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1. RESUMEN

El frijol en México es un producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya que
representa una tradicion de consumo y produccion, asi como disponibilidad, accesibilidad y
destacable valor nutrimental.

Actualmente se ha observado una marcada disminucion en el consumo de alimentos
tradicionales que se han sustituido por alimentos procesados o refinados de trigo con
elevadas cantidades de azucares y grasas; influyendo en el estado metabdlico y en el
desarrollo obesidad, diabetes y sindrome metabdlico.

En investigaciones anteriores (Quifiones, 2010; Marquez, 2011; Salinas 2014; Lima, 2018),
se desarrollé un concentrado de proteina de frijol, con la finalidad de buscar diversificar el
uso del frijol como ingrediente funcional para el desarrollo de nuevos productos alimenticios
que contribuya con una fuente de proteina, ademas de proporcionar beneficios a la salud.

En este trabajo se evalué el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol negro y
de frijol entero en un modelo de obesidad inducida por dieta (OID) (ratas Wistar), sus
consecuencias metabdlicas y los efectos en la microbiota intestinal. Paralelamente se
alimenté a otro grupo de animales con dieta alta en grasa con caseina como fuente de
proteina. Ademas de los grupos control con dietas de caseina, concentrado de frijol y frijol
entero.

Lo anterior permitié evaluar, ademas del papel de la proteina vegetal, a los componentes del
frijol completo como: fibra, almidén y almiddn resistente presentes en el grano completo
cocido, siendo que en el concentrado de proteina de frijol se encuentran en menor

proporcion respecto al grano completo.

Se evaluaron parametros bioquimicos, leptina, adiponectina, CTGO (curva de tolerancia a la
glucosa), LPS, RER (coeficiente respiratorio), composicién corporal, expresion de factores
de transcripcién que regulan la expresion de genes relacionados con lipogénesis y la
abundancia relativa de la microbiota intestinal.

Las ratas con obesidad desarrollaron inflexibilidad metabdlica, intolerancia a la glucosa y a
la insulina. Sin embargo, en los grupos con dietas altas en grasa (AGS) suplementadas con
frijol y/o concentrado, se encontré que se logré contrarrestar los efectos adversos de una

dieta AGS, incluso al enfrentarse a un reto metabdlico.
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Como conclusion, los resultados obtenidos sugieren que el consumo cotidiano de frijol negro
regula la respuesta metabdlica postprandial, lo que contribuye a la salud metabdlica, mejora
la sensibilidad a la insulina y contrarresta en cierto grado las consecuencias de la obesidad.
Ademas de contribuir a un cambio en la microbiota intestinal.

Adicionado a los beneficios del frijol publicados en la literatura, los resultados de esta tesis
demuestran por primera vez los efectos in vivo del consumo de frijol en una dieta alta en

grasa, asociados a los parametros bioquimicos y la microbiota intestinal.
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EFECTO DE UN CONCENTRADO DE PROTEINA DE FRIJOL Y DE FRIJOL
ENTERO EN UN MODELO DE OBESIDAD, Y SU EFECTO EN LA MICROBIOTA
INTESTINAL

2. MARCO TEORICO

2.1. EL FRIJOL EN LA DIETA TRADICIONAL MEXICANA

Para México, el frijol es un producto estratégico en el desarrollo rural del pais, debido a que
conjuntamente con el maiz, representa toda una tradicion productiva y de consumo,
cumpliendo diversas funciones de caracter alimentario y socioecondmico que le han
permitido trascender hasta la actualidad (SIAP, 2012).

Su presencia a lo largo de la historia de México, lo ha convertido no sdélo en un alimento
tradicional, sino también en un elemento de identificacion cultural, que son basicos para
explicar la dieta alimentaria de ayer, hoy y muy probablemente del futuro (SIAP, 2012).
México, como parte de Mesoamérica, es considerado como el Centro de Origen y
Domesticacion mas importante (primario) de varios tipos de frijol, entre los que destaca por
su valor comercial el frijol comun Phaseolus vulgaris L. (CONABIO, 2013; Acosta et al.,
1996; Sanchez et al., 2001; Hernandez et al., 2013). Se conocen alrededor de 150 especies,
y en México se concentran 50 de ellas (Miranda, 1987; CONABIO, 2013).

