (10
dias) para descartar dafios de toxicidad y posteriormente se realiz6 la prueba definitiva
(28 dias). Previamente, los animales cursaron con un periodo de adaptacién (6 dias)
a las condiciones de alojamiento y a la presentacion del alimento. Diariamente la dieta
fue proporcionada al 10 % de su peso y el agua ad libitum, registrando peso corporal
y observacion clinica del estado general de los animales. En la semana 2 y 4 del
estudio final se obtuvieron huesos femorales, muestras de sangre y de orina, en 3
individuos de cada grupo. Se determiné glucosa, triacilglicéridos, colesterol y acido
arico. El efecto de las dietas ensayadas, sobre las diferentes variables se analiz6
mediante un ANOVA de una via utilizando un analisis post hoc de Tukey considerando
un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo. Resultados: En la prueba
piloto, en los grupos de guandbana, se observo toxicidad notoria con signos y sintomas
clinicos visibles (fatiga, pérdida de peso, dolor abdominal, retraso en el crecimiento)
ademas de una evidente necrosis intestinal, observada post mortem. Al término de la
prueba definitiva, el GSTD presento significativamente la mayor ganancia de peso en
comparacion con los grupos de guanabana (130.60 + 15.72 g vs GGB 86.26 £ 9.10 g
y vs GGB-L 80.80 + 8.20 g). No hubo diferencias entre la longitud en fémur en los
grupos GSTD y GAOAC (2.80 = 0.03 cm vs 2.74 £ 0.03 cm) pero si entre los grupos
de guanabana quienes mostraron las menores longitudes de fémur (GGB 2.44 £+ 0.02
cm, GGB-L 2.39 + 0.00). La exploracién anatbmica post mértem mostré gran cantidad
de alimento en los estbmagos de los roedores de los grupos de guanabana, indicativo
un posible retraso en el vaciamiento gastrico. Conclusiones: El uso de harina de
guanabana escaldada como fuente de proteina y de nutrientes tiene efectos negativos
sobre la ganancia de peso y el crecimiento femoral en ratas Wistar macho.

Palabras clave: Crecimiento, Annona muricata L., pulpa de guanabana, ganancia de
peso, longitud fémur.



2. Abstract

Introduction: Soursop is an exotic fruit consumed ancestrally by indigenous peoples
of South America, it has been considered a source of macro and micronutrients and
with therapeutic properties. However, its effects on growth have not been studied.
Objective. To explore the effect of the consumption of diets added with soursop pulp
flour (Annona muricata L.) on the growth of the Wistar rat. Methodology: A proximal
chemical analysis of soursop pulp flour was performed; based on their results, 2
problem diets were formulated for exploring the effects of their consumption on body
growth. There were 4 experimental groups (GSTD = LabDiet 5008 standard diet group;
GAOAC = AOAC diet group; GGB = guanabana-AOAC diet group; GGB-L =
guanabana-AOAC-lipid diet group). Initially, a pilot test was carried out (10 days) to rule
out toxicity damage and later the definitive test was carried out (28 days). Previously,
the animals were carried out with a period of adaptation (6 days) to the conditions of
accommodation and to the presentation of the food. Diet was provided daily at 10% of
their weight and water ad libitum, recording body weight and clinical observation of the
general state of the animals. In week 2 and 4 of the final study, femoral bones, blood
and urine samples were obtained in 3 individuals in each group. Glucose,
triacylglycerides, cholesterol and uric acid were determined. The effect of the diets
tested on the different variables was analyzed by a one-way ANOVA using a Tukey
post hoc analysis, considering a value of p <0.05 as statistically significant.

Results: Results. In the pilot test, in the guanabana groups, marked toxicity was
observed with visible clinical signs and symptoms (fatigue, weight loss, abdominal pain,
growth retardation) in addition to an evident intestinal necrosis, observed post mortem.
At the end of the definitive test, the GSTD presented significantly the highest weight
gain compared to the soursop groups (130.60 £ 15.72 g vs GGB 86.26 £ 9.10 g and vs
GGB-L 80.80 *+ 8.20 g). There were no differences between the femur length in the
GSTD and GAOAC groups (2.80 + 0.03 cm vs 2.74 £ 0.03 cm) but there were
differences between the soursop groups who showed the shortest femur lengths (GGB
2.44 + 0.02 cm, GGB-L 2.39 + 0.00). The postmortem anatomical examination showed
a large amount of food in the stomachs of the rodents from the guanabana groups,
indicative of a possible delay in gastric emptying.

Conclusions: The use of scalded soursop flour as a source of protein and nutrients
present has negative effects on weight gain and femoral growth in male Wistar rats.

Key words: Growth, Annona muricata L., soursop pulp, weight gain, femur length.



3. Marco teorico
3.1 Generalidades del crecimiento
El crecimiento humano es un proceso fisiolégico complejo que comienza con la vida
fetal (concepcién) y se completa con la fusién epifisaria y metafisaria de los huesos
largos al final de la pubertad (Thomis & Towne, 2006). El diccionario de Oxford English
define el crecimiento como "un aumento en el tamafo y la cantidad de algo”, con
respecto al cuerpo humano, este es un proceso dindmico con cambios somaticos en
la estatura y en la composicion corporal que implican hiperplasia celular (aumento en
el numero de células), hipertrofia (aumento en el tamafio celular) y apoptosis (muerte
celular programada) (Wei & Gregory, 2009).
El crecimiento se manifiesta con un aumento de la masa corporal y un crecimiento
lineal; ambos son indicadores esenciales en la salud bésica del ser humano, sin
embargo, llegan a variar con la edad y el sexo.
El crecimiento lineal es un proceso gradual que lleva lugar en la estructura esquelética,
donde los condrocitos en la placa de crecimiento del cartilago proliferan, se agrandan
y se osifican. Esta influenciado por diversos factores que varian dependiendo de la
etapa del desarrollo en que lleve lugar: prenatal, infancia, nifiez o primera infancia y

adolescencia (Rosenbloom, 2007; Ergun-Longmire & Wajnrajch, 2018).

3.2 Factores que influyen en el crecimiento

El crecimiento y el desarrollo son construcciones multifactoriales influenciados por una
serie de factores destacando los genéticos, hormonales y ambientales, por lo que para
lograr un crecimiento éptimo se necesita de la armonia de estos (Wei & Gregory, 2009;
Thomis & Towne, 2006).

3.2.1 Factores genéticos

Los factores genéticos desempefian un papel importante en la transmisiéon de las
caracteristicas fisicas y sociales que se dan de los padres a los hijos. Se han
identificado diversos genes que son necesarios para el crecimiento normal y la funcion

de la glandula pituitaria en general, que controlan el eje del factor de crecimiento similar



a la hormona de crecimiento/insulina en particular (Ergun-Longmire & Wajnrajch,
2018).

Los genes mas importantes en el crecimiento son: HESX1, PITX2, LHX3, LHX4,
PROP1, GHI2, HESX1, SOX3 y receptor GHRH (Rosenbloom, 2007).

Sin embargo, se ha demostrado que las mutaciones de estos genes pueden afectar
negativamente la produccién o la accion de las distintas hormonas hipofisarias como
la HC (hormona de crecimiento), las hormonas tiroideas y las hormonas sexuales
desencadenando un crecimiento anormal en humanos (Ergun-Longmire & Wajnrajch,
2018; Wei & Gregory, 2009, Rosenbloom, 2007).

3.2.2 Factores hormonales

Existen diversas hormonas, como la hormona de crecimiento (HC), la hormona
tiroidea, las hormonas sexuales (testosterona y estrogeno), las gonadotropicas
hipofisarias (estimulantes de las glandulas sexuales), entre otras (Rosenbloom, 2007).
Sin embargo, la HC es la de mayor importancia ya que se encuentra involucrada en el
aumento del sistema 6seo y en la composicién corporal, la cual aumenta
progresivamente desde la infancia y alcanza su punto maximo durante el crecimiento
acelerado que ocurre en la pubertad (Wei & Gregory, 2009).

La estructura cerebral encargada de regular este proceso es el hipotalamo, el cual
indica, via la hormona liberadora de la HC, a la glandula pituitaria o adenohip&fisis (Wei
& Gregory, 2009) el momento en el que se debe de excretar la HC. Dicha hormona
estimula al higado y a otros tejidos que sirven para generar el factor de crecimiento
similar a la insulina | (IGF-I) el cual circula hasta el torrente sanguineo con el fin de
llegar a las células del cartilago y asi estimular la proliferacién de condrocitos, lo que
resulta en un incremento en la longitud de los huesos. De igual manera, el IGF-I es
capaz de estimular la diferenciacion y la proliferacién de mioblastos, generando la
formacion de proteinas en los musculos (Popii, & Baumann, 2004; Welniak & Murphy,
2003). Principalmente el incremento ocurre en los huesos largos de las piernas, lo que
hace que los nifios ganen estatura. No obstante, este proceso se ve acompafnado de

otros factores fisiologicos como el suefio, el ejercicio y la dieta (Van Vught et al., 2013).



Las anormalidades adquiridas que afectan la HC varian desde dafios a la regidon
hipotalamica de la hipofisis, traumatismos, tumores, infecciones, enfermedades
autoinmunes o radiacién, por lo que su supresion de este proceso desencadena

desnutricion (Rosenbloom, 2007).

3.2.3 Factores ambientales
Dentro de los factores ambientales que impactan sobre el crecimiento, se incluyen la
nutricion, los factores psicolégicos, el estado socioecondmico, la actividad fisica y el

clima.

3.2.3.1 La nutricién en el crecimiento

Es conocida la importancia de una nutricion adecuada en cantidad como en calidad,
para un crecimiento normal. Se requiere un suministro adecuado de alimentos que al
ser ingeridos en la cantidad y proporcion armonica, aportan nutrientes (agua,
carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas como la C, D, K, y minerales como el zinc,
el magnesio, el yodo, el calcio y el fosforo, etc), que permiten la formacién y
mantenimiento de los tejidos el correcto funcionamiento de los 6rganos y la provision
de energia necesaria para la vida y para el crecimiento corporal (Avila et al., 2012).
Por tanto, la nutricion juega un papel fundamental en el crecimiento éseo y muscular
del cuerpo humano, ya que aproximadamente durante los 16 primeros afos de vida,
tiene especificas necesidades nutricionales las cuales son paralelas a periodos de
aceleracion y desaceleracion del crecimiento corporal. Durante la infancia y los
primeros afos escolares existe un crecimiento rapido, haciendo que las necesidades
nutricionales sean altas, mientras que durante el resto de la edad escolar hasta antes
de la adolescencia no avanza en el mismo ritmo y tienden a ser menores. Los primeros
afos de vida constituyen el periodo de mayor velocidad de crecimiento de estatura. En
estos periodos de rapido crecimiento, un déficit nutricional se traduce en una mayor
pérdida de centimetros en la talla final del sujeto. No sucede lo mismo con una
desnutricibn que se produce en periodos posteriores en que la velocidad de

crecimiento es menor (Prentice et al., 2006).



Aungue la relacion entre la dieta y la salud 6sea y muscular esta bien establecida
(Bonjour et al., 2009), el crecimiento puede verse influido por otros factores
ambientales como el nivel socioecondmico o factores emocionales. Por ejemplo: en
comparacion con un nivel socioeconémico alto, resulta, en su mayoria, en una mejor
nutricion, mejor cuidado infantil y mejores servicios médicos y sociales. Por otra parte,
la privacion psicosocial o cualquier otra situacion que genere estrés agudo en un sujeto
en crecimiento, provoca supresion de la hormona de crecimiento y por tanto, un retraso
en el crecimiento (Rocha et al., 2016).

Ademas de estos elementos, la proteina parece ser particularmente importante en el
crecimiento, donde se requiere en la construccion y mantenimiento de todas las células
del cuerpo de igual forma es necesaria para promover la sintesis en la hormona de

crecimiento (Moro & Covino, 2018).

3.3 Importancia del consumo de proteina en el crecimiento

Se ha demostrado que la desnutricién caldrico proteica severa del lactante produce
una detencién del crecimiento, que constituiria un mecanismo de defensa para
subsistir a una menor ingesta de nutrientes, pero dejando como secuela una menor
talla, que explicaria la menor estatura promedio poblacional de las personas que viven
en paises en desarrollo donde la desnutriciébn por deficiencia energética es prevalente
Muzzo B, Santiago (2003).

El crecimiento que se produce rapidamente durante la infancia y la adolescencia se
encuentra asociado a una ingesta adecuada de proteina la cual es necesaria para
desarrollar el alargamiento 6seo, ya que constituye cerca del 50% del volumen del
hueso y aproximadamente un tercio de su masa para la acumulacion de masa
muscular (Hoppe et al., 2004; Masarwi et al., 2016; Shams-White et al., 2017).

