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Resumen ejecutivo

Significado: Los mecanismos moleculares de los beneficios para la salud de los polifenoles de
mango no estan bien investigados. Los estudios in vitro no pueden investigar el papel de los
metabolitos de los compuestos de mango. Con el fin de evaluar el papel de los metabolitos del
mango en los beneficios para la salud, estamos investigando qué metabolitos se forman
cuando comemos mango. Los resultados de este estudio muestran que hay cantidades
significativas de metabolitos bioactivos de taninos de mango formados por el microbioma
intestinal. Hay diferencias significativas entre las personas delgadas y obesas. Esto indica que
no todos pueden beneficiarse por igual del consumo de mango y esto puede explicar las
diferencias en los resultados que se observan en los ensayos de eficacia con mango. Los
hallazgos de este estudio son muy significativos para entender cuanto mango deben consumir
los individuos y que el consumo prolongado es mas favorable para obtener beneficios. Esto
ayudara al National Mango Board hacia el desarrollo de recomendaciones de ingesta de mango
fresco.

En este objetivo se realizaron los siguientes estudios:

1. Estudio farmacocinético durante 10 dias
2. Estudio farmacocinético durante 42 dias comparando sujetos delgados y
obesos y continuos con consumo interrumpido

a. Farmacocinética de metabolitos de polifenoles de mango en plasmay orina
b. Biomarcadores para el metabolismo microbiano
c. Biomarcadores para la inflamacién en sujetos delgados y obesos

1. Estudio farmacocinético durante 10-dias:

La absorcién de polifenoles de mango fue investigada en un estudio farmacocinético de 10 dias
en individuos sanos y delgados. Los resultados muestran que cantidades significativas de
derivados de 4cido galico y derivados de pirogalol (metabolito microbiano) estan presentes en
la orina. Esto indica que los metabolitos se absorbieron en el torrente sanguineo y esto incluye
los metabolitos microbianos que se generaron en los intestinos por el microbioma intestinal.
Después de 10 dias, la excrecion de los metabolitos de polifenoles de mango aumenté
significativamente en todos los sujetos. Esto indica que un consumo prolongado aumenta la
absorcion de los metabolitos de polifenoles y el beneficio para la salud resultante puede ser
mayor en comparacion con un solo consumo.

2. Estudio farmacocinético durante 42-dias comparando sujetos delgados y obesos y
continuos con consumo interrumpido

a. Farmacocinética de metabolitos de polifenoles de mango en plasma y orina

Se evaluo la absorcién, el metabolismo y la excrecién de acido galico, glucésidos de
galloyl y gallotaninos de frutos de mango en sujetos delgados y obesos que
consumieron mango continuamente durante 42 dias y se compararon con una cohorte
de control que consumié mango solo los dias 1 y 42. Voluntarios (n = 36, IMC 22-34)
consumieron 400 g de pulpa de mango diariamente durante 42 dias. Se observaron
aumentos significativos (p <0,05) en su excrecion urinaria de 24 h de 4cido 3-O-sulfato
de 4-O-metilgalico, sulfato de metilpirogalol, sulfato de pirogalol y sulfato de catecol.
También se observaron aumentos en las concentraciones plasmaticas (AUC0-8h) de los
metabolitos individuales. En general, las concentraciones de metabolitos fueron
significativamente menores en los individuos obesos versus delgados y esto indica que
los individuos obesos pueden tener dificultades en metabolizar y absorber los
metabolitos de polifenoles. Como se esperaba, en la cohorte de control (n =11, IMC



<25) que consumieron mango sélo en dos dias diferentes, no continuos, dias 1y 42, no
se encontraron aumentos en la excrecién urinaria de 24 h o en las concentraciones
plasmaticas de ninguno de los metabolitos de galloyl detectados en los dias 1 y 42.

El consumo de mango repetido y prolongado puede mejorar del metabolismo y la
excrecion basado en el aumento del metabolismo de los polifenoles por el microbioma
intestinal.

La mayor generacion de metabolitos microbianos bioactivos puede tener implicaciones
significativas para los beneficios de salud derivados del consumo de mango. Parece
que el consumo continuo de mango produciria el mayor beneficio basado en una mayor
exposicion a los metabolitos de polifenoles de mango.