Tradicionalmente, la dupla maiz/frijol se complementa con alimentos de la biodiversidad de

nuestro pais como amaranto, aguacate, raices y hojas verdes (Galvez, 2015).

2.2. CAMBIOS RECIENTES EN LA DIETA DEL MEXICANO

Hace aproximadamente 20 afios, inici6 una marcada disminucién en el consumo de
alimentos tradicionales que se sustituyeron por alimentos refinados de trigo o procesados
con elevadas cantidades de azucares y grasas, pues cada vez resultan mas accesibles por
su precio y disponibilidad. Ademas, en nuestro pais, comer a diario huevo y carne se
adopté como simbolo de estatus y, por consiguiente, de una buena alimentaciéon, como
sucede en paises industrializados (FAO, 2008). Asi, se ha ido abandonando una dieta
ejemplar y que tiende a ser mas saludable, asi como econdémica y ecoldogicamente mas
eficiente que otras dietas por ser completa, suficiente, equilibrada, diversa y atractiva,

producto de milenios de cultura y experiencia que se basa en el nixtamal y el frijol, y no
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exagera el consumo de grasas, colesterol, azucar y productos de origen animal (Bourges,
2000; Galvez, 2015).

Una de las consecuencias del abandono de la dieta tradicional es que el 72.5% es la cifra de
los adultos en México padece una combinacion de sobrepeso y obesidad de acuerdo con la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT, 2016), siendo 1.3 puntos porcentuales
superior a los resultados de la encuesta 2012. La prevalencia de obesidad en este grupo fue
de 33.3% y la de sobrepeso de 39.2% (Figura 1). En México, se calcula que los costos
atribuibles al sobrepeso y obesidad son de 80,000 millones de pesos y causan pérdidas
adicionales de 250 mil millones de pesos anuales (Rawe et al., 2012; Gutiérrez et al., 2012;
INSP, 2014). El cambio de habitos de consumo de los mexicanos del siglo XXI esta
complicado por un sedentarismo exacerbado, cada vez mas frecuente en la poblacién que
sufre también de enfermedades cardiovasculares y diabetes. No es raro encontrar en una
misma familia preescolares desnutridos o nifios y adultos con sobrepeso u obesidad (Pefa
& Bacallao, 2000); (Galvez, 2015).

Desde la perspectiva genética, se ha sugerido que la susceptibilidad de los hispanos a
diabetes tipo 2, obesidad y dislipidemia se encuentra relacionada con su herencia Nativo
Americana. Diversos estudios han encontrado el polimorfismo, una frecuencia de una
variante no sinénima (R230C) del gen ABCA1 (transportador dependiente de la union de
ATP), asociada con concentraciones bajas de HDL-C, obesidad y diabetes tipo 2 en

poblaciones de mexicanos mestizos (Alonzo, 2010).

La variante R230C habia sido estudiada en otras poblaciones; no fue detectada en sujetos
caucasicos, hindues y en afroamericanos. Por el contrario, Canizales et al encontraron alta
prevalencia en indigenas yaquis, mazahuas, purépechas y mayas (29.9-52.5%). Esta
observacion sugiere que la variante R230C del gen ABC-A1 es un alelo de susceptibilidad
para el sindrome metabdlico y algunos de sus componentes, especifico para las poblaciones

amerindias mexicanas.

Sin embargo, cabe destacar que la susceptibilidad genética para desarrollar obesidad y
enfermedades metabdlicas se podria explicar por la interaccion entre variantes de diferentes

genes.
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2.3. PROBLEMAS DE SALUD RELACIONADOS CON LA ALIMENTACION

2.3.1. Sobrepeso y obesidad

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulacién excesiva de grasa, que puede
ser perjudicial para la salud. La causa fundamental es un desequilibrio energético entre
calorias consumidas y gastadas, ademas de un aumento en la ingesta de alimentos
hipercaléricos que son ricos en grasa, sal y azUcares pero pobres en vitaminas, minerales y
otros micronutrientes (OMS, 2015a). El sobrepeso y obesidad constituyen factores de riesgo
para enfermedades cardiovasculares (principalmente cardiopatia y accidente
cerebrovascular), la diabetes tipo 2, osteoartritis y algunos canceres (OMS, 2015a).