Las proteinas son el principal componente estructural y funcional de las células,
presentan diversas funciones dentro del organismo como el papel catalitico (enzimas),
la motilidad corporal (actina, miosina), su papel mecanico (elastina, colageno), de
transporte y almacén (hemoglobina, mioglobina, citocromos), proteccion (anticuerpos),
reguladora (hormonas) (Gil et al., 2005) etc. Estas macromoléculas se encuentran

formadas por 20 aminoacidos, sin embargo, el cuerpo humano solo puede producir 11,



los otros 9, denominados aminoacidos esenciales, deben ser provistos por los
alimentos. Se ha sugerido que ciertos aminoécidos, como la arginina y la lisina, pueden
inducir la liberacion de distintas hormonas conduciendo asi a un crecimiento
acelerado (Van Vught et al., 2013).

Uno de los mecanismos sugeridos que asocia la ingesta de proteinas con la regulacion
del crecimiento es que estas macromoléculas estimulan la liberacion del factor de
crecimiento similar a la insulina | (IFG-1) y otras hormonas de crecimiento, lo que da
como resultado un crecimiento acelerado, aumentando la masa muscular y a su vez la
masa grasa (Voortman et al., 2016; Socha, et al., 2011; Braun et al., 2016).

En las poblaciones donde existe escasez de alimentos, el consumo disminuido en la
ingesta de proteina llega a ocasionar desnutricion. Esta escasez impacta en la talla 'y
peso de los nifios, quienes son consecuentemente mas bajos y ligeros que en las
poblaciones con suministros adecuados o0 abundantes de alimentos. Otras
consecuencias de la ingesta baja de proteinas en la salud de la poblacién incluyen:
fatiga, falta de concentracion, crecimiento lento, dolor en huesos y articulaciones,
retraso en la cicatrizacion de heridas, disminucion de la respuesta inmune entre otras
(Campbell et al., 2017; Tretyak, 2007).

3.4 Familia Annonacea y Guandbana (Annona muricata Linn): Descripcion
botanica, adaptacion y propagacion

La importancia de la nutricién en el crecimiento corporal y en el mantenimiento de la
salud es innegable, pues para llevar a cabo un crecimiento 6ptimo se necesita del
aporte de macro y micronutrientes, sin embargo, es importante considerar las
diferentes alternativas que ayuden en este proceso, el estudio de frutos no
convencionales es un tema de gran importancia, ya que a partir de ellos se pueden
tener diversos nutrientes que influyan positivamente en el crecimiento, la guanabana
es un fruto exético que ha sido utilizado histéricamente por pueblos indigenas por ser
fuente de macro y micronutrientes; el consumo de guanabana en diversas poblaciones
de Peru, proviene del conocimiento ancestral y la informacion que se tiene respecto a

su valor nutritivo (Leiva et al. 2018).



La guanabana (Annona muricata L.) pertenece a la familia Annonaceae, las cuales
constan aproximadamente de 135 a 140 géneros con unas 2300 especies las cuales
se encuentran distribuidas en regiones tropicales y subtropicales (Lucio et al., 2015;
Ortiz-Rodriguez et al., 2015; Chatrou et al., 2018) como se muestra en la Figura 1 (area

en color rojo).
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Figura 1. Distribucion geografica de la familia Annonaceae.
Fuente: Garcia Aguirre, 2009.

En México estan descritos 14 géneros con aproximadamente 63 especies identificadas
(Garcia, 2009), de los cuales solo 4 géneros producen frutos comestibles: Annona,
Rollinea, Uvaria y Asimina (Cruz et al., 2016).

Dentro del género Annona de 8 a 10 especies tienen importancia fruticola, siendo en
México las de mayor importancia econdmica y potencial agrondmico: guanabana (A.
muricatan L.), chirimoya (A. cherimola), ilama o papausa (A.diversifolia Saff.), anona
colorada o amarilla (A. reticulata L.) y chincuya o cabeza de negro (A. purpurea L.),
anono (A. reticulata) y saramuyo (A. squamosa L.) (Garcia Aguirre, 2009). De estas
solo la guanabana y chirimoya se cultivan actualmente con fines comerciales, el resto
se encuentra en traspatios o en la vegetacion natural (Hernandez, 2013).

La guanabana es considerada como una fruta exotica; debido a su agradable sabor
subéacido, pulpa aromética y jugosa, se ha convertido en materia prima para la
elaboracion de purés, jugos, mermeladas, helados, jaleas, barras de fruta y hojuelas
(Abbo et al., 2006; Neta et al., 2018). Es conocida de diferentes maneras como:
guanabano o graviola, chirimoya brasilera, masasamba, carasol, cachiman, huana-

huana, sirsak, zapote agrio, papaya, paw-paw y soursop, en inglés (Moron et al., 2010;
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Zorofchian Moghadamtousi et al., 2015; Toghueo, 2019). Es originaria de América y
Africa tropical, fue distribuida por los espafioles en los trépicos por lo que hoy en dia
es posible encontrarla en el oeste de la India, en Norte y Sudamérica, en Islas del
Pacifico y en el Sureste de Asia. El cultivo de la guanadbana es marcadamente
estacional ya que florece de diciembre-abril y los frutos maduran de marzo a mayo-
junio. Su 6ptimo desarrollo se da en altitudes menores a 1,200 m, con temperatura
media entre 25y 28 °C y con una humedad relativa entre 60 y 80 %. (Gavamukulya et
al., 2014; Morén et al., 2010).

En América Central, México es el mayor productor y consumidor de guanabana de
acuerdo con Jiménez-Zurita et al., (2017). De acuerdo con lo reportado por el Servicio
de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2018), 3,693.19 hectareas
produjeron un estimado de 29,228.46 toneladas anuales siendo los principales estados
productores Nayarit, Michoacan, Colima, Guerrero, Veracruz, Puebla, Tabasco,
Jalisco y Campeche (Tabla 1).

Tabla 1. Estados productores de guanabana en México: superficie sembrada y
produccion

Entidad federativa Superficie sembrada (ha) Produccion (t)
Nayarit 2,532.44 21,860.02
Michoacan 422 2,395.80
Colima 385.75 2,933.31
Guerrero 179 1,070.66
Veracruz 73.50 511.06
Puebla 67.50 259.96
Tabasco 13 82.86
Jalisco 12 69.27
Campeche 8 45.52
Total 3,693.19 29,228.46

Fuente: Elaboracion propia con datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera,
2018.

Los arboles de Annona muricata L. son semicaducifolios y alcanzan de 3 a 8 m de
altura. Sus hojas son oblongo-elipticas a oblongo obovadas de 6 a 12 cm de largo por

2.5 a 5 cm de ancho. Su tronco es ramificado muy cerca de su base, las ramas son
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cilindricas, arrugadas, asperas, de color café rojizo y con numerosas lenticelas. La
corteza es de color castafio mas o menos lisa y rosada (Figura 2A-B). Sus flores son
solitarias a lo largo del tallo, con 3 sépalos, ovados, con menos de 5 mm de largo y
con 6 pétalos (Figura 2C) (Moghadamtousi et al., 2015).

La fruta es mas o menos ovalada, de 20 a 25 cm de largo por 10 a 12 cm de diametro,
curvada, carnosa, con un peso de 0.4-1 kg y cubierta por una cascara de color verde
a ligeramente verde amarillento, de la que sobresalen espinas suaves, alargadas,
curvadas y carnosas, que se desprenden facilmente cuando la fruta esta madura
(Figura 2D) (Ojeda de Rodriguez et al., 2007).

Figura 2. Caracteristicas del fruto
Guanabana (A) Arbol; (B) Aspecto de las hojas; (C) Flor; (D) Fruto.
Fuente: Moghadamtousi et al., 2015.

Su pulpa es aromatica, blanca algodonosa y jugosa, la cual recubre a sus numerosas
semillas (de 55-170 semillas por fruto), éstas son ovoides y aplanadas, de 15 a 20 mm
de largo por 10 mm de ancho, con testa oscura y brillante (Moghadamtousi et al.,
2015).
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3.5 Composicién quimica en pulpa de guanabana

La composicion quimica del fruto varia segun las técnicas de cultivo, procesamiento,

madurez y almacenamiento (Dauchet et al., 2009), no obstante, la pulpa se destaca

por ser una de las frutas con mayor contenido vitaminico, especialmente vitamina C.

Ademas, posee minerales como sodio, calcio, magnesio, potasio, fésforo y hierro,

presenta bajo contenido de lipidos y buen aporte de fibra dietética y agua, lo que la

hace un fruto con bajo aporte caldrico (Leon-Méndez et al., 2016). En la Tabla 2 se

muestra la composicion quimica en 100 gramos de pulpa fresca de guanabana.

Tabla 2. Composicion quimica por cada 100 gramos de pulpa de guanabana

Unidad Por cada 100 g de pulpa

Energia Kcal 631
Agua g 78.2 a 82.0?
Proteina g 0.6a1.2?
Lipidos g 0.2a0.32
Carbohidratos g 14.9%

Fibra g 1.6 a3.2?

Pectinas g 0.4a0.9?
Cenizas g 0.62
Minerales
Calcio mg 14*
Cobre mg 0.13%
Fésforo mg 281
Hierro mg 0.5t
Magnesio mg 20!
Potasio mg 2782
Sodio mg 14*
Zinc mg 0.34%
Vitaminas
Tiamina (B1) mg 0.07*
Riboflavina (B2) mg 0.05%
Niacina (B3) mg 1.281
Piridoxina (B6) mg 0.06*
Acido ascorbico (C) mg 22-252
Ac. Pantoténico (B5) mg 0.92

Fuente:
! Instituto Nacional de Nutriciéon (INN), 2001

2 Comisién Internacional sobre Especificaciones Microbioldgicas para Alimentos (I.C.M.S.F.),

2004.
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3.6 Usos medicinales de Annona muricata L.

Anonna muricata o guanabana tiene una larga historia de uso en la medicina herbal
en las zonas tropicales de América del Sur y del Norte, asi como en Africa occidental.
Se ha reportado que las diferentes partes del fruto y del arbol ya sean hojas, semillas,
raices y corteza del &rbol son utilizados para fines medicinales (Yang et al., 2015;
Ferndndez et al., 2017).

La pulpa de la guanabana es usada para combatir la diarrea, la disenteria, problemas
intestinales, dolor artritico, neuralgia, fiebre, malaria, parasitos, reumatismo, uretritis
entre otras. En cuanto a las hojas, estas son usadas en forma de decoccién o cocidas
para tratar cistitis, dolores de cabeza, abscesos, problemas hepéaticos, artritis,
neuralgia, reumatismo, diabetes, insomnio, catarro, antiflogistico y antiespasmadico.
La corteza del tallo es utilizada para aliviar el estrés, diabetes, sedante,
antihipertensivo, antiespasmaodico, astringente, insecticida, para tratar la tos, el dolor y
las enfermedades de la piel (Bradie & Schauss, 2010; Loannis et al., 2016; Sousa,
2010; TDRG, 2002).

Las semillas trituradas se cree que tienen actividades antihelminticas contra gusanos
y parasitos externos e internos. La flor se emplea contra el catarro, mientras que se
cree que la corteza de la raiz presenta actividades antiflogisticas y antihelminticas
(Adewole, 2009; Frausin et al., 2014).

Los mdltiples usos de A. muricata en la medicina natural han sido validados a través
de la investigacion cientifica. En las diferentes partes del futo y arbol se han reportado
compuestos bioactivos con propiedades hipoglucémicas, hipolipidémicas,
hipotensivas, antiinflamatorias entre otras propiedades farmacoldgicas y bioquimicas
debido a su poder antioxidante (Ojewole, 2005; TDRG, 2002; Gavamukulya et al.,
2014; Yang et al., 2015; Adefegha et al., 2015).

La pulpa de guanabana ha demostrado presentar diferentes antioxidantes, como los
polifenoles, flavonoides, alcaloides, carotenoides, terpenoides, alcaloides, esteroides,
saponinas, entre otros, los cuales pueden ayudar a proteger los dafios celulares del
estrés oxidativo y reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares (Adefegha et al.
2015; Adewole & Ojewole, 2009; Edeoga et al., 2005; Jiménez et al., 2014).

12



4. Problema de investigacion

A nivel mundial, se estima que 151 millones de nifios se ven afectados por el retardo
en el crecimiento (Tessema et al., 2018), el cual se encuentra influenciado por una
serie de factores destacando los genéticos, hormonales y ambientales, dentro de los
cuales la nutricion llega a jugar un papel fundamental por ser indispensable para
desarrollar los procesos de desarrollo 6seo y muscular (Wei & Gregory, 2009; Thomis
& Towne, 2006).