b. Biomarcadores para el metabolismo microbiano

Después de seis semanas de consumo de mango, las concentraciones plasmaticas de
metabolitos de galloyl aumentaron en todos los sujetos. El plasma en sujetos delgados
contenia niveles 2,4 veces mayores de polifenoles en comparacion con sujetos obesos,
incluyendo los derivados microbianos de pirogalol. Como se muestra en gPCR, los
niveles de microbiota productora de pyrogallol, Aspergillus oryzae y Lactococcus lactis
fueron significativamente mas bajos en sujetos obesos en comparacion con los sujetos
delgados en la linea de base, pero los niveles aumentaron en sujetos obesos para
coincidir con los sujetos delgados después de seis semanas. Los niveles de
Bifidobacterium Spp. no se modificaron significativamente, sino que se correlacionaron
directamente con la cantidad de metabolitos de galloyl encontrados en el plasma (p =
0,0243, r = 0,36, correlacion de Spearman). Los niveles de Bacteroides
thetaiotaomicron y Clostridium leptum, microbiota asociada con la obesidad, fueron
significativamente mayores en sujetos obesos en comparacion con los sujetos delgados
en la linea de base, pero disminuyeron después de seis semanas de ingestioén de
mango para igualar los niveles observados en sujetos delgados. En sujetos obesos, las
concentraciones plasmaticas de los marcadores de inflamacién (AUCO0-8h) de IL-8 y
MCP-1 disminuyeron significativamente después de seis semanas, mientras que como
se esperaba no hubo cambios en sujetos delgados. Las concentraciones plasmaticas
(AUCO-8h) de IL-10 fueron significativamente mayores en sujetos delgados en
comparacion con sujetos obesos y correlacionadas con la cantidad de metabolitos
encontrados en plasma (p = 0,0218, r = 0,38, correlacién de Spearman). Estos
resultados indican que los individuos obesos no presentan el mismo nivel de absorcién
adaptativa y metabolismo que los sujetos delgados, pero siguen beneficiandose de una
disminucién de citocinas pro-inflamatorias (IL-8 y MCP-1). Los cambios observados
pueden deberse en parte a diferencias en la composicién y metabolismo de la
microbiota intestinal. Parece que el consumo continuo de mangos podria producir el
mayor beneficio para las personas obesas y magras.

Beneficios para la industria del mango

Los beneficios potenciales de acido galico y pirogalol para la salud estan bien documentados,
pero hay poca informacién sobre los beneficios de sus metabolitos digestivos. La prevalencia
de estos metabolitos en la orina y la falta de formas no conjugadas después del consumo del
mango sugiere que los metabolitos del acido y pirogalol galico deben incorporarse en futuros
estudios de eficacia de absorcidn, porque es probable que éstos puedan contribuir
significativamente con beneficios para la salud.

Una mayor generacion de metabolitos microbianos bioactivos puede tener implicaciones
significativas para los beneficios a la salud provistos por el mango. Los derivados de galloyl del
mango pueden tener un potencial terapéutico en la prevencién y el tratamiento de la obesidad y
los trastornos metabdlicos. Se necesita mas investigacion para entender por qué los
metabolismos y metabolitos son mas bajos en sujetos obesos.
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Introduccioén:

Nuestro objetivo final es identificar y demostrar las propiedades quimicas y bioquimicas de los
mangos que permitiran comercializar mejor los mangos frescos. Esta investigacion también
sentara las bases para obtener reclamos legales y de comercializacion relacionados con la
composicion y los beneficios para la salud del mango. Reconocemos que estas bases son
fundamentales para construir un caso de trabajo sélido para estos objetivos futuros.

Antecedentes:

El mango es una fuente rica de polifenoles que ha demostrado ejercer propiedades anti-
inflamatorias y anti-carcindgenas (1). El contenido polifendlico del mango se compone
principalmente de &cido galico, glucosidos de acido galico y galotaninas (2). Se informo
previamente que el 4cido galico era absorbido del intestino delgado y metabolizado en el
higado, donde las enzimas enddgenas de fase Il catecol-O-metiltransferasa y sulfotransferasas
lo conjugaban para producir predominantemente acido 4-O-metilgalico y acido 4-O-metilgélico-
3 -O-sulfato (3). El &cido galico no absorbido transitara al colon donde es catabolizado por las
bacterias huésped para producir fenoles mas pequenos, tales como pirogalol y catecol, que son
absorbidos y metabolizados por el huésped (4). Sin embargo, las glucos y galotaninas de
galloyl oligoméricas son demasiado grandes para ser absorbidas intactas en el intestino
delgado y deben ser despolimerizadas por esterasas hidroliticas que residen en el tracto



gastrointestinal o mediante hidrélisis no enzimatica para generar acido galico bioaccesible (5).
Asi, la pulpa de mango es una fuente de varios compuestos de acido pro-galico con el potencial
de producir metabolitos de galloyl y pyrogallol.
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Figure 1 Estructuras quimicas tentativas para los siete metabolitos de acido galico
urinario caracterizados.

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri y Lactococcus lacti son productores de tanasas
bien conocidos presentes en la microbiota humana (6,7). Como resultado, estos son algunos de
los principales metabolizadores de polifenoles de mango. Por lo tanto, la modulacién de esta
microbiota intestinal puede jugar un papel critico en la absorcién de los derivados del polifenol
del mango. Ciertas enfermedades crénicas, como la obesidad y la enfermedad inflamatoria
intestinal (IBD por sus siglas en inglés), son bien conocidas por estar relacionadas con la
composicion de diferentes microbiota intestinal. Estd demostrado que la biodisponibilidad y la
farmacocinética de polifenoles y sus derivados se reduce significativamente en personas
obesas (8). Por lo tanto, es importante investigar la absorcién de los polifenoles del mango y su
metabolismo en el sistema digestivo humano para determinar los beneficios generales para la
salud que el mango puede ejercer. Ademas, es crucial determinar los efectos de los polifenoles
en la microbiota intestinal y los marcadores antiinflamatorios, asi como las diferencias entre los
individuos delgados y obesos.