El indice de masa corporal (IMC) es un indicador simple de la relacion entre el peso y la talla
que se utiliza frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad en los adultos. Se
calcula dividiendo el peso de una persona en kilos por el cuadrado de su talla en metros
(kg/m?) (OMS, 2015b). En la Tabla 1 se muestran los rangos de indice de masa corporal y
su clasificacion propuesta (OMS, 2015b).

La OMS informa que en 2014, mas de 1900 millones de adultos de 18 o mas afios tenian
sobrepeso de los cuales, mas de 600 millones eran obesos, es decir el 39% de las personas
adultas tenian sobrepeso y el 13% eran obesas. En 2013, mas de 42 millones de nifos
menores de cinco afhos tenian sobrepeso (Gutierrez et al., 2012).

Los cambios en la alimentacion actual han repercutido de manera importante en el aumento
de estos padecimientos; ademas se exacerba por la disminucion de la actividad fisica, los
nuevos modos de desplazamiento y la creciente urbanizacion.

En los ultimos anos, ha quedado demostrado que la hipertrofia e hiperplasia del tejido
adiposo asociadas a la obesidad pueden causar hipoxia, y la activacion de distintas
respuestas celulares entre las que se incluyen el estrés oxidativo, el estrés de reticulo

endoplasmatico y la inflamacion (Olefsky et al., 2010)

Tabla 1.- Intervalos de indice de masa corporal y su clasificaciéon segun la OMS (2006)

IMC

<18.5
18.5-24.9
25-29.9
30-34.9
35.39.9
>40
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Figura 1 .- Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacion de 20 o mas afios de edad,
en la ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016 (ENSANUT, 2012 y 2016).

2.3.2. Diabetes

La diabetes es una enfermedad cronica caracterizada por hiperglucemia, que se desarrolla
cuando el pancreas no produce insulina suficiente y/o cuando el organismo no utiliza

eficazmente la insulina que produce (OMS, 2014a).

2.3.2.1. Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 es causada por una reaccién autoinmune, en la que el sistema de defensa
del cuerpo ataca las células B productoras de insulina en el pancreas. Como resultado, el
cuerpo no puede producir la insulina que necesita. La enfermedad puede afectar a personas
de cualquier edad, pero generalmente se presenta en nifios o adultos jovenes. Las personas
con este tipo de diabetes necesitan insulina para controlar los niveles de glucosa en sangre.
Suele desarrollarse repentinamente y puede producir sintomas tales como: sed anormal y
sequedad de boca, miccion frecuente, falta de energia, cansancio extremo, hambre
constante, pérdida repentina de peso, heridas con cicatrizacion lenta, infecciones

recurrentes y visioén borrosa (FID, 2015).
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2.3.2.2. Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 es la mas comun. Por lo general ocurre en adultos, aunque se presenta
actualmente con frecuencia en nifios y adolescentes. En la diabetes tipo 2, el cuerpo puede
producir insulina, pero no es suficiente. Asi mismo los tejidos no responden de manera
adecuada a sus efectos, dando lugar a la hiperglucemina. Es una enfermedad compleja en
la que interviene la obesidad, mala alimentacion, inactividad fisica, antecedentes genéticos,
grupo étnico y alta glucosa en sangre durante el embarazo que afecta al feto (FID, 2015;
Guia Mexicana de Diabetes, 2005).

2.3.2.3. Prevalencia de diabetes en México y en el mundo

Los datos de la ENSANUT 2012 identifican a 6.4 millones de adultos mexicanos con
diabetes, es decir, 9.2% de los adultos en México han recibido ya un diagndstico de
diabetes. El total de personas adultas con diabetes podria ser incluso el doble, de acuerdo a
la evidencia previa sobre el porcentaje de diabéticos que no conoce su condicion. En la
ENSANUT 2016 se observé un ligero aumento en la prevalencia de diabetes por diagnéstico
médico (9.4% de los adultos entrevistados).

Se estima que tienen diabetes aproximadamente (dentro de un rango de 20-79 anos) 387
millones de personas en el mundo (8.3% de los adultos). Cerca del 80% vive en paises de
ingresos medios y bajos. Si siguen estas tendencias, para el afio 2035 unos 592 millones de
personas, o un adulto de cada 10, tendra diabetes.