El desequilibrio en la ingesta de macro y micronutrientes desencadena desnutricion
resultando en un problema de salud publica que aqueja a la humanidad (Tessema et
al., 2018). Por tanto, combatirlo es uno de los mayores desafios sanitarios a escala
mundial, no obstante, es indispensable contar con alimentos de calidad que sean
capaces de aportar los nutrientes necesarios para generar un crecimiento adecuado
(Rytter et al., 2017). Diversos estudios han caracterizado a la guanabana como un fruto
con macro y micronutrientes asi como con diversos compuestos bioactivos que
posibilitan su potencial para contribuir positivamente la salud (Yang et al., 2015;
Adefegha et al., 2015; Loannis et al., 2016), sin embargo, su efecto sobre la ganancia
de peso, el crecimiento femoral e indicadores bioquimicos no han sido estudiados. Por
lo que es necesario realizar ensayos experimentales para probar su seguridad
mediante pruebas nutricionales en modelos animales que verifiquen su efecto
nutricional sobre el crecimiento. Por lo anterior, la pregunta de investigacién de este
trabajo es:

¢Las dietas formuladas con harina de pulpa de guanabana tienen efectos positivos

sobre la ganancia de peso y el crecimiento femoral de ratas Wistar?
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5. Justificacion
El estudio de frutos no convencionales es un tema de investigacion de gran
importancia, ya que a partir de ellos se pueden tener diversos materiales que aporten
beneficios en los consumidores. La mayoria de estos frutos han sido poco estudiados
a profundidad, por lo que algunos no son aprovechados adecuadamente. Un ejemplo
son estos frutos es la guandbana (Annona muricata L.) y México es uno de los
principales productores.
Diversos autores han reportado un alto valor nutritivo en la guanabana debido al
contenido de carbohidratos, proteina, fibra dietética, grasa, minerales, vitaminas, asi
como diversos antioxidantes los cuales se aprovechan en diversas funciones del
organismo. Por lo que dichos nutrientes complementados con otras fuentes pueden
prometer diversos beneficios en las diferentes etapas de la vida destacando el
crecimiento en la infancia y adolescencia.
Aln con esta evidencia, hasta el momento no se cuenta con estudios que evalten los
efectos del consumo de pulpa deshidratada sobre el crecimiento en peso y longitud e
indicadores bioquimicos, pues la mayoria de los estudios se centran en extractos de
semillas, cascara y hojas del fruto aplicados a diversas patologias.
Por lo anterior, es justificable realizar un ensayo experimental en ratas Wistar
alimentadas con dietas suplementadas con harina de pulpa de guanabana, para
evaluar su posible efecto en el crecimiento, mediante la medicion de la ganancia de

peso y el incremento en la longitud en hueso femoral.
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6. Objetivos
6.1Objetivo general
Explorar el efecto del consumo de dietas adicionadas con harina de pulpa de

guanabana (Annona muricata L.) sobre el crecimiento de la rata Wistar.

6.20bjetivos especificos

1) Caracterizar quimicamente la harina de pulpa de guandbana para establecer la
formulacion de las dietas problema.

2) Realizar un estudio experimental piloto para verificar la inocuidad de las dietas.

3) Cuantificar el incremento de peso corporal y el crecimiento de fémur en ratas para
evaluar los efectos del consumo de dietas a base de harina de pulpa de guanabana
sobre estos indicadores.

4) Determinar el efecto del consumo de las dietas (estandar (LabDiet 5008); AOAC,;
guanabana-AOAC; guanabana-AOAC-lipidica) sobre el consumo de energia y de

agua, la excrecion de heces, la glicemia y lipemia de los sujetos de estudio.
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7. Disefio metodoldgico
7.1Tipo de estudio
En la Figura 3 se presenta el diagrama general de la metodologia empleada para el
estudio, el cual consistio en 2 fases. En la primera (1) se realiz6 una caracterizacion
quimico proximal a la harina de guanabana. En la segunda fase (2) se realizo, en ratas
Wistar, un estudio experimental longitudinal que abarcé una prueba piloto de 10 dias

de duracion y una prueba definitiva, con duracion de 50 dias aproximadamente.
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DIAGRAMA METODOLOGICO

— 1) Caracterizacion quimico Adquisicion y acondicionamiento

—_— 2) Estudio experimental en animales -Lipidos

proximal de la materia
[

Separacion de pulpa
l

Secado y tamizado
|

-Humedad

-Cenizas

-Fibra cruda

Prueba piloto -Nitr6geno total y proteina cruda
[ -Carbohidratos totales

20 ratas Wistar macho

Prueba definitiva
Grupos:

GGB: grupo dieta guanabana-AOAC (n=10) _l
GGB-L: grupo dieta guanabana-AOAC- 27 ratas Wistar macho
lipidica (n=10) I

Grupos:

GSTD: grupo dieta estandar (LabDiet 5008)
GAOAC: grupo dieta AOAC

GGB: grupo dieta guandbana-AOAC
GGB-L: grupo dieta guanabana-AOAC-
lipidica

Registro de peso diario

_| Colocacién de jaula metabdlica . o
(Dia 0, 15 y 28) D_eterrnmacmn de indicadores
bioquimicos en suero:
| -Glucosa
» Registros de consumo (dieta y -Colesterol
Extraccion de hueso agua) y cantidad de excretas -Triacilglicéridos
femoral (orina y heces) -Acido arico

Analisis de varianza de una via y prueba post
hoc de Tukey y t-Student para determinar

Analisis estadistico

diferencias significativas entre grupos

Figura 3. Disefio metodoldgico de la investigacion
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7.2 Adquisicidon y Acondicionamiento de materia prima

Para la caracterizacion del andlisis quimico proximal (AQP) y la formulacion de dietas
de la prueba piloto y de la prueba definitiva, se utilizaron frutos de guanabana (Annona
muricata L.) los cuales fueron adquiridos en un mercado local de la Ciudad de México.
Se eligieron aquellos frutos grandes, de forma caracteristica, con un estado de
madurez horticola, firmes, libres de dafios fisicos (magulladuras o cortes) y de plagas
o patégenos (Avila et al., 2012). Los frutos fueron transportados al laboratorio de
Alimentos Funcionales y Toxicologia de Alimentos en el Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN). Se desinfectaron en una solucion de
hipoclorito de sodio al 0.5%, se enjuagaron al chorro del agua, posteriormente con

agua destilada y finalmente se secaron con papel absorbente (Figura 4).

Figura 4. Frutos de guanabana posterior a su lavado.

Las guanabanas se pesaron en una balanza granataria (Luzeren® México),
posteriormente fueron escaldadas a 70 °C por 20 minutos (Ramirez-Méndez et al.,
2012) y colocadas en condiciones de refrigeracion (4 °C) dentro de bolsas de plastico
herméticas (Ziploc ®, SC Johnson) hasta su procesamiento; el tiempo de permanencia
en refrigeracion no fue mayor a tres dias. La pulpa se separ6 manualmente de las
semillas y de la cascara y se colocé dentro de un extractor comercial (Standard,
Turmix®, México). La pulpa recuperada después de la extraccion, se colocé en
charolas de plastico y se secé a 50 °C en estufa de tiro forzado (Thermolab Scientific
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Equipments, Maharashtra India) aproximadamente 24 h. La pulpa seca fue molida en
licuadora, refinada en mortero de porcelana y tamizada utilizando una malla del no. 30
para un tamafo de particula de 0.595 mm. La harina de pulpa de guanabana obtenida
se coloco en frascos de vidrio color &mbar perfectamente sellados y se almaceno en

refrigeracion hasta su uso.

7.3Caracterizacion del analisis quimico proximal

Para llevar a cabo esta caracterizacion del analisis quimico proximal (AQP) se trabajé
con 9 frutos a los que se les realizé el acondicionamiento explicado en la seccion
anterior. Cada fruto, se analizé por triplicado. Se emplearon métodos oficiales de
analisis “Association of Official Analytical Chemists” por sus siglas en inglés AOAC
(1995) para llevar a cabo las determinaciones de extracto etéreo (lipidos), humedad,
cenizas, fibra cruda, proteina y carbohidratos por diferencia; al final los datos se
convirtieron a base fresca. Los equipos con los que se trabajé fue con una estufa
(Boekel Scientific, E.U), aparato de extraccion Soxhlet (compuesto por condensador
tipo Allihn y matraz de fondo plano), parrilla de 6 bases (Lab line multi unit extraction
heater) y de una base (LabTech, E.U), mufla (Hobersal, Barcelonna Espafia), equipo
Kjeldahl: digestor con extracciones de vapor, tubos y destilador (FOSS Tecator,
Suecia), estufa (Thermolab Scientific Equipments, Maharashtra India), para el pesaje

de los materiales se utilizé una balanza analitica Sauter (Alemania).

7.3.1 Extracto etéreo
Se utilizé el método de la AOAC 7.062 para la extraccion de sustancias lipidicas. Se
pesaron 2 gramos de muestra deshidratada y se transfirieron a un papel filtro de poro
fino, posteriormente se colocO dentro del aparato de extraccion Soxhlet y se
conectaron los matraces de fondo plano (llevados previamente a peso constante con
3-4 perlas de ebullicién) con el condensador para asi agregar éter de petréleo por el
extremo superior del refrigerante en cantidad suficiente (alrededor de 80 ml). Se hizo
circular el agua por el condensador y se llevo a reflujo por 12 horas a una velocidad de
2-3 gotas por segundo. Pasado el tiempo de reflujo, se comprobo6 que la muestra no
tuviera residuos de lipidos, se suspendio el calentamiento y se recuperé el éter de
petréleo (Figura 5).
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Los matraces se llevaron a peso constante (90°C) en estufa y se colocaron dentro de

un desecador por 1 h para finalmente pesarlos.

Figura 5. Aparato de extraccion Soxhlet

Se calculd el extracto etéreo conforme a la siguiente formula:

B—-A

100 Foérmula 1
I X

% EE =

Donde:

EE%: Porcentaje de extracto etéreo

A: matraz a peso constante (Q)

B: matraz con extracto etéreo (g)

M: peso inicial muestra (2 g)

7.3.2 Humedad en muestra desengrasada

Para esta determinacion se empled el método 14.003 del A.O.A.C., se us6 una
muestra libre de lipidos, la cual fue referida en el texto como muestra desengrasada,
obtenida en la determinacion anterior. En crisoles a peso constante, se agregaron 500
mg de muestra, se registrd peso y se realizé una deshidratacién en estufa a 50 °C por
12 horas, posteriormente se llevaron a peso constante a una temperatura 90 °C-100
°C en estufa durante 24 h. Finalmente se colocaron en un desecador durante 1 horay

se registraron los pesos. Se calculé el porcentaje de humedad:
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I — PF

= — Formula 2
pr—pc* "

% H

Donde:
%H: Porcentaje de humedad
Pl: Peso de crisol con muestra fresca (g)
PF: Peso final del crisol con muestra seca (g)
PC: Peso de crisol sin muestra (g)

7.3.3Cenizas en muestra desengrasada
El material mineral se cuantificé (método 14.063 AOAC) utilizando las muestras
obtenidas en la determinacién de humedad. Los crisoles se precalcinaron a fuego
directo utilizando un mechero bunsen hasta que no desprendieron humo.
Posteriormente se calcinaron en mufla a 600 °C por 3 horas, para después descender
la temperatura a 100 °C y colocarlas en un desecador por una hora y finalmente

pesarlas. Se calcul6 el porcentaje de cenizas:

% C = x 100 Formula 3

Donde:

%C: Porcentaje de cenizas

A: Peso del crisol vacio a peso constante (g)

B: Peso final del crisol con cenizas (g)

M: Peso de muestra seca determinada en humedad (peso de crisol con muestra

seca-crisol a peso constante)

7.3.4 Fibra cruda en muestra desengrasada

Esta determinacion se realiz6 de acuerdo con el método 7.068, de la AOAC. En un
matraz Erlenmeyer se colocaron 500 mg de muestra seca, se adicionaron 0.5 g de
acido tricloroacético, 1.25 mL de acido nitrico concentrado y 17.5 mL de acido acético
al 70%. Se llevo a un sistema de reflujo utilizando un condensador el cual se conecto
con el matraz y se llevo a calentamiento por 30 minutos, moviendo peridodicamente el
matraz para remover las particulas adheridas a las paredes. Posteriormente, el
producto obtenido se filtré por medio de vacio utilizando crisoles Gooch (a peso

constante), se lavo el residuo con agua destilada caliente hasta que se eliming por
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completo el acido acético. Los crisoles Gooch fueron llevados a estufa a 90° C por 12
h, se colocaron en desecador (1 h) y se pesaron. Posteriormente los crisoles fueron
llevados a mufla por 3 h a 600 °C, descendiendo la temperatura a 100 °C se sacaron
y se colocaron dentro del desecador (1 h) para finalmente pesarlos. El porcentaje de

fibra cruda se cuantificé de acuerdo con la siguiente formula:

(Pr — Pc) — (Pf — Pc) y

% FC =
o M

100

Formula 4

Donde:

% FC = Porcentaje de fibra cruda

Pr = Peso inicial del crisol Gooch con muestra desengrasada (Q)
Pf = Peso final de crisol Gooch con cenizas a peso constante (g)
Pc = Peso del crisol Gooch a peso constante (g)

M = Peso de la muestra desengrasada

7.3.5 Nitrégeno total y proteina cruda en muestra desengrasada

Para la cuantificacion de nitrégeno total se utilizé el método Kjeldahl (1883) descrito
por el AOAC 42.014 (1995). En tubos microkjeldahl se agregaron 2 gramos de mezcla
catalizadora (K2S0O4) y 2.5 mL de &cido sulftrico para obtener un blanco. Para las
muestras se adicionaron en otros tubos 40 mg de muestra seca desengrasada con
mezcla catalizadora (K2SOa) y acido sulftrico (2.5 mL). Los tubos fueron colocados
dentro del digestor con extracciones de vapor y se llevo a ebullicién por 2 horas hasta
que la mezcla clarifico, posteriormente los tubos se dejaron enfriar (figura 6A).