Objetivos: Los objetivos de esta investigacion fueron evaluar a) los metabolitos urinarios
producidos después del consumo de la pulpa de mango Keitt en un esfuerzo por caracterizar la
biodisponibilidad de los polifendlicos mayores en mango durante un periodo de 10 dias, asi
como b) el metabolismo y la excrecion de acido galico y galoyl glucésidos y ¢) la modulacién de
la microbiota intestinal y los marcadores antiinflamatorios en individuos delgados y obesos
después de 42 dias de consumo de pulpa de mango Ataulfo.

Hipotesis: Se plantea la hipo6tesis de que el consumo de mango fresco conducira a la
absorcién, metabolismo y excrecion de acido galico y glucosidos de galloyl y que el consumo
repetitivo de mango conducird a un aumento en la concentracion de metabolitos de acido galico
debido a adaptaciones en el colon y el metabolismo xenobidtico. Ademés, la hipétesis de que la
respuesta a la ingesta de mango sera significativamente diferente entre las personas delgadas
y obesas.



Significancia

El objetivo final es identificar y demostrar las propiedades quimicas y bioquimicas de los
mangos que permitirdn comercializar mejor los mangos frescos. Esta investigacién también
sentard las bases para obtener reclamos legales y de comercializacion relacionados con la
composicion y los beneficios para la salud del mango. Reconocemos que estas bases son
fundamentales para construir un caso de trabajo solido para estos objetivos futuros.

Enfoque del estudio:

Mango (cv. Keitt) 10 dias de absorcion de polifenoles: Once voluntarios sanos participaron en el
estudio piloto de consumo de mango de 10 dias. Después de un ayuno nocturno de al menos
12 horas, se hicieron recolecciones de orina (linea base) de cada participante. Cada
participante recibié 400 g de mango para consumir y las recolecciones de orina se hicieron a 0-
3, 3-6, 6-8 y 8-12 horas. Se registr6 el volumen de orina y se congeld inmediatamente una
alicuota a -80 °C hasta el andlisis. Los participantes recibieron 400 g de mango para consumir
diariamente durante los préximos ocho dias y el disefio del estudio se repitié de nuevo el dia
10. El protocolo del estudio fue aprobado por la Junta de Revision Institucional (IRB) de Texas
A & M University. Todos los analisis se realizaron por HPLC-MS.

Consumo diario de mango (cv. Ataulfo) Pulpa durante 42 dias: Los voluntarios sanos (n = 32,
de 18 a 50 afos) sin antecedentes clinicos de trastornos digestivos participaron en un estudio
de consumo de mango de 42 dias dividido en tres cohortes. La cohorte de control (n = 11)
consumié 400 g de pulpa de mango solo en los dias 1 y 42. Las dos cohortes restantes
consumieron 400 g de pulpa de mango diariamente durante 42 dias y se dividieron en dos
grupos: delgados y obesos. La cohorte de delgados (n = 12) tenia un Indice de masa corporal
(IMC)de 18 a 25 y la cohorte de obesos (n = 9) tenia un IMC> 30. Tres dias antes del inicio del
estudio, los sujetos se abstuvieron de consumir alimentos que contenian acido galico o pro
Polifenoles de acido galico, incluyendo mango, productos de uva, té, chocolate y bayas. Se
recogieron muestras de orina basal antes del consumo de mango y post-prandial de 0-3, 3-6, 6-
9,9-12y 12-24 h y en los dias 1 y 42 de estudio. Se midi6 el volumen de salida de orina para
cada coleccion, y 12 mL acidificados con 0,1 mL de &cido férmico al 88% y pasados a través de
un filtro de 0,45 pym fueron usados para un analisis de metabolitos por LC-MS. Las muestras de
sangre de la linea base fueron recolectadas antes del consumo de mango y posprandiales a
0,5,1,1,5, 2, 3, 4, 6 y 8 h mediante un catéter de extraccién de sangre en los dias 1y 42. Las
muestras de sangre se centrifugaron a 3.000 Xg durante 5 min, y se acidifico el plasma con 25
ul de acido férmico. Las muestras de plasma se almacenaron a -80 °C hasta que se
procesaron. En pocas palabras, se incubaron 50 pl de un galato de etilo, estandar interno, con
500 ul de plasma acidificado y luego se anadieron 75 uL de SDS al 10% para desnaturalizar las
proteinas seguido por la adicion de 400 pl de metanol al 4cido férmico al 0,1%. El plasma se
sonico durante 10 min, se centrifugd durante 5 min a 10.000 x g y se afnadié con 50 pl de KCI
saturado para eliminar SDS residual. Las muestras se mantuvieron a 4 °C durante 1 h antes de
ser filtradas a través de un filtro de 0,45 pm antes del analisis de LC-MS. El protocolo del
estudio fue aprobado por la Junta de Revision Institucional (IRB) de Texas A & M University.