La Federacion Internacional de Diabetes en su informe del 2015 reporté que el pais
Latinoamericano con mayor prevalencia es México (11.5 millones de adultos) y en el mundo
es China (109.6 millones de adultos) (FID, 2015). Segun proyecciones de la OMS, la
diabetes sera la séptima causa de mortalidad en 2030 (OMS, 2011). La diabetes costé como
minimo 673 000 millones de USD en gastos de salud en el 2015, el 12% del gasto total en
adultos (FID, 2015).
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2.4. INDICE GLUCEMICO

El indice Glucémico (IG) mide el aumento de la glucosa en sangre que se produce después
de la ingesta de un alimento determinado en relacion con los resultados producidos por una

ingesta de glucosa (IG = 100), expresado en porcentaje (Venn et al., 2007).

El IG indica numéricamente si los carbohidratos llegan lenta, moderada o rapidamente al
torrente sanguineo. Si el IG es de 70 o mayor se considera que el alimento tiene un IG alto;
si se encuentra entre 56 y 69 el IG es moderado y si el valor es de 55 0 menor se dice que el

alimento tiene un |G bajo (Torres et al., 2006).

2.5. SINDROME METABOLICO

Se denomina sindrome metabdlico al conjunto de alteraciones metabdlicas constituido por
obesidad de distribucion central, disminucidn de las concentraciones del colesterol unido a
las lipoproteinas de alta densidad (cHDL), elevaciéon de las concentraciones de ftriglicéridos,
aumento de la presion arterial (PA) e hiperglucemia (Eckel, 2005). En la tabla 2, se muestra

la caracterizacion propuesta por la Federacion Internacional de Diabetes IDF.

Tabla 2.- Condiciones que definen el sindrome metabdlico propuesto por la Federacion
Internacional de Diabetes (Modificado de Zimmet et al., 2005).

Obesidad central

Perimetro de la cintura: con especificidad respecto a los distintos grupos étnicos

Si el IMC es>30, se puede asumir a presencia de obesidad central y no es necesario medir el
perimetro de la cintura.

Mas dos cualquiera de los factores

siguientes:
Aumento de los triglicéridos: >1.7 nmol/l (150 md/dL)
Disminucion del cHDL <1.03 mmol/I (40 md/dL) en los varones

<1.29 mmol/I (50 mg/dL) en las mujeres
o tratamiento especifico para esta alteracion lipidica
Aumento de la presion arterial Sistélica2 130 mm Hg 6
Diastdlica> 85 mm Hg
o tratamiento de hipertensién diagnosticada
previamente
Incremento de la glucemia Glucemia en ayunas > 5.6 mmol/l (100 mg/dL) o bien
diabetes tipo 2 diagnosticada previamente.
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2.6. INSULINA

La insulina es una hormona peptidica producida y secretada por las células beta de los
islotes de Langerhans del pancreas que interviene en muchos de los procesos vitales en los
mamiferos, regula la expresion gran cantidad de genes relacionados con los procesos de
transporte de glucosa, glucogénesis, glucdlisis, lipogénesis, antilipdlisis, antiapoptosis y los
involucrados en el ciclo celular que controlan el crecimiento y diferenciacion. La mayor parte
de los efectos de la insulina se llevan a cabo a través del sistema proteinico FRAP/mTOR
(mTORC1) (Kim et al, 2007; Choi, 2010).

Diversas investigaciones han asociado a la obesidad y la resistencia a la insulina con una
inflamacién sistémica crénica de “bajo grado”. En modelos de obesidad inducido por dieta, el
tejido adiposo presenta un incremento en la expresion de citocinas como TNF-a, interleucina
IL-1 y IL-6, este incremento es perjudicial para la accion de la insulina en el musculo, por
ejemplo, el aumento de la expresibn de TNF-o produce resistencia a la insulina. La
consecuencia de la resistencia a la insulina favorece la hiperinsulinemia y el
almacenamiento de lipidos en higado y tejido adiposo (Cani et al., 2007).

La deteccion de la resistencia se realiza mediante el calculo del indice de resistencia a la
insulina medido por el modelo homeostasis model assessment (HOMA) o bien en curvas de
tolerancia a glucosa para detectar la hiperinsulinemia (Pérez, 2011), se realiza tomando en
cuenta los valores de insulina en ayunas.

Como se muestra en la figura 2, la homeostasis de la glucosa es un balance entre la
produccion de insulina, determinado por la cantidad y/o funcion de las células pancreaticas

asi como de la accién de la propia insulina.
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Figura 2.- Factores que afectan la homeostasis de la glucosa en diabetes tipo1 y 2.