El residuo obtenido se llevé al equipo de destilacién por arrastre de vapor, colectando
entre 75-100 mL (Figura 6B), posteriormente se titulé con HCI 0.01 N hasta que se

observé un vire de color azul claro a transparente.
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Figura 6.Equipo Kjeldahl
(A) Digestor; (B) Destilador.

Se calcul6 nitrégeno total:

% N = V2 — Vlzll(eqN) Nx 100 Foérmula 5

Donde:

% N =Porcentaje de nitrégeno total

V1 = Volumen de HCI gastado en titular el blanco (ml)
V2 = Volumen de HCI gastado en titular la muestra (ml)
egN = 14.007

N = Normalidad de HCI (0.01 N)

M = Peso de la muestra (40 mg)

Para conocer el valor de proteina cruda a partir del contenido de nitrégeno total se

utilizé el factor 6.5 utilizado para frutos de esta naturaleza (NMX-F-068-S-1988).

Se calcul6 proteina cruda:

%PC =(%N)(f) Eérmula6

Donde:

% PC. =Porcentaje de proteina cruda
% N = Porcentaje de nitrégeno total
F= Factor de conversion (6.5)

7.3.6 Carbohidratos totales
Los carbohidratos se estimaron por diferencia respecto a las determinaciones
anteriores (Lebn-Méndez et al., 2016) como se muestra en la siguiente formula:

23



% Carbohidratos totales= 100 - (% humedad + % proteina + % grasa + % ceniza +
%Fibra) Formula 7

7.4Evaluacion del efecto en el crecimiento
7.4.1 Animales de experimentacion, condiciones de alojamiento y cuestiones
éticas

El estudio se llevé a cabo en ratas Wistar macho sanas (45-55 g, 21 dias de edad).
Todos los procedimientos se realizaron en la Unidad de Produccion y Experimentacion
de Animales de Laboratorio (UPEAL-CINVESTAV). Los animales fueron alojados
individualmente en jaulas colgantes de experimentacién con rejillas al piso para evitar
coprofagia, todo esto bajo condiciones controladas (temperatura 22 + 1 °C, ciclos de
luz-oscuridad de 12 h c/u y humedad relativa 40-70 %) (Figura 7A). En el momento
que sefala el protocolo experimental los animales fueron alojados en jaulas

metabolicas por 24 hrs (Figura 7B).

e — —

q'; _,!F?,‘ '_[_ ’

Figura 7. Colocacion de ratas en jaulas de acero inoxidable (A) y jaulas metabdlicas

(B).

El protocolo experimental se ejecutd con base en lo establecido por la NOM-069-ZOO0-
1999 y bajo la autorizacién por la Comisién de ética designada por la UPEAL, no
obstante, dicha carta de aceptacibn no se encuentra anexada debido a la
inaccesibilidad derivados de la suspension de labores por la contingencia de salud.
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Durante la experimentacion se realizd la observacion clinica diaria y se evalu6 el
estado general de los animales. Se presto particular atencion a la aparicion de diarrea,
cambios en piel y pelaje, asi como cualquier alteracion de los sistemas respiratorio y
circulatorio, de igual forma se analiz6 el patron de comportamiento, temblores,

convulsiones, salivacion y suefio (National Research Council, 2011).

7.4.2 Elaboracién de dietas

Se utilizaron 4 dietas las cuales fueron proporcionadas a los roedores en forma de
harina: dieta Estandar, dieta AOAC (1992), dieta Guanabana-AOAC y dieta
Guanébana-AOAC lipidica.

Como dieta estandar se utilizé Lab-Diet 5008 ®, (USA, comercial) la cual fue molida
en licuadora (Oster, E.U.) y refinada en mortero, para posteriormente tamizarla en una
malla del no. 30 para un tamafo de particula de 0.595 mm. Las demas dietas fueron
elaboradas semanalmente en el laboratorio y de manera artesanal. Se almacenaron a
4°C dentro de frascos ambar con el fin de evitar enranciamiento y contaminacion
ambiental. La dieta AOAC se formul6é de acuerdo con la metodologia AOAC (1992).
La dieta Guandbana-AOAC contenia 50% de dieta AOAC y 50% de harina de
guanabana, mientras que la dieta guanabana-AOAC lipidica contenia 41.67 % de dieta
AOAC, 41.67% de harina de guandbana y 16.66 % extra de lipidos (aceite de maiz de
la marca Mazola). Todas las dietas elaboradas fueron ajustadas al 100% del
requerimiento diario de vitaminas y minerales, para lo cual se us6 una mezcla de
vitaminas y mezcla de minerales de la marca Teklad Test Diets® (USA). En la Tabla 3

se presenta la composicion de las dietas y su contenido de energia.
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Tabla 3. Composicion de las dietas proporcionadas g/100 g de dieta

Guanabana Guanabana-

Componentes Estandar AOAC -AOAC AOAC lipidica
Proteina 23 10 10 8.4
Lipidos 6.5 8 8 23.3
Carbohidratos 58.5 75 75 62.5
Fibra 4.0 1 1 .84
Minerales 6.8 5 5 4.16
Vitaminas NR 1 1 .83
Kcallg 3.84 412 412 4.9

NR: no reportado

7.4.3 Prueba piloto

Para descartar la posibilidad de que las dietas guanabana-AOAC y guanabana-AOAC
lipidica no presentaran algun dafio o toxicidad en los individuos, se realiz6 esta prueba
en la que se evaluaron 10 ratas por dieta. La preparacion de la materia prima para la
elaboracion de las dietas, se describe en el apartado 8.2 de esta seccidn, sin embargo,
cabe destacar que para esta prueba el proceso de escaldado en los frutos no se
realizd. Previo a la exposicion de las dietas, los animales cursaron un periodo de
adaptacién a las condiciones de alojamiento y al tipo de presentacion del alimento,
proporcionandolo en forma de harina (alimento Lab Diet 5008) ad libitum, el cual tuvo
una duracion de 6 dias.

Posterior al periodo de adaptacién, los animales se seleccionaron y se dividieron de
manera aleatoria en 2 grupos de 10 integrantes: grupo dieta guanabana-AOAC (GGB)
y grupo dieta guanabana-AOAC lipidica (GGB-L); se alojaron en jaulas colgantes de
acero inoxidable. Los animales fueron pesados diariamente en una balanza granataria
(Ohaus, US.A.). Se les proporciond la cantidad de alimento (g) correspondiente al 10%
de su peso corporal y agua ad libitum. La duracion de la prueba fue de 10 dias donde
los animales fueron observados para descartar signos clinicos o conductuales de
enfermedad. Cuando estos signos fueron evidentes, los animales fueron sacrificados

por sobredosis de Ketamina y Xilacina (PISA) administrada por via intramuscular de
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acuerdo a los protocolos establecidos por la NOM-069-Z00-1999. Posteriormente los
organos se examinaron de manera macroscoépica, especialmente los de la cavidad

abdominal.

7.4.4 Prueba definitiva

Para este estudio se utilizaron 27 ratas Wistar macho (45-55 g, 21 dias de edad), bajo
las condiciones de alojamiento y del periodo de adaptacion ya descritas en el apartado
7.5.1 de esta seccion. El experimento tuvo una duracién de 28 dias los cuales fueron
precedidos de 6 dias de adaptacion. Culminado el periodo de adaptacién, se
seleccionaron de manera aleatoria tres ratas y se colocaron en jaulas metabdlicas por
24 horas suministrando alimento estandar en una cantidad equivalente (10% de su
peso corporal) y agua (ad libitum). Al término de las 24 horas los animales fueron
pesados y se registraron los consumos de alimento y agua y la cantidad de excretas
(orina y heces). Posteriormente se dejaron en ayunas por 6 horas proporcionando
Unicamente agua ad libitum. Los animales fueron anestesiados administrando
intramuscularmente una mezcla de Ketamina-Xilacina (50 mg/kg: 6 mg/kg),
posteriormente fueron exanguinados por puncién cardiaca con el fin de obtener
muestras sanguineas para llevar a cabo las determinaciones bioquimicas (glucosa,
triacilglicéridos, colesterol total y acido Urico). Inmediatamente se realizaron
observaciones macroscopicas en todos los 6rganos de la cavidad abdominal para
verificar la integridad de los érganos. Adicionalmente, se obtuvieron huesos femorales
de ambas patas traseras. Posteriormente se formaron aleatoriamente 4 grupos
experimentales de seis individuos cada grupo:

GSTD= grupo dieta estandar (LabDiet 5008)

GAOAC-= grupo dieta AOAC

GGB-= grupo dieta guanabana-AOAC

GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica

Los animales fueron pesados diariamente con balanza granataria (Ohaus, US.A.) para
poder administrar el alimento de acuerdo al 10% del peso corporal y agua ad libitum.
En la semana 2 y al finalizar la experimentacion (semana 4) tres individuos de cada

grupo fueron seleccionados al azar y colocados en jaulas metabdlicas por 24 horas,
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llevando a cabo todo el procedimiento que se indicé anteriormente (registro de

consumos, y excretas, obtencion de muestras sanguineas y huesos femorales).

7.4.5Registros de peso, consumos y excretas

Desde el inicio de la experimentacidn se tomo un registro diario de los pesos corporales
de cada rata con la finalidad de observar cambios en la ganancia o pérdida de peso
de los animales en los diferentes grupos.

La determinacién del consumo de dietas y la cantidad de las excretas (heces), se
realiz6 cuando los animales fueron colocados en jaulas metabdlicas lo que permitio
recolectar la dieta no consumida (calculado de esta manera el consumo real de
alimento en gramos) asi como las heces. El pesaje se realizO en una bascula
granataria (Luzeren ®, México). El volumen de orina y consumo de agua se registro
recuperando los frascos provenientes de las jaulas los cuales se encontraban

previamente graduados (mL).

7.4.6 Diseccion y medicion de fémur

Los fémures (izquierdo y derecho) de las patas traseras fueron obtenidos cada vez
gue los animales fueron colocados en jaulas metabdlicas con la finalidad de verificar
el crecimiento de los animales, la diseccion se realiz a través de cirugia de cuchillas,
cortando entre la cabeza del fémur y el acetdbulo del ilion y el isquion. Posteriormente
se separo la pata trasera retirando los huesos de la fibula, la tibia y el tarso. Obtenidos
los fémures se elimind todo el tejido adherido al hueso. Se secaron a temperatura
ambiente y se midi6 en cada fémur la longitud desde la cabeza del fémur hasta el

condilo, usando un Vernier (Absolute Digimatic, Mitutoyo, Japon).