Anadlisis de LC-MS: Las muestras se analizaron en un espectrometro de masas de trampa
ionica LCT Deca XP Max MSn de Thermo Finnigan equipado con una fuente de ESI. Las
separaciones se realizaron en fase inversa utilizando un Thermo Finnigan Surveyor HPLC
acoplado a un detector Surveyor PDA y las separaciones de gradiente se realizaron usando
una columna Phenomenex Kinetex * {TM} (Bannockburn, Ill) C18 (150 x 4,6 mm, 2,6 \ mu m) a
temperatura ambiente. Las inyecciones se hicieron en la columna mediante el uso de un bucle
de muestra de 50 \ mu I. Para la separacion de los metabolitos de orina, la fase mévil A: 0,1%
de acido férmico en agua y la fase movil B: 0,1% de &cido férmico en metanol se hicieron
funcionar a 0,4 ml / min. Se llevd a cabo un gradiente de 0% de fase B durante 2 miny se




cambid a 10% de fase B en 4 min, 10 a 15% de fase B en 8,5 min, 15% a 27% de fase B en 11
min, 27% a 90% de fase B en 15 minutos, el 90% se mantuvo a 0,5 min antes de volver a las
condiciones iniciales. Para la separacion de los metabolitos plasmaticos, la fase mévil A era
acido férmico al 0,1% en agua y la fase moévil B era acido férmico al 0,1% en metanol a 0,45 ml
/ min. Se llevé a cabo un gradiente de 0% de Fase B durante 2 min y se cambi6 a Fase B al
10% en 4 min, se mantuvo Fase B al 10% a 10 min, 10 a 40% Fase B en 25 min y Fase 40% a
65% B en 35 min, 65% a 85% Fase B en 41 min, 85% se mantuvo a 49 min antes de volver a
las condiciones iniciales. La interfaz de electrospray funcioné en modo de ionizacidén negativa.
Las temperaturas de origen y capilar se fijaron a 325 °C, el voltaje de la fuente fue de 4,0 kV, el
voltaje capilar se establecié a -47 V, y la energia de colision para el analisis MS / MS se
establecio a 35 eV. El instrumento funciond con caudales de gas de vaina y gas auxiliar (N2)
ajustados a 10 unidades / min y 5 unidades / min, respectivamente. El instrumento se sintonizé
para el acido 4-O-metilgélico y los metabolitos se cuantificaron utilizando cromatogramas de
iones extraidos de sus respectivos compuestos progenitores como patrones.

gPCR: EI ADN bacteriano se extrajo de 100 mg de muestra fecal usando un procedimiento de
fenol-cloroformo que bati6 las bolas. Se llevaron a cabo otros pasos de extraccion y purificacién
de ADN utilizando un mini kit de taburetes QlAamp ADN (Qiagen, Alemania) segun las
instrucciones del fabricante. Los siguientes ensayos de qPCR para grupos bacterianos
seleccionados se realizaron para determinar los niveles de productores de tanosa y la
microbiota intestinal relacionada con la obesidad. La decisiéon de apuntar sélo a un subconjunto
de grupos bacterianos se baso en el trabajo anterior del autor (9). Las condiciones de PCR en
tiempo real, las secuencias de cebadores y la temperatura de hibridacién se siguieron como se
describe en (10). Los datos de gPCR se expresaron como cantidad logaritmica de ADN
normalizado ala cantidad de registro de ADN bacteriano total (Universal F341 y R518) (10).

Ensayo de perlas multiplex: Se cargé extracto de proteina (50 ug) para determinar la
abundancia relativa de citoquinas (TNFa, IL-1B, IL-6) utilizando los kits de multiplexacion
(Millipore, Billerica, MA). El analisis de multiplex se llevé a cabo por el Luminex L200
instrumento (Luminex, Austin, TX), y los datos fueron analizados utilizando el software Luminex
XxPONENT 3 (11).

Analisis estadisticos: Las diferencias significativas para los metabolitos en la orina se
calcularon a partir de la suma de sus excreciones a lo largo de 24 h utilizando la prueba t de
Student en el programa Sigma Plot (SPSS, Chicago, IL). Las diferencias significativas entre las
cohortes se calcularon utilizando ANOVA. El analisis farmacocinético no compartimental se
realizé mediante el complemento Microsoft Excel de PkSolver. Los resultados se informan a la
media * error estandar de la media.

Resultados

Mango (cv. Keitt) 10 Dia Polyphenol Absorcion

Este estudio investigd la presencia de metabolitos de polifenoles de mango en la orina porque
cualquier polifenol de mango que ha sido absorbido eventualmente sera excretado a traves de
la orina. Por primera vez siete metabolitos urinarios procedentes de acido galico y pirogalol se
caracterizaron y cuantificaron tras el consumo de mango (Figura 1).

De los 7 metabolitos encontrados en los compuestos de orina se cree que M2 y M3 han sido
absorbidos en el intestino delgado. Esto es debido al hecho de que ambos todavia tienen el
acido o (COOH) todavia unido a ellos. Los compuestos M1 y M4-M7 faltan este grupo. Se
piensa que este grupo acido se utiliza como fuente de carbono por microflora en el colon.
Todos estos compuestos son diferentes de los compuestos progenitores que se encontraron en
el fruto. Después de 10 dias de consumo de mango, no se encontrd diferencia significativa (p



<0,05) en la excrecion de los metabolitos urinarios M2 y M3 entre los dias 1 y 10 (Figura 2). En
general, el analisis de orina reveld que el 43 al 54% de la administracién oral de acido galico
fue absorbido, metabolizado y eliminado como M2 y M3.
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Figure 2. Excrecion en mg de los metabolitos El acido 4-O-metilgalico (M2) y el acido 4-
O-metilgalico-3-O-sulfato (M3) al inicio (BL), 0-3, 3-6, 6-8, Y 8-12 h después del consumo
de 400 g de mango cv. Keitt durante los dias 1y 10.

Los cinco metabolitos restantes (M1 y M4-M7) se caracterizaron como conjugados de pirogalol.
El pirogalol no se encuentra naturalmente en el mango, pero se sabe que es producido a partir
de acido galico que reacciona con las enzimas expresadas por la microbiota intestinal donde
puede ser absorbida y metabolizada(12,13) .Dentro de las 12 h después de la ingesta de pulpa
de mango, M5 y M6 constituyeron la mayoria de los metabolitos urinarios excretados y juntos
promediaron 64.3% y 65.5% para el dia 1 y 10 respectivamente. La excrecién urinaria de los
cinco metabolitos tuvo una tendencia a aumentar en el dia 10 en comparacion con el dia 1 con
aumentos significativos (p <0,05) para los metabolitos M5 y M6 (Figura 3). La cantidad total de
M5 excretada aumento de 28,5 £ 2,84 mg a 55,4 + 7,10 mg, en los dias 1y 10
respectivamente, y la cantidad total de M6 excretado aumenté de 23,6 + 1,56 mg a 47,7 + 3,39
mg.

Consumo diario de mango (cv. Ataulfo) Pulpa durante 42 dias

Se evaluo la excrecién urinaria de los metabolitos de fase Il derivados del derivado de galloyl
tras el consumo de 400 g de pulpa de mango Ataulfo en sujetos delgados y obesos que
consumieron mango diariamente durante 42 dias y en comparacion con una cohorte de Control
que solo consumid mango los dias 1y 42. Siete acido galico y pirogalol basada en la fase Il de
los metabolitos se identificaron tentativamente en la orina de m / z previamente informado
(Figura 1). Los 400 g de pulpa suministrados a los sujetos contenian un total de 259 mg de
derivados de galilo, de los cuales 95,4 mg no eran taninos, incluyendo &cido gélico (3,64 mg) y
monogaloilglucosa (91,7 mq) y los restantes 164 mg eran galotaninas que variaban en Grado
de polimerizacion de 5-10 grupos galoyl. La pulpa de mango contiene una mayoria de
polifenoles de acido pro-galico y pueden comprender mas del 50% de los fitoquimicos totales
presentes (14). Cinco de los siete metabolitos, el acido 4-O-metilgalico-3-O-sulfato (M3),
pirogalol-O-sulfato (M5), catecol-O-sulfato (M6) y dos isémeros de metilpirogalol-O-sulfato | y 1)
(M4, M7) se midieron en la orina hasta 24 h post-prandial. En la cohorte de delgados, se
encontré un aumento significativo (p <0,05) en la excrecion de todos los metabolitos
cuantificables (Figura 4). Especificamente, la excrecién acumulada de 24 h de M3 aument6 de




10,6 £ 2,38 2 36,13 £ 5,53 mg, M5 de 14,3 + 1,50 2 57,8 + 5,37 mg, M4 de 8,58 + 1,16 2 40,3 +
9,51 mg, M7 de 8,40 £ 1,43 2 50,3 £ 8,00 y M6 de 21,7 £ 2,90 a 96,3 + 12,8 mg entre los dias 1
y 42,
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Figure 3. La suma de la excrecion de metabolitos en mg para los metabolitos pirogalol-1-
O-glucuroénido (M1), O-metilpirogalol-O-sulfato (M4, M7), pirogalol-O-sulfato (M5),
desoxipiragalol-O-sulfato (M6) después del consumo de 400 g de mango cv. Keitt

respectivamente. El mismo aumento en la excrecion urinaria de 24 h se observo en la cohorte
de obesos para todos los metabolitos cuantificables excepto M4, que se encontr6é que tenia un
aumento insignificante de 22,1 £ 5,70 a 45,7 £ 11,1. En la cohorte Control, no se observo
diferencia en la excrecién urinaria para los metabolitos de galloyl con la excepcién de M4, que
fue menos excretada al dia 42 comparado con el dia 1 (Figura 4; p <0,05).