7.4.7 Determinacion enzimética de indicadores bioquimicos

La obtencién de sangre y orina para el analisis de los indicadores bioquimicos de los
animales se realizo después de la exanguinacidn por puncion cardiaca. Las muestras,
procesadas el mismo dia de la toma, fueron colocadas en tubos para centrifuga (15
mL/16 x 100 mm) y puestas en una centrifuga universal 320R (Hettich Zentrifugen,

Medellin Colombia), a una velocidad de 3500 rpm (10 min) para obtener el suero; las
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muestras de orina se centrifugaron a 2500 rpm (7 min) con el fin de retirar la mayor
cantidad solidos. Para dichas determinaciones bioquimicas se utilizaron Kits
comerciales de Spinreact siguiendo las indicaciones metodoldgicas del fabricante, en
suero se cuantifico: glucosa (referencia de kit 1001201), triacilglicéridos (referencia de
kit 1001310) y colesterol total (referencia de kit 1001092), mientras que en orina se

determind &cido urico (referencia de kit 41001).

7.5Anélisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa Minitab (para Windows, version
17.0, Chicago, USA); para la representacion de gréaficos se utilizd SigmaPlot version
14 para Windows (San José, CA, USA). Los resultados de cada determinaciéon del
AQP y de las deméas determinaciones, se presentaron como medias + desviacion
estandar. Para evaluar el efecto de las distintas dietas ensayadas, sobre las variables:
peso corporal, consumo de alimento y agua, cantidad de excretas e indicadores
bioquimicos, se utilizé6 un ANOVA de una via utilizando un analisis post hoc de Tukey
y para evaluar las diferencias de longitud de fémur se utilizé6 una prueba t-Student,
considerando para todas las variables un valor de p<0.05 como estadisticamente

significativo.
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8. Resultados y discusion

8.1 Analisis quimico proximal de la materia prima

La pulpa de guandbana (Tabla 4) reportd mayoritariamente un alto contenido de
carbohidratos (70.84 £+ 2.24 %), de acuerdo con Badui (2006) menciona que la
concentracion puede llegar a ser muy variable ya que la fruta con un grado de madurez
alto contiene méas azucar pues los hidratos de carbono complejos (almidones) se
descomponen en hidratos mas simples conforme aumenta la maduracion. En cuanto
a humedad el resultado obtenido fue de 14.80 £ 0.57 %, diversos autores (Céspedes
& Cary, 1998; Degnon et al., 2013) refieren que el contenido de humedad depende de
las condiciones ambientales y de cultivo a las que ha estado sometido el fruto, siendo
que un alto contenido de agua alienta al crecimiento microbiano y por ende su
deterioro. En cuanto a la composicién de lipidos, Sharma et al. (2016) refieren que la
mayoria de frutos contienen cantidades insignificantes de este macronutriente; acorde
lo obtenido (0.53 + 0.07 %) se comprobo que este fue muy bajo. Finalmente en proteina
se obtuvo un contenido de 5.99 + 1.26 %, fibra cruda de 5.06 + 0.44 % y cenizas de
2.76 £ 0.43 %. Pérez-Grana (2013), Caballero & Paredes (2017) mencionan que las
variaciones en los componentes (humedad, proteinas carbohidratos, lipidos y cenizas)
dependen de las condiciones climaticas, la variedad, el grado de maduracién y las
operaciones agricolas. Por tanto, la pulpa de guanabana presenté como componentes
mayoritarios carbohidratos (70.84 + 2.24 %) agua (14.80 + 0.57 %), seguido de
proteina (5.99 + 1.26 %) y fibra cruda (5.06 £ 0.44 5) siendo los mas escasos lipidos
(0.53 £ 0.07 %) y cenizas (2.76 + 0.43 %).

Tabla 4. AQP en pulpa de guanabana en 100 g.

Componentes Base seca
Humedad (agua) 14.80 £ 0.57
Lipidos (extracto etéreo) 0.53 +0.07
Proteina 5.99+1.26
Carbohidratos (por dif.) 70.84 £ 2.24
Fibra cruda 5.06 £0.44
Cenizas 2.76 £0.43
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8.2 Evaluacioén del efecto en el crecimiento

8.2.1 Ensayo piloto

Como se menciond en la parte metodoldgica, la prueba piloto solo se realizo para los
grupos que recibieron alimento a base de harina de guanabana, es decir, el GGB y el
GGB-L. Por otra parte, cabe recordar, tal como se indica en la metodologia, que, para

la elaboracién de las dietas proporcionadas, los frutos no fueron escaldados.

8.2.2 Observaciones clinicas y macroscopicas

Durante la ejecucion de la prueba se observé que las ratas pertenecientes al GGB y
GGB-L, manifestaron un estrés significativo el cual fue aumentando con el paso de los
dias: los animales se mostraron encorvados, aislados y agresivos, de igual manera se
noté un consumo disminuido en agua y alimento por parte de ambos grupos, sin
embargo, ninguno de estos mostré caida de pelo.

El peso corporal de los animales disminuy6 de forma drastica (Tabla 5), presentandose
la pérdida desde el inicio de la prueba: del dia 1 al 2 disminuy6 cerca del 11.7% en
GGBy 15.27% en GGB-L.
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Tabla 5. Pesos corporales promedios (g) por dia experimental durante la prueba
piloto

Dia Grupo

GGB GGB-L

1 55.7 £ 3.89 57.42 + 3.09
n=10 n=10

2 49.15 + 4.03 48.65 + 4.06
n=10 n=10

3 45.7 + 4,52 46.02 +4.15
n=10 n=10

4 40.89 £5.22 44.88 + 3.57
n=10 n=10

5 40.31 + 4.46 42.31 + 3.56
n=7 n=10

6 40.7 £ 5.46 42.46 + 2.86
n=4 n=8

7 40.67 £5.21 44.67 £+ 3.11
n=4 n=8

8 43.85 +6.43 45,51 + 3.36
n=2 n=8

9 45.5 +5.66 45.21 £ 3.35
n=2 n=8

n=ndamero de animales
GGB= grupo dieta guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-Lipidica

Dia a dia el peso corporal de los sujetos de ambos grupos continu6é disminuyendo
siendo mas alta la pérdida en el GGB. En el quinto dia se presenté la muerte de una
rata proveniente del GGB. Después de realizar la incision para la exposicion del
sistema digestivo se observé necrosis en esofago, estbmago y en los intestinos
principalmente en el intestino delgado en la porcion del duodeno y yeyuno, lugar donde
se tiene la mayor absorcién de los nutrientes (Jang et al., 2018). Al dia subsecuente
(dia 6) sobrevino la muerte de una rata mas del grupo GGB y de 2 sujetos del GGB-L.
En todos los casos mortales se observd necrosis en eséfago, estbmago e intestino
delgado. Conforme avanzaron los dias, los animales de ambos grupos fueron
muriendo, observando el efecto toxico letal mas evidentemente en el GGB (Figura 8),

lo cual probablemente se debidé a que este grupo recibié en su dieta, una mayor
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proporcién de harina de guanabana en comparacion con la dieta del grupo GGB-L
(50% vs 41.67%, respectivamente).

Figura 8. Necrosis observada en es6fago, estbmago e intestino delgado
Sujetos experimentales en el dia 5 (GGB) y 6 (GGB-L) de la prueba piloto.
GGB= grupo dieta guandbana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-
Lipidica

El tiempo contemplado para la prueba era de 10 dias, no obstante, por cuestiones
éticas (NOM-062-Z00-1999), los animales fueron sacrificados en el noveno dia para
evitar prolongar el sufrimiento del animal. Las observaciones de la prueba piloto
denotan un innegable efecto tdéxico de la harina de guanabana que recibieron los
animales en su alimento. Degnon et al. (2013) reportaron en pulpa fresca de
guanabana compuestos antinutricionales como oxalatos (6.57 %) y fitatos (2.78 %),
sin embargo, mencionaron que dichos valores se encontraban por debajo del nivel
téxico. Por otra parte, Lombor et al. en el 2014 informaron contenidos bajos de fitatos,
taninos, cianuros y oxalatos en harina de pulpa de guanabana (secada en horno a 50°
C). De igual manera Saripalli & Dixit (2016) mencionaron en extractos de pulpa
presencia de fitatos (0.17 mg/mL), saponinas (0.97 mg/mL), alcaloides (0.24 g/5 g) y
oxalatos (68.8 mg/mL), sin embargo, mencionan que estas bajas concentraciones
parecen ser seguras al consumo. No obstante, los autores refieren la necesidad de

establecer investigaciones adicionales por un periodo prolongado para comprobar que
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no exista un efecto téxico en el consumidor. Este efecto tdxico fue observado en esta
prueba.

Se ha reportado que un alto consumo de los fitatos y taninos provocan la deficiencia
de varios micronutrientes ya que forman complejos con proteinas, polisacaridos,
vitaminas y minerales como el hierro y zinc, haciendo que estos no sean
biol6gicamente disponibles para la absorcion y utilizaciéon humana. El 4cido oxalico y
el acido fitico (fitatos) pueden presentarse como sales solubles de potasio y sodio o
como sales insolubles de calcio, magnesio o hierro o bien como una combinacion de
sales solubles e insolubles formando quelatos fuertes con calcio e inhibiendo de igual
manera la absorcién de estos minerales esenciales (Essack et al., 2017; Olawoye et
al., 2017; Akwaowo, et al., 2000). La evidencia mostrada en esta prueba indica que el
consumo de harina de guanabana no escaldada produce toxicidad notoria con signos
y sintomas clinicos caracteristicos (fatiga, pérdida de peso, dolor abdominal, retraso
en el crecimiento y alteraciones en la coagulacién) (Camean & Repetto, 2006; Sotelo
et al., 2009) y una evidente necrosis en esofago, estbmago e intestino delgado. Debido
a limitaciones técnicas del laboratorio no se realizdé una necropsia mas descriptiva de
los animales por lo que se desconoce la causa de sus muertes. Como potencialidades
de este estudio seria la identificacion de los compuestos quimicos antinutricionales

presentes en la harina de guanabana y probar su toxicidad in vitro.

8.3 Prueba definitiva
En este estudio, para la elaboracién de la harina, se realiz6 un escaldado del fruto tal
y como se indica en la metodologia, con el fin de inactivar los compuestos

antinutricionales.

8.3.1 Ganancia de peso corporal en ratas

Durante los 28 dias de experimentacion, se evaluo el crecimiento en las ratas Wistar
mediante su pesaje diario, los resultados (Tabla 6) promedios mostraron que, de la
toma inicial a la semana 1, los animales del GSTD incrementaron de peso mientras
gue los grupos restantes disminuyeron el peso promedio, debido probablemente a que

se encontraban adaptandose a la presentacion de la dieta (harina). En la semana 2 no

34



semana a la tercera el incremento fue mas notorio en los animales del GSTD y el
GAOAC, aunque no hubo diferencias significativas entre ellos.

Al finalizar la experimentacion (semana 4) el GSTD mostré de manera significativa el
mayor peso corporal (130.60 £ 15.72 g) respecto a los demas grupos (p<0.05) quienes
entre ellos, no mostraron diferencias significativas (p>0.05).

Tabla 6. Peso promedio (g) de los animales por semana

Grupo Inicial Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

GSTD 56.87+2.83P 57.62+574° 73.02+9582 99.61+15842 130.60+15.722
GAOAC 55.93+515° 54.04+6.94P 66.29+7.452 86.12+10.35% 101.01+10.69°
GGB 64.17+4.812 60.82+6.13% 65.65+8.622 76.90+9.02% 86.26+9.10°

GGB-L 66.93+4.902 6573+4.682 69.76+3.762% 74.86+6.90" 80.80 £8.20°

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05)

GSTD= grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta
guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica

Cossio Bolafios (2013) valor6 el crecimiento en percentiles en funcién a la edad
cronoldgica en ratas Wistar macho administrando alimento y agua ad libitum, conforme
a los dias de vida que tenian los roedores al final de la experimentacién (56 dias) de
este estudio, el autor refiere que el peso saludable tuvo que ser aproximadamente de
263.3 gramos, siendo que un peso de 210.10 gramos en esa edad se interpreta como
desnutricion y/o delgadez. Al comparar los resultados con este estudio, se observé que
todos los pesos en todos los grupos se encontraron por debajo de lo que refiere el
autor, sin embargo, cabe considerar que la administracién del alimento en este estudio
fue al 10 % de su peso y no ad libitum.

Por otra parte, Barbalho et al. 2012 realizaron un estudio en el cual administraron jugo
de hoja de guanabana ad libitum y jugo de pulpa (0.5 ml por la mafiana y 0.05 mL por
la tarde) a ratas Wistar macho adultas con un peso aproximado de 250 g. Los autores
reportan que al finalizar la experimentacion (40 dias), las ratas suministradas con jugos

de hoja y pulpa de guanabana, presentaron ganancias de peso significativamente

35



menores en comparacion con la del grupo control (agua ad libitum). Esto concuerda
con los resultados obtenidos en la presente investigacion donde se vio que, aunque
existid una ganancia de peso en los grupos tratados con guanabana, esta ganancia
fue significativamente menor a la ganancia observada en los animales del GSTD.
Durante la observacién se percibié una menor ingesta de dieta por parte de los
animales pertenecientes a los grupos de guanabana ya que se notaron restos de
alimento en los comederos (Figura 9).

De acuerdo con Martinez et al. (2006) las variables que llegan a determinar la cantidad
de alimento que consumen los animales son: el tipo de alimento, el contenido caldrico,
el sabor, el olor o la textura, por lo que las dietas proporcionadas de guanabana
pudieron presentar algun desequilibrio en estas variables. Por otra parte, cabe

considerar que las desviaciones estandar fueron muy grandes.

Dieta del
GB

Dieta del
GB-L

Figura 9. Restos de alimento en comederos de ratas.

Se aprecia que ambos grupos con dietas con base de harina de guanabana no
consumieron la totalidad del alimento suministrado.

GGB-= grupo dieta guandbana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica

Para una mejor percepcion de los resultados anteriores, se presentaron curvas de
crecimiento (Figura 10) donde se observa que efectivamente existe un aumento de
peso lineal especialmente en el GSTD asi como en el GAOAC, cabe mencionar que el
alimento que consumieron los roedores del GSTD, es usado especialmente para el
crecimiento de animales, lo que reflejaria la mayor ganancia de peso, sin embargo, los

grupos GGB y GGB-L el crecimiento se presentd de forma mas lenta. Lacerda et al.

36



(2006) mencionan que el retraso en el crecimiento existe principalmente cuando se
presenta deficiencias nutricionales de energia, proteina y nutrientes, asi como las
malas practicas en la preparacion de alimentos, alimentos no aptos a las necesidades,
los entornos, la genética e infecciones, lo que provoca la menor absorcion de

nutrientes en el intestino.
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Figura 10. Incremento en peso en ratas Wistar durante el periodo experimental.
GSTD= grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB=
grupo dieta guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica

Asimismo, las diferencias en el peso de los animales fueron facilmente perceptibles

mediante la observacion fisica (Figura 11).
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GGB

Figura 11. Fotografias representativas de sujetos experimentales.

Dieta estandar LabDiet 5008 (GSTD) y grupo dieta guanabana-AOAC (GGB) al
término de la semana 4. Como se puede apreciar, la rata del GSTD es visiblemente
mas grande y pesada que la del grupo GGB.

8.4 Crecimiento del fémur

La medicion en la longitud de cada fémur (Figura 12) permitié evaluar el crecimiento
lineal de las ratas Wistar. La medicion fue realizada en ambas patas traseras, sin
embargo, solo se presentan los datos de la pata derecha ya que no se observaron

diferencias entre estas cuando se realiz6 una prueba t-Student (p>0.05).

Figura 12. Representacion de la medicion de la longitud del fémur de un sujeto
experimental con un vernier.

De acuerdo con la Tabla 7, la longitud inicial del fémur, al final del periodo de
adaptacion fue de 2.16 + 0.05 cm (promedio de la longitud de 3 sujetos), al finalizar la
semana 2, los animales del GSTD presentaron la mayor longitud femoral (2.59 + 0.03
cm) no mostrando diferencias estadisticas (p>0.05) respecto al GAOAC (2.58 + 0.02
cm) pero si respecto a los dos grupos de guanabana. La menor longitud se observé
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en el GGB-L, la cual fue significativamente menor respecto a todos los grupos; al
comparar la longitud promedio del fémur del GGBL con el valor inicial (2.16 £ 0.05 cm)
solo incrementé 4.1 %, mientras que los grupos restantes incrementaron 19.9 %
(GSTD), 19.4 % (GAOAC) y 10.1 % (GGB) respectivamente.

Tabla 7. Longitud (cm) de fémur de pata trasera derecha de ratas Wistar

Grupo Valor basal Semana 2 Semana 4
GSTD 2.59+0.032 2.80+0.032
GAOAC 2.16 + 0.05 2.58+0.022 2.74+£0.032

GGB 2.38+0.03° 2.44+0.02°
GGB-L 2.25+0.03°¢ 2.39+0.00°

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05). GSTD=
grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta
guandbana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica

En la toma final (semana 4) las menores longitudes se presentaron en ambos grupos
de guanabana, las cuales fueron significativamente menores a los GSTD y GAOAC.
Al contrastar estos resultados con la ganancia de peso, efectivamente los grupos de
guanabana, quienes presentaron menor crecimiento también mostraron el menor
incremento de peso corporal. EI GAOAC no arrojé diferencias estadisticas en la
longitud de fémur respecto al GSTD (2.80 + 0.03 vs 2.74 + 0.03 cm, p>0,05). Sin
embargo, en ganancia de peso, el GSTD fue estadisticamente mayor respecto al
GAOAC (130.60 +15.72 gvs 101.01 + 10.69 g, p<0.05). Para explicar estos resultados
se debe considerar que el consumo de proteina en la dieta es de gran importancia
para el crecimiento y el mantenimiento de los huesos pues interviene en el
metabolismo 6seo a través de la presencia de aminoacidos (principalmente leucina
gue acelera la sintesis) y las vias de sefializacién de la insulina-1 (IGF-1) responsables
de la formacion de la masa Osea en el crecimiento muscular y longitudinal del hueso
(Bonjour, 2011; Dolan & Sale, 2018). Por lo anterior, podria inferirse que la proteina
proporcionada en el alimento del GAOAC (10 %) fue aprovechada adecuadamente
para el crecimiento de los huesos, pero no para un aumento de peso respecto al GSTD,

quienes recibieron el 23 % de proteina en su dieta.
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En cuanto a las diferencias observadas con los grupos de guanabana respecto al
GAOAC, aunque ambos tenian contenidos similares de proteina, los grupos de
guanabana presentaron un menor crecimiento 6seo, posiblemente debido al consumo
insuficiente de proteina propiamente de la dieta, asi como a la disponibilidad de los
aminoacidos presentes en guandbana. Al realizar la busqueda bibliografica se
encontré que en pulpa de guanabana, solo se ha reportado la presencia de algunos
aminoacidos: lisina, metionina y triptéfano (Reyes et al., 2009), sin embargo, no se
refiere de la presencia de otros aminoacidos esenciales como leucina, isoleucina,
valina, treonina etc., los cuales son necesarios en el crecimiento 6seo y muscular
siendo esta otra posible explicacién al menor crecimiento por parte de estos grupos.

En concreto, se pudo observar que una dieta formulada con base en la AOAC no afecto
en los animales experimentales el crecimiento del fémur pero si disminuye la ganancia
de peso respecto a una dieta estandar, mientras que un consumo de dietas con harina
de guanabana provoco un crecimiento desacelerado en la longitud de fémur y en
ganancia de peso. Diaz-Reséndiz et al. (2009) refieren que la incidencia en el retraso
del crecimiento existe principalmente cuando se presenta deficiencias nutricionales de
energia, proteina, asi como el tipo de alimento administrado, el contenido caldrico, el
sabor, el olor o la textura, el entorno, las malas practicas en la preparacion de las

dietas, entre otros.

8.5 Ingesta de alimento y agua y cuantificacion de excretas en 24 h
Los registros del consumo de alimento y agua, asi como la cantidad de excretas
producidas (heces y orina) se obtuvieron cuando los animales fueron colocados en

jaulas metabdlicas.

8.5.1 Consumo caldrico promedio

Para la administracion de las dietas, el alimento fue proporcionado al 10 % del peso
del animal, para la comparacion se utilizé el consumo total de Kilocalorias (Kcal), el
cual se obtuvo multiplicando los gramos consumidos por el contenido energético en

gramo respectivo de cada dieta, los resultados se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Consumo promedio en Kilocalorias/24 h de ratas colocadas en jaulas
metabolicas.

Grupo Valor basal Semana 2 Semana 4
GSTD 28.67 £ 4.212 50.56 + 7.892
GAOAC 22.96 £ 0.48 26.78 + 1.65 @ 39.55+4.532

GGB 1717 £2.27°¢ 20.87 £ 2.27°
GGB-L 21.56+ 1.77 ¢ 19.93 +£0.57 P

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05). GSTD=
grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta
guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica

Al término del periodo de adaptacion, los animales tuvieron un consumo de 22.96 +
0.48 Kcal/dia observando que para la semana 2 se presenté una disminucién en la
cantidad de energia por ambos grupos de guanabana. En esa semana los roedores
con el mayor consumo energético fueron los del GSTD el cual no mostré diferencias
estadisticas (p>0.05) respecto al GAOAC (28.67 + 4.21 Kcal/dia vs 26.78 £ 1.65
Kcal/dia) mientras que el GGB presentd el menor consumo energético (17.17 + 2.27
Kcal). Para la semana 4, ambos grupos de guanabana presentaron un consumo
significativamente menor (GGB 20.87 + 2.27 Kcal; GGB-L 19.93 + 0.57 Kcal) respecto
al GSTD (50.56 + 7.89 kcal) y GAOAC (39.55 + 4.53 kcal).

Al comparar los resultados obtenidos en esta seccion de ingesta energética, con la
ganancia de peso y el crecimiento en fémur se pudo verificar que los animales del GBB
y del GGB-L no aumentaron de peso debido posiblemente al consumo limitado de
energia que ingirieron, siendo mas evidente en el GGB-L. Por su parte, los animales
pertenecientes al GSTD, que mostraron la mayor ingesta energética, reportan también,
la mayor ganancia de peso y la mayor longitud femoral. Respecto al GAOAC a pesar
de no mostrar diferencias estadisticas en el consumo calérico respecto al GSTD
presentd un buen crecimiento en fémur similar pero no en peso respecto a este grupo
estandar.

Martinez et al. (2006) mencionan que un aumento de peso corporal es relativamente
proporcional a un aumento en el consumo de dietas altamente palatables o con niveles

elevados en el contenido lipidico, sin embargo, esto no concuerda con los resultados
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ya que los animales pertenecientes al grupo con el mayor contenido lipidico (GGB-L)
presentaron la menor ingesta. De acuerdo con Diaz-Reséndiz et al. (2009) mencionan
que la cantidad de alimento que los organismos consumen esta determinada por
caracteristicas propias de la alimento, como su textura, color, tamafio, sabor, olor o
temperatura. Por otra parte, Toth & Gardiner (2000) mencionan que, cuando se altera
la composicién de una dieta, los animales pueden reducir o incrementar su ingesta de
alimentos dependiendo de la palatabilidad y la accesibilidad, por lo tanto, al observar
el consumo de alimento en GGB y GGB-L, podemos proponer que esta disminucion

se debid a una menor palatabilidad del alimento suministrado.

8.5.2 Consumo de agua

En cuanto al consumo de agua (Tabla 9), el valor inicial fue de 15.66 + 0.58 mL al dia,
sin embargo, para la semana 2 los grupos de guanabana presentaron una disminucion
de aproximadamente un 40% respecto a esta ingesta inicial. En esta semana el GSTD
presentd el mayor consumo (19.33 + 6.03 mL) no mostrando diferencias estadisticas
(p>0.05) respecto al GAOAC y al GBB, no obstante, la menor ingesta se present6 en
el GGB-L (7.66 £ 2.52 mL). Al final de la experimentacion (semana 4), el menor
consumo ocurrié en ambos grupos de guanabana (GGB 9.0 £ 2.0 mL; GGB-L 9.33 +

2.08 mL) mientras que el mayor consumo ocurrié en el GSTD y el GAOAC.

Tabla 9. Consumo promedio de agua en mL/24 h de ratas colocadas en jaulas
metabdlicas.

Grupo Valor basal Semana 2 Semana 4
GSTD 19.33£6.032 38.33+5.772
GAOAC 15.66 + 0.58 16.33 £5.802 30+9.172

GGB 9.66 + 2.52 9.0+2.0°"
GGB-L 7.66 £ 2.52P 9.33+2.08"

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05). GSTD=
grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta
guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica.

42



La Agencia de proteccion ambiental de los Estados Unidos, United States
Environmental Protection Agency (1998) refiere que la recomendacion en la ingesta
de agua en ratas Wistar macho sanas debe ser de 147 mL/ Kg de peso de animal. Es
justificable comparar los resultados obtenidos con la referencia ya que les fue
proporcionada el agua ad libitum. Para dicha comparacién se consideraron los pesos
promedios de cada grupo, observandose que en la semana 2 los animales del GGB
tuvieron una ingesta dentro de lo esperado, mientras que el GSTD y GAOAC ingirieron
agua por encima de lo esperado, en tanto que el GBB-L estuvo por debajo de referido.
En la semana 4 nuevamente el consumo del GSTD y GAOAC se encontrd por encima
de la referencia mientras que la ingesta de los grupos de guandbana estuvo por debajo
de lo mencionado por dicha agencia.