Se ha planteado la hipétesis de que el aumento del metabolismo y excrecion de galloyl se debe
a cambios en la composicion de la microbiota intestinal de los sujetos. Se ha demostrado
previamente que la ingesta polifendlica repetitiva afectara la composicion de la microbiota
intestinal de los huéspedes, como un aumento en el tamafo de la poblacién de las especies de
bacterias probiéticas de Bifidobacterium y Lactobacillus.(15,16) El dia 1 de este estudio, la
excrecioén urinaria total de todos los metabolitos de galloyl correspondi6 al 24,3% de los 259 mg
de derivados de galloyl consumidos en la cohorte de delgados y el 45,2% en la cohorte de
obesos. Los galotaninos son mal absorbidos por el intestino delgado en comparacién con
polifenoles de menor peso molecular, como el acido galico, y se supone que se transfieren al
colon y se hidrolizan por la microbiota para crear &cido galico, pirogalol y catecol por
organismos tales como Lactobacillus plantarum y Streptococcus galloylitcus.(17) Hipotetizamos
que el dia 1 los sujetos no serian completamente adeptos a la hidrdlisis de galotaninos, pero
con el tiempo la microbiota se aclimaté selectivamente para utilizar los galotaninos como fuente
de energia y produjo mayores concentraciones de metabolitos de galloyl absorbibles. Los
aumentos significativos en la excrecién urinaria total en las cohortes Delgada y Obesa desde el
Dia 1 al Dia 42 apoyan la hip6tesis ya que la excrecién urinaria de 24 horas de derivados de
galloyl aument6 a 107 y el 130% de la dosis de derivados de galloyl alimentados.

Cinco metabolitos de galloyl fase Il, acido 4-O-metilgalico (M2), acido 4-O-metilgalico-3-O-
sulfato (M3), pirogalol-O-sulfato (M5), metilpirogalol-O- Y el catecol-O-sulfato (M6), se
caracterizaron y semi-cuantificaron en plasma hasta 8 h post-prandial tras el consumo de
mango Ataulfo (Tabla 9). En contraste con la mayor excrecion urinaria observada en las



cohortes de Delgados y Obesos después de 42 dias de consumir 400 g de mango no se
observd aumento significativo basado en el AUCO0-8h para los metabolitos individuales del
plasma (Tabla 1). Sin embargo, se observd una tendencia de incrementos insignificantes para
todos los metabolitos individuales en la cohorte de Delgados, junto con incrementos no
significativos para el sulfato de
catecol-O-sulfato y acido 4-O-
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Figura 4. La suma de la excrecion urinaria en mg para los metabolitos 4-O-acido metilglasico-
3-O-sulfato (MGS), pirogalol-O-sulfato (PGS), dos isémeros de metilpyrogallol-O-sulfato
(MPGS) Y catecol-O-sulfato (CS) después del consumo de 400 g de mango cv. Ataulfo para los
dias 1y 42 enla (A) Delgados y (C) Obesos cohortes que consumieron mango diariamente
durante 42 dias y la (B) Cohorte de control que consumié mango sélo en los dias 1y 42. A (%)
designa una diferencia significativa Entre los dias 1 y 42 para el respectivo metabolito.



Tabla 1. Area bajo la curva (AUC) de 0 a 8 h de metabolitos de fase Il procedentes de 4cido
galico y glucésidos de galloyl después del consumo diario de mango cv. Ataulfo durante 42 dias
en Cohortes DelgadolLean y Obeso, y comparado con sujetos que consumieron mango solo en
los dias 1y 42, Cohorte de Control.

Control Cohorte Delgado Cohorte Obeso Cohorte
AUCo-sn (Mg/L - h) AUCo.sn (Mg/L - h) AUCo.sn (pg/L - h)
Metabolitos Dia 1 Dia 42 Dia 1 Dia 42 Dia 1 Dia 42
4-O-methylgallic | 527 £108 515+300 | 431 +233 1,430 585 + 227 504 +96.3
acid (M2) 760
4-O-methylgallic | 4,440 + 5,110 + 3,390 + 4,410 1,120 £299 1,729 + 457
acid-3-O-sulfate 1,140 1,450 487 728
(M3)
pyrogallol-O-sulfate | 5,010 2,290 + 5,120 + 6,830 + 1,380 £+496 1,010 £ 397
(M5) 1,580 317 1,430 1,880
methylpyrogallol-O- | 4,680 + 2,303 + 2,710 + 4,920 + 3,550 + 894 3,440 +
sulfate (M4) 1,380 298 562 1,260 1,130
catechol-O-sulfate | 9,420 7,790 £ 8,790 11,800+ | 7,318 £ 1,980 10,720
(M6) 3,350 2,200 1,920 3,060 1,790

Tabla 2. Caracteristicas basales y de 6 semanas de la antropometria y la presion arterial en
sujetos suplementados con mango.