Un consumo de agua es de vital importancia ya que es el principal componente del
organismo pues representa en promedio un 60% del peso, participa en los procesos
de digestidn de los nutrientes, asi como en la absorcion puesto que forma parte de las
secreciones digestivas (saliva, jugos gastricos, pancreaticos e intestinales). De igual
forma, participa en el transporte de nutrientes hasta la célula y también como el
vehiculo de los productos de desecho como el sudor, respiracion, orina y heces
(Ascencio, 2012; Palacios et al., 2010). Como se expuso anteriormente, un buen
aporte de agua es indispensable para desarrollar las funciones fisioldgicas, al
relacionar esto con los resultados de este estudio se puede argumentar que los grupos
GSTD y GAOAC, cuyo consumo de agua fue aparentemente mayor, consumieron este
liquido vital en funcién de sus necesidades fisiol6gicas y optimizando sus funciones
nutritivas lo cual contribuy6 a una mejor asimilacion de nutrientes. En los grupos a base
de guandbana, que presentaron el menor consumo de agua, posiblemente la
asimilacion de nutrientes proporcionados en sus dietas fue afectada por el bajo estado
de hidratacion de los individuos condicionado a su vez, posiblemente por el mismo

consumo de la harina.

8.5.3 Cantidad de heces
Respecto a la cantidad de heces (Tabla 10), se puede observar que, en la segunda

semana, los animales pertenecientes a los grupos de guanabana no mostraron
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diferencias significativas entre ellos (p>0.05) siendo los grupos con la menor cantidad
en heces respecto al resto de los grupos (GGB 0.73 £ 0.25 g; GGB-L 0.96 + 0.25). El
GSTD excretd la mayor cantidad de heces (2.86 + 0.15 g) entre los grupos. Al
compararlo respecto al valor inicial de 1.26 + 0.31 g (final del periodo de
acondicionamiento) se observé que la cantidad excretada disminuyo en un 42 % para
el GGB mientras que el GGB-L también disminuy6 en un 23.8 %.

Tabla 10. Excrecion de heces (g) durante 24 h en jaulas metabdlicas.

Grupos Valor Semana 2 Semana 4
basal
GSTD 2.86+0.152 5.93+0.932
GAOAC 1(-)2511 1.73+0.21b 2.16 + 0.93°
GGB ' 0.73+0.25¢ 0.9+0.17¢
GGB-L 0.96 + 0.25¢ 0.83+0.15¢

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05). GSTD=
grupo a base de LabDiet 5008, GAOAC= grupo en base AOAC, GGB= grupo guanabana-
AOAC, GGB-L= grupo guanidbana-AOAC-lipidica.

Por el contrario, en los GSTD y GAOAC la cantidad excretada aument6. Para la toma
final (semana 4), nuevamente el GSTD reportd la mayor cantidad de heces, mientras
gue los grupos de guanabana fueron los que mostraron los menores valores.

Durante la experimentacion, se observé que las excretas del GSTD y GAOAC
mostraron buen color y aspecto fisico (esponjosas, blandas y lisas), no obstante, las
heces de las ratas provenientes de ambos grupos de guanabana, fueron pequenfas,

muy compactas y escasas, como se muestra en la Figura 13.
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Figura 13. Fotografias representativas de las heces obtenidas en la semana 4, de
una rata de cada grupo experimental

GSTD= grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB=
grupo dieta guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica.

De acuerdo con la escala de Bristol (Martinez & Azevedo, 2012), las heces del GGB y
GGB-L se encontraron dentro del tipo 1 interpretAndose con un posible estrefiimiento
por constipacion y/o transito lento, en tanto que el GSTD y GAOAC mostraron heces
normales con clasificacion tipo 3, expresandose como heces en perfecto estado con
transito regular.

Con base en lo anterior, se puede proponer que la pulpa seca de guanabana,
disminuye la cantidad de excretas provocando estrefiimiento especialmente si es
adicionada con lipidos. Una causa probable de esta propuesta seria un consumo
disminuido de alimento y agua en comparacién al GSTD y GAOAC, provocado por un
transito intestinal lento o por un retardo en el vaciamiento del estbmago. Esta ultima
afirmacion se basa en la observacién de que, en la exploracion macroscopica final, los
estdbmagos se encontraban visiblemente llenos aun cuando estos tenian mas de 6

horas de ayuno (Figura 14).
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Figura 14. Retraso en el vaciamiento gastrico de ratas Wistar en la semana 4.
GSTD= grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GGB= grupo dieta guanabana-AOAC,
GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica.

8.5.4 Cantidad de orina

En cuanto al volumen de orina (Tabla 11), los datos muestran que en la semana 2, el
GSTD y GAOAC no mostraron diferencias estadisticas entre ellos (p>0.05)
presentando el mayor volumen de orina, en tanto que ambos grupos de guanabana la
cantidad excretada fue significativamente mas baja en comparacion con las del GSTD
y GAOAC.

Tabla 11. Excrecion de orina (mL) durante 24 h en jaulas metabdlicas

Grupos Valor basal Semana 2 Semana 4
GSTD 12.33+£0.582 19.33+£5.032
GAOAC 11.66 + 9.0+1.02 14.66 + 6.66 2
2.08
GGB 3.66 +£2.08° 7.66 £ 0.58°
GGB-L 3.0+1.0° 4.33+0.58"

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05). GSTD=
grupo a base de LabDiet 5008, GAOAC= grupo en base AOAC, GGB= grupo guanébana-
AOAC, GGB-L= grupo guanibana-AOAC-lipidica.

Al término de la experimentacion (semana 4) el GAOAC no mostré diferencias

estadisticas (p>0.05) respecto a los demas grupos, siendo el GSTD el que presento el
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tuvieron los grupos de guandbana los cuales a su vez fueron significativamente
menores respecto al GSTD.

Al comparar estos resultados con la ingesta de agua se puede argumentar, que el
consumo de agua fue proporcional a la cantidad de orina excretada ya que los grupos
de guanabana fueron los que mostraron la menor ingesta y, por ende, la menor
cantidad de orina, mientras que el mayor consumo y excreta se presenté en el GSTD.
Bolant Hernandez et al. (1990) refieren que en una rata sana Wistar macho, el volumen
de orina/24 h debe ser de 15 mL/100 g de peso corporal. Al relacionar los promedios
de peso y los volimenes de orina obtenidos, se observé que en la semana 2, los
grupos de guanabana se encontraron por debajo de lo esperado, el GAOAC se
aproximd mientras que el volumen del GSTD rebaso la cantidad que se menciona en
la referencia. En la semana 4, el volumen de orina del GSTD fue similar a los datos de
referencia mientras que en los demas grupos (GAOAC, GGB, GGB-L), el volumen de

la orina estuvo por debajo de los valores de referencia esperados.

8.6 Observaciones macroscopicas

Durante la extraccion de sangre, se realizé la observacién de los 6rganos internos de
los animales con el fin de verificar que estos no presentaran dafos o necrosis, como
sucedi6 en la prueba piloto. No se distinguieron signos de necrosis en las
observaciones realizadas en la semana 2 y 4 de la experimentacion, sin embargo, se
observé gran cantidad de alimento en los estdmagos de los roedores de los grupos de
guanabana (GGB y GGB-L) en comparacion con el GSTD, lo cual sugiere un posible
retraso en el vaciamiento gastrico por parte de estos grupos mostrado anteriormente
en la Figura 14. El retraso en el vaciamiento o gastroparesia es una alteracion que
disminuye o detiene el paso de los alimentos del estbmago al intestino delgado, se
piensa que algunas de las causas son: diabetes mellitus, ulceras gastricas, acalasia,
transtornos neuroldgicos e infeccion gastrica, lo que resulta en un dafio al nervio vago
el cual no manda la sefial para que se realice la motilidad géastrica, los sintomas mas
comunes son pérdida de peso, falta de apetito, sensacion de saciedad, hinchazén

abdominal y deshidratacién (Camilleri et al., 2018).
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Con base en lo anterior y en las observaciones registradas, se puede proponer que las
ratas de los grupos GGB y GGB-L no consumieron de forma completa el alimento,
debido a la sensacidn de saciedad que genero el retardo en el vaciamiento gastrico, lo
gue contribuyd, entre otros factores, a la lenta ganancia de peso corporal y al retardo
en el crecimiento observado al medir la longitud del fémur.

En la bibliografia, no se encontrd ningun ensayo similar al realizado en este estudio ni
en ninguna otra fraccion de la guanabana, por lo que resulta de interés investigar el
efecto a largo plazo del consumo de la harina de pulpa de este fruto, sobre el sistema
gastrointestinal, la ingesta alimentaria y en general en la salud de un individuo
experimental. Asimismo, antes de realizar la prueba definitiva podria realizarse un
estudio quimico exhaustivo a la harina de pulpa de guanabana para identificar posibles

compuestos toxicos o antinutricionales.

8.7 Determinacion de indicadores bioquimicos

8.7.1 Determinacion de glucosa

Los resultados obtenidos en la concentracion de glucosa sérica (Tabla 12), mostraron
que en la semana 2, los grupos de guandbana presentaron una glucemia
significativamente mayor (p<0.05) respecto al GSTD, mientras que el GAOAC no
mostré diferencias estadisticas entre los grupos. Al comparar los promedios en esa
semana respecto a la concentracion inicial (62.57 + 20.69 mg/dL) se observo que todos
los grupos incrementaron su glicemia siendo mas notorio en los grupos de guanabana,
en un 230% aproximadamente.

Al final de la experimentacion (semana 4), ambos grupos de guanabana presentaron

un valor significativamente mayor (p<0.05) respecto al GSTD y GAOAC.
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Tabla 12. Concentracion de glucosa en suero (mg/dL)

Grupo Valor basal Semana 2 Semana 4
GSTD 70.52 + 14.92° 73.43 £ 10.70°
GAOAC 62.57 £ 117.06 +52.672 99.24 + 60.72°
GGB 20.69 210.34 £ 24.182 215.88 £ 22.992
GGB-L 213.21 £ 43.572 189.26 +11.132
Valor de referencia 70-125 mg/dL (Duffee y Vaughn, 2014)

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05). GSTD=
grupo dieta estdndar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta
guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica.

De acuerdo con Duffee & Vaughn (2014) los parametros de glucosa en una rata Wistar
sana deben oscilar de 70-125 mg/dL. Al comparar esta referencia con los resultados
obtenidos, se puede observar que los grupos de guanabana mostraron valores
glicémicos de casi el doble, mientras que la glicemia del GSTD y GAOAC esté dentro
de los parametros establecidos.

La hiperglucemia observada en este estudio, en las ratas de los grupos GGB y GGB-
L contrasta con lo encontrado en la literatura. Diferentes estudios (Adeyemi et al.,
2008; Florence et al., 2014, Adewole & Ojewole, 2008) reportaron una disminucién en
las concentraciones de glucosa en ratas Wistar con diabetes inducida por
estreptozotocina, después de administrar 100 mg/kg de extractos acuosos o
metanodlicos de hojas del arbol de guanabana por un periodo de 6-8 semanas,
mencionando que dicho efecto positivo es atribuido principalmente a los flavonoides y
polifenoles contenidos en los extractos. A pesar de no establecer los mecanismos
exactos, refieren que esto es debido al poder antioxidante que estos compuestos
presentan ya que son capaces de eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS)
qgue se llegan a formar cuando existen concentraciones altas de glucosa en sangre,
evitando asi la generacion del estrés oxidativo (Adewole & Ojewole, 2008). La aparente
discrepancia observada en los efectos sobre la glicemia en el presente ensayo y otros
reportes radica en que el efecto hipoglicemiante reportado en la literatura fue ensayado
con extractos acuosos mientras que este en este estudio se uso pulpa seca, por lo que

es probable que los antioxidantes a los que les es atribuido el efecto hipoglicemiante,
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hayan sufrido una degradacién por el proceso de secado en horno realizado en este
ensayo. Aunque en la pulpa de guanabana seca ya han sido reportados flavonoides y
polifenoles (Neta et al., 2018), la metodologia de secado empleada y la utilizada en
este estudio difieren en temperatura y tiempo de secado, siendo considerablemente
mas dafina para compuestos bioactivos la empleada en este experimento. Se
requieren de mas estudios que evallen el efecto en pulpa seca sobre la glicemia por
un tiempo prolongado. Asimismo, se propone aislar los compuestos presentes para
proponer mecanismos responsables del efecto hiperglicemiante observado en los

grupos que recibieron alimento con base en harina seca de guanabana.