Variable Grupo Delgado (n=12) Obseso (n=9)
Seman  Sema  pyaue Seman  Seman p value
a0 na 6 a0 ab
Sexor Mujer 25% 55.56%
Hombre 75% 44.44%
Edad Promedio 25.58 27.78
(Anos) SD (4.23) (8.30)
Altura Promedio 172.58 168.34
(cm) SD (5.96) (12.06)
Peso Promedio 68.19 68.57 0.70 98.47 98.08 0.31
(kg) SD (7.24) (7.29) ) (17.57) (17.40) ]
IMC Promedio 22.87 22.94 0.49 34.60 34.49 033
(kg/m?) SD (2.22) (2.39) ) (4.89) (4.58) ]
Pulso Promedio 71.33 66 77.78 75.67
(BPM) SD (14.35) (1117 0.08 (10.22) (9.68) 0.39
)
Temparatur Promedio 36.72 36.66 36.46 36.44
a SD (0.32) (0.39) 0.29 (0.32) (0.27) 0.40
Cuerpo (°C)
Saturacion Mean 98.09 98.08 97.25 98
Oxigeno SD (0.94) (1.08) 0.50 (1.16) (1.22) 0.05
(%)
Presion Promedio 119.83 1154 119.22 123
sanguinea SD (13.16) 2 (16.93) (13.36)
Systolic (1233 005 L
(mmHg) )
Presion Promedio 74.08 76.67 83.89 80.78
sanguinea SD (12.75) (7.80) 0.73 (11.05) (6.06) 0.20
Diastolic ) '
(mmHg)

Seis semanas de consumo de mango disminuyeron la presién arterial sistélica (media + DE: 119.83
13.16 vs. 115.42 + 12.33; p <0.05) en sujetos delgados, pero no tuvieron efecto significativo en sujetos
obesos (Tabla 2).
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Figura 5. Efecto de la ingesta de mango sobre la composicidén de la microbiota en individuos
delgados y obesos.

Los niveles de microbiota productora de pirogalol, Aspergillus oryzae y Lactococcus lactis
fueron significativamente mas bajos en sujetos obesos en comparacion con los sujetos
delgados en la linea de base, pero los niveles aumentaron en sujetos obesos para coincidir con
los sujetos delgados después de seis semanas. Los niveles de Bacteroides thetaiotaomicron y
Clostridium leptum, microbiota asociada con la obesidad, fueron significativamente mayores en
sujetos obesos en comparacion con los sujetos delgados en la linea de base, pero
disminuyeron después de seis semanas de ingestién de mango para igualar los niveles
observados en sujetos delgados.

El nivel de hemoglobina A1c fue ligeramente mejor en sujetos obesos pero no en sujetos
delgados. La reduccion de la expresidon de PAI-1, asociada con un menor riesgo de
arteriosclerosis y trombosis, se observo en ambos grupos (En grupo pobre, media + DE: 30,93
+ 18,12 vs 23,69 £ 17,58, p <0,1; : 31,34 \ pm 8,09 frente a 24,93 \ pm 12,20, p & It; 0,05). Hubo
una tendencia no significativa hacia niveles bajos de proteina C reactiva, y niveles elevados de
IL-10 en ambos grupos (Tabla 3).

En sujetos obesos, las concentraciones plasméaticas (AUCO0-8h) de IL-8 y MCP-1 disminuyeron
significativamente después de seis semanas, mientras que no hubo cambios en sujetos
delgados. Las concentraciones plasmaticas (AUCO0-8h) de IL-10 fueron significativamente mas
altas en sujetos delgados en comparacion con sujetos obesos y correlacionadas con la
cantidad de metabolitos encontrados en plasma (p = 0,0218, r = 0,38, correlacién de
Spearman).



Tabla 3. Niveles plasmaticos de citocinas inflamatorias y hormonas metabdlicas

Variable Grupo Delgado Obeso A
Seman Seman P Sema Week P Delga Obes p
a0 ab value na0 6 value do 0 value

Biomarcadores antiinflamatorios biomarkers

TNF-o.  Promedio 128  1.17 147 122 2011 025

(pg/mL) SD 058 040 040 o059 052 025 g5 075 072

IL-1p _ Ppromedio 001 _ 0.08 002 007 006 006

(pg/mL) SD 003 011 906 03 147 013 440 g2 09

IL-6  Promedio 080 094 063 065 013 002

(pg/mL) SD 063 050 18 go4 o3 060 45 gzg 075

IL8 _ promedio 281  2.49 160  1.80 033 020

(pg/mL) SD 143 152 015 44 439 08 455 g9 010

IL-10 __ Promedio 343 4.25 183 2.02 081 019

(pg/mL) SD 172 208 9% oo ga9 020 49 gy 078

IFNy __ Promedio 040 __ 0.60 020 032 021 012

(pg/mL) SD 0220 041 906 g54  g35 010 49 g37 089

MCP-1__ Promedio 1050  112.2 68.10 61.34 720 676

(pg/mL) sD 5047 3623 077 4943 5606 0?8 5877 3271 039

Biomarcadores

cardiovasculares

C-React Promedio  2.96 143 17.73  14.96 153 277

Protein SD 432 1146 023 1937 1582 037 379 1439 0.92

(mg/L)

Biomarcadores

hormonales

Ghrelin promedio 8.94 9.70 7.43 7.86 0.76 0.43

(pg/mL) sD 439 694 977 484 o245 046 g4 opp 050

Adipone promedioS  19.06 21.15 15.59 12.79 210 -2.80

ctin D 11.40 1317 081 1057 908 002 727 282 0.4

(ng/mL)

Leptin Promedio 3.31 4.42 15.97 17.75 1.12 1.77

(ng/mL) SD 258 294 901 654 730 082 465 ggg 014

Resistin Promedio 20.59 19.69 32.68 33.75 -0.91 1.07

(ng/mL) sD 501 137 93 4520 o188 063 454 4137 098

PYY  promedio 2356  24.64 1532 22.11 107 6.79

(pg/mL) SD 1558 1238 2% 1046 905 % 4786 1386 06

PAI-1  Promedio  30.93  23.69 3134 2493 724 -6.41

(ng/mL) SD 1812 1758 209 509 1220 005 480 819 0

c- Promedio  0.46  0.51 081  1.04 005 024

Peptide sD 039 023 063 032 048 004 041 037 048

(ng/mL)

GIP  Promedio 499  9.46 1082 9.87 447 095

(pg/mL) sD 411 637 904 954 742 042 730 7e4 016

Glucose Promedio 73.16 72.06 77.57 80.51 -1.10 2.93

(pg/mL) SD 864 883 926 950 1388 973 540 1181 097

Insulin _promedio 3189  303.3 4859 506.2 - 2035

(pg/mL) SD 2394 1729 058 1659 3162 05 1560 2423 1.0

182.7

HoAlc  Promedio 1228  11.65 1753 14.35 063 317

(mmol/m sD 449 507 062 609 704 006 529 623 026

ol)

Una prueba de rango firmada por Wilcoxon para comparaciones de diferencias apareadas se utiliza para comparar
las mediciones de la semana 0 a la semana 6 dentro de cada grupo. Para cada variable se obtiene la diferencia
semanal6-semana0 para cada sujeto. Una prueba exacta de Wilcoxon Mann Whitney se utiliza para comparar el
grupo pobre con el grupo obeso. P <0,05 muestra una diferencia significativa dentro de / entre los grupos.
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Resumen:

Tanto el &cido gélico como la monogaloilglucosa son capaces de producir cantidades similares
de los metabolitos de fase Il, acido 4-O-metilgélico y acido 3-O-sulfato de 4-O-metilgalico. La
presencia de acido galico y metabolitos de pirogalol en la orina humana tras el consumo de 400
g de mango Keitt indica la absorcion, el metabolismo y la excrecién de los derivados de galloyl
de mango. El metabolismo del colon produjo cinco metabolitos adicionales de GA con pirogalol-
O-sulfato y catecol-O-sulfato identificado como el mas prevalente con significativamente mas
excrecion después de 10 dias de consumo de mango.

Se evaluo la excrecidn urinaria y las concentraciones plasmaticas de los metabolitos de fase I
procedentes del mango acido galico, galoylglicésidos y galotaninos en sujetos obesos y
delgados que consumian mango diariamente durante 42 dias y comparados con los sujetos
que consumieron mango solo los dias 1 y 42. En las cohortes de delgados y obesos, se
encontraron aumentos significativos en la excrecion acumulativa de 24 horas de acido 4-O-
metilgalico-3-O-sulfato, metilpyrogallol-O-sulfato, pirogalol-O-sulfato y catecol-O-sulfato y se
suponia que se debian a las adaptaciones en los sujetos de la microflora intestinal. No se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas individuales de estos
metabolitos hasta las 8 h post-prandial. Se planteé la hipétesis de que los metabolitos de galloyl
y pirogalol se excretan rapidamente y no se acumulan en el plasma. Los estudios que
investigan los mecanismos de accidn para los metabolitos de la fase Il de galioil deben
realizarse para ver si su bioeficacia se limita a un sitio especifico de accién o a través de la
regulacion de las vias de senalizacion celular.

Los individuos obesos poseian niveles significativamente mas bajos de microbiota intestinal
productora de tanasa, asi como niveles mas altos de bacterias relacionadas con la obesidad en
la linea de base que los individuos delgados. Después de 6 semanas de consumo diario de
mango, los niveles de productores de tansasa no fueron significativamente diferentes en
individuos obesos, pero ya no habia una diferencia significativa entre los individuos delgados y
obesos. Ademas, los marcadores inflamatorios no fueron significativamente diferentes después
de 6 semanas de consumo de mango en comparacién con la linea de base en individuos
delgados. Sin embargo, los individuos obesos mostraron disminuciones significativas en la
hemoglobina A1c y PAI-1, asociadas con un menor riesgo de arteriosclerosis y trombosis, y
marcadores inflamatorios IL-8 y MCP-1 después de 6 semanas de consumo de mango en
comparacion con la linea de base.
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