8.7.2 Determinacion de triacilglicéridos

En la Tabla 13 se presenta la concentracion sérica de triacilglicéridos de los diferentes
grupos. Al comparar los resultados, se observo que en la semana 2 el GGB-L fue
estadisticamente menor al GSTD y GAOAC, mientras que el GBB no mostré
diferencias estadisticas (p>0.05) entre los grupos. Para la semana 4, las
concentraciones de todos los grupos no mostraron diferencias estadisticas. Al
comparar los promedios respecto al concentracion inicial (62.00 + 9.40 mg/dl) se
observé que todos los grupos disminuyeron la concentracién sérica de triacilglicéridos

a excepcion del GGB-L el cual aumenté un 7.9 %.

Tabla 13. Concentracion de triglicéridos en suero (mg/dL).

Grupo Valor basal Semana 2 Semana 4
GSTD 45.78 £10.032 5259+7.722
GAOAC 54.39 +8.56 @ 59.21 £ 24.022

GGB 62.00£9.40 36.51 + 4.86°% 43.77 +9.402
GGB-L 23.30 £ 0.62° 66.92 +4.744

Valores de referencia 30-90 mg/dL (Duffee y Vaughn, 2014)

Los valores se representan como media + DE. Las letras diferentes como superindices dentro
de cada columna significan diferencias significativas entre los grupos experimentales (p<0.05),
mientras que letras iguales, indican que no existe diferencia significativa (p>0.05). GSTD=
grupo dieta estandar (LabDiet 5008), GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta
guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta guanabana-AOAC-lipidica.
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De acuerdo con Duffee y Vaughn (2014), los valores de referencia en una rata sana
deben ser de 30-90 mg/dL, los cuales en todos los grupos al final de la semana 4, se
encontraron dentro de los valores normales.

Barbalho et al. en el 2012 observaron en ratas Wistar macho adultas una disminucién
significativa en las concentraciones de triacilglicéridos al administrar 0.5 mL de jugo de
guandbana por la mafiana y 0.5 mL por la tarde, esto en comparacién con un grupo
que consumid agua destilada por un periodo de 40 dias. Por otra parte, Sasso et al.
(2019) observaron que una suplementacion de extractos acuosos de hojas (100 mg/kg
y 150 mg/kg) de Annona muricata L. administrada por sonda oral en ratones obesos
C57BL/6, condujo a una disminucion en las concentraciones de triacilglicéridos.

A pesar de gque ningun estudio indica el mecanismo de accion sobre el metabolismo
lipidico, se han indicado que los compuestos bioactivos reportados en Annona
muricata, principalmente los compuestos fendlicos son los responsables de modificar
el metabolismo de los lipidos mediante su actividad antioxidante ya que actdan como
agentes reductores cediendo electrones a RL interrumpiendo asi el estrés oxidativo, lo
gue sugiere efectos positivos al organismo. Por otra parte, se ha reportado que los
compuestos fendlicos pueden actuar como agentes antiobesogénicos debido a que
son capaces de inhibir la lipasa pancreética la cual juega un papel fundamental en la
digestidn de lipidos dietarios para su posterior absorcién en el intestino delgado, por lo
gue su inhibicion desencadena una biodisponibilidad incompleta de triacilglicéridos,
haciendo que estos no aumenten en las concentraciones sanguineas (Moreno, 2016).
Los resultados concuerdan con los estudios ya que al final de la experimentacion los
grupos no mostraron diferencias estadisticas, incluso cuando el GGB-L consumié una
dieta elevada en 20% del contenido de lipidos. De igual manera, como se menciona
en la determinacion de glucosa, los compuestos fendlicos ya han sido reportados en
materia seca, a pesar de ello el efecto puede ser variable debido a la biodisponibilidad
en el organismo (Delgado, 2015). Baskar, et al. (2007) evaluaron el potencial
antioxidante de guandbana donde concluyeron que los efectos antioxidantes mas
fuertes se presentan in vitro, lo que podria aumentar el rango de efectos terapéuticos

de esta especie y no en estudios in vivo como lo fue en este ensayo.
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En vista de estos hallazgos, se sugiere realizar mas estudios que puedan comprobar
los efectos de la harina de pulpa seca de guandbana en este parametro bioquimico,
esto para garantizar la efectividad del beneficio de este fruto, asimismo, es necesario
identificar los compuestos bioactivos presentes (si es que los hubiera) para si

establecer dosis seguras de su consumo.

8.7.3 Determinacién de colesterol total

Los resultados obtenidos en la concentracion de colesterol total (mg/dL) en suero
(Tabla 14) muestran que en la semana 2, no se presentaron diferencias estadisticas
(p>0.05) entre los grupos. Sin embargo, en la toma final (semana 4) el GGB-L
presentd una concentracion significativamente mayor (p<0.05) respecto al GSTD,
mientras que el GGB no mostro diferencias estadisticas respecto al GAOAC.

Tabla 14. Concentracion de colesterol total en suero (mg/dL).

Grupo Valor Semana 2 Semana 4
basal
GSTD 70.02 £19.392 79.79 £2.32¢
GAOAC 611-231 88.86 + 10.982 92.06 + 3.59 be
GGB ' 90.86 + 18.552 111.26 £9.64°"
GGB-L 104.71 +9.952 139.45 +13.782

Valor de referencia  42-90 mg/dL (Duffee y Vaughn, 2014)

Los valores se dan como media + DE. a 'y b dentro de la columna significa que las medias con
letras diferentes difieren significativamente en p <0.05, mientras que las medias con las
mismas letras no difieren significativamente. GSTD= grupo dieta estandar (LabDiet 5008),
GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta
guanabana-AOAC-lipidica.

Al comparar los promedios finales con la concentracion inicial (61.60 + 1.24 mg/dL) se
observd que todos los grupos aumentaron las concentraciones séricas de colesterol
siendo mas notorio en los grupos de guanabana (GGB: 80.61 %, GGB-L 226.37 %). Al
cotejar con los valores de referencia (42-90 mg/dL), solo el GSTD se encontré dentro
del rango establecido, mientras que el GAOAC se ubic6 en el limite superior;
Gnicamente los grupos a base de guanabana mostraron un nivel mas alto de colesterol

en suero.
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Como ya se menciond, no existen reportes en la literatura de ensayos como el
realizado en este estudio, Unicamente se ha publicado sobre los efectos de extractos
frescos en forma de jugos, por lo que no es posible realizar comparaciones. Por
ejemplo, Jimoh et al. (2018) observaron un efecto hipocolesterolémico en conejos
adultos al administrar 0.55 ml/kg de jugo de guandbana fresco durante 8 semanas,
atribuyendo tal efecto al alto contenido de polifenoles totales. Asimismo, Barbalho et
al. en el 2012 mostraron una disminucion en las concentraciones de colesterol en ratas
adultas Wistar al administrar jugo de guanabana ad libitum en comparacion con un
grupo que consumioé agua destilada atribuyendo tal efecto a los compuestos bioactivos
como taninos y polifenoles.

En este estudio no se evalud la presencia de polifenoles o de otros compuestos
bioactivos, sin embargo, es posible que estos compuestos estuvieran degradados

debido al tratamiento de secado realizado.

8.7.4 Determinacién de acido arico

Se determiné la cantidad de &cido Urico en la orina colectada de jaulas metabdlicas
(Tabla 15); al comparar los resultados se observé que en la semana 2, la cantidad de
acido urico excretada en orina fue estadisticamente (p<0.05) menor en el GGB-L
respecto al GSTD y GAOAC, mientras que el valor en el GGB no arroj6 diferencias
respecto al GGB-L y al GAOAC. Al término del periodo de experimentacion (semana
4) los valores de acido urico en los grupos de guanabana fueron estadisticamente
menores (p<0.05) en comparacion al GSTD y GAOAC.

Respecto a la concentracién inicial obtenida (3.45 mg/24 h) se observo que, en esta
dltima toma, los grupos de guanabana disminuyeron la excrecion de acido Urico
aproximadamente en un 24.9 % (GGB) y 37.39 % (GGB-L), mientras que en el GSTD
aumentoé en un 68.9 % y el GAOAC 38.2 %. Por otra parte, los valores promedio de
todos los grupos (final de la experimentacion) se encontraron dentro de los parametros
de referencia (1.8 - 5.6 mg/24 h) establecidos por Duffee & Vaughn (2014) a excepcion

del GSTD el cual se encontré ligeramente arriba del limite superior de referencia.
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Tabla 15. Concentracion de acido urico en orina (mg/24 h).

Grupo Valor basal Semana 2 Semana 4
GSTD 6.44+1812 5.83+0.542
GAOAC 5.33+0.47% 477 +£0.842

GGB 3.45+1.43 2.19 +1.83"¢ 2.59 +0.45P
GGB-L 1.36+0.41° 2.16 £ 0.12°

Valor de referencia 1.8 - 5.6 mg/24 h (Duffee y Vaughn, 2014)

Los valores se dan como media = DE. a y b dentro de la columna significa que las medias con
letras diferentes difieren significativamente en p <0.05, mientras que las medias con las
mismas letras no difieren significativamente. GSTD= grupo dieta estandar (LabDiet 5008),
GAOAC= grupo dieta AOAC, GGB= grupo dieta guanabana-AOAC, GGB-L= grupo dieta
guanabana-AOAC-lipidica.

Al revisar bibliografia, no se encontr6 algun estudio similar en el cual se evaluara el
efecto de alguna fraccion del fruto sobre la concentracién de dicho analito en orina. Sin
embargo, Alvarez-Lario & Alonso-Valdivielso (2014) mencionan que el consumo de
alimentos ricos en purinas especialmente en productos carnicos (incluyendo visceras
y extractos carnicos) y todo tipo de pescados ocasionan aumento en las
concentraciones de &cido Urico lo que explicaria el aumento en las concentraciones
del GSTD ya que los componentes de este tipo de dieta son a base de harina de carnes
asi como de pescado pues es una dieta especialmente para el crecimiento de los
animales, mientras que la composicién de las dietas del GAOAC, GGB y GGB-L
contuvieron un menor porcentaje de proteina las cuales fueron elaboradas con la

proteina caseina.
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9. Conclusiones

De acuerdo con el Analisis Quimico Proximal realizado, la harina de pulpa de
guanabana presenta como componentes mayoritarios carbohidratos (70.84 £ 2.24 %)
y agua (14.80 + 0.57 %), mientras que los contenidos mas escasos fueron proteina
(5.99 + 1.26 %), fibra cruda (5.06 + 0.44 5), lipidos (0.53 + 0.07 %) y cenizas (2.76 *
0.43 %).

La prueba piloto verificé que, la harina seca de guanabana sin escaldar carece de
inocuidad, debido a que su consumo por las ratas Wistar produjo un efecto toxico que
las condujo a la muerte, posiblemente debido a la presencia de compuestos

antinutricionales.

Las ratas Wistar macho que consumieron dietas a base de harina de guanabana
escaldada, presentaron una disminucion en el incremento en peso y longitud femoral

en comparacion con las ratas alimentadas con una dieta estandar.

Los grupos de animales que consumieron dietas a base de guanabana presentaron
los menores consumos de energia y de agua asi como una menor excrecion de heces
respecto a los GSTD y GAOAC.

Las dietas a base de guanabana conducen a un posible retraso en el vaciamiento

gastrico y a mayores concentraciones séricas de glucosa y colesterol.

Por lo anterior, el uso de esta harina sin escaldar de no sera recomendado para la
elaboracion de dietas de animales debido a la toxicidad letal que induce. Por su parte,
el uso de harina de guanabana escaldada tampoco se recomendara como fuente de
proteina y de nutrientes, debido a los efectos negativos sobre la ganancia de peso, el
crecimiento femoral, la glucosa y el colesterol séricos y el vaciamiento gastrico

observados en los sujetos que la consumieron en este experimento.
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10.Recomendaciones

Con base en los hallazgos reportados en la prueba piloto, se sugiere realizar la
identificacion de los compuestos quimicos antinutricionales presentes en pulpa de

guanabana sin escaldar y probar su actividad toxicoldgica frente a estudios in vitro.
Por otra parte, se sugiere la necesidad de realizar nuevos estudios que lleven a cabo
la identificacion de compuestos bioactivos presentes en la harina de guanabana y

establecer las dosis seguras para su consumo.

Asimismo, se recomienda considerar para las futuras formulaciones en las dietas el

porcentaje de proteina y aminoacidos para los animales de la experimentacion.
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