(Lomas, 2012; Modificado de Permutt y col., 2005)

2.7. LEPTINA

El nombre de leptina deriva de la raiz griega leptos que significa delgado, lo que se debe a

su evidente funcién en el control del peso corporal a través de la regulacion del apetito y la

termogénesis. También es conocida como proteina OB, es una hormona producida

principalmente por los adipocitos (Yang et al, 2007).

La leptina es un péptido de 167 aminoacidos, con una secuencia de 21 aminoacidos que se

escinde antes de pasar al torrente circulatorio. El tejido adiposo blanco es el principal

productor de leptina, actuando como un "marcador" de las reservas energéticas del

organismo (Zhang et al., 1997). La leptina interviene en diversos procesos fisiolégicos tales

10



&

como: la regulacién del balance energético, el control del apetito y del peso corporal, el
metabolismo de las grasas y glucidos. Existen numerosos receptores OB a escala central y
en diferentes regiones del hipotdlamo que estan implicados en parte de los efectos
observados de esta hormona. Ademas, existen receptores Ob en numerosos tejidos
periféricos como son el pulmoén, rifidn, higado, musculo esquelético, tejido adiposo,
testiculos, islotes pancreaticos y células hematopoyéticas. El estudio de su regulacion y
efectos sobre el sistema nervioso central estan resultando fundamentales en la comprensién
del sistema de regulacién del balance energético y de los mecanismos implicados en el
desarrollo de obesidad (Clavijo, 2010).

En condiciones normales, cuando se produce un aumento de grasa en el organismo, la
leptina actua sobre el hipotdlamo y disminuye el apetito y aumenta el metabolismo basal. En
las personas obesas aumenta la secrecion de leptina llegando a alcanzarse valores cuatro
veces mayores que en las que no presentan obesidad, lo cual refleja un estado de
resistencia a la leptina. Su expresiéon se incrementa por sobrealimentacién, aumento de
concentracién de la insulina, glucocorticoides, endotoxinas y citocinas, y se disminuye por el
ayuno, la testosterona, la hormona tiroidea, y exposicion al frio (Yang et al, 2007).

La hiperlipidemia es comun en la obesidad y se refleja en un aumento de adiposidad y
resistencia a la leptina. Notablemente las respuestas renales a la leptina e insulina pueden
jugar un papel importante en la hipertensién, obesidad y el sindrome metabdlico (Morton,
2007).

La restriccion y el exceso de alimento regulan los niveles de leptina plasmatica y la
expresion del gen OB en los roedores y humanos. Una dieta alta en grasa aumenta los

niveles de leptina en plasma y tejido adiposo en ratas (Morton, 2007).

2.8. INFLEXIBILIDAD METABOLICA

El musculo esquelético es el tejido sensible a insulina mas abundante del cuerpo humano,
siendo capaz de captar el 40% de la glucosa postprandial a la vez de que consume el 20%
de la energia corporal. La flexibilidad metabdlica es la capacidad de cambiar entre los
distintos tipos de energia disponible. En los casos cuando se presenta inflexibilidad
metabdlica el organismo no es capaz de intercambiar el uso de sustratos (fuente de
energia). Es decir, no puede intercambiar del uso de lipidos a glucosa.

En investigaciones recientes se han identificado defectos especificos en la sefalizacion

posterior a la unién de la insulina a su receptor, que se acompafan con una disminucion de

11
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la capacidad oxidativa de la mitocondria, un aumento de la grasa intramuscular, un
incremento de la generacion de especies reactivas a oxigeno, y una estimulacion de las vias
de inflamacion lo que finalmente conlleva un riesgo metabdlico aumentado (Nistala et al.,
2006).

Esto conduce a un incremento del glucégeno en el musculo esquelético y por el contrario
una disminucién del consumo de glucosa postprandial. Por otro lado ya en la via de los
acidos grasos de cadena larga que se almacenan a nivel muscular y hepatico en forma de
triglicéridos; el exceso de los mismos pueden llegar entorpecer la sefalizacion de la insulina,
causando la progresion para la aparicion de diabetes tipo 2 (Nistala et al., 2006). Por tanto,
en los obesos y diabéticos tipo 2, como consecuencia de la resistencia a la insulina que
origina una disminucién de la oxidacion lipidica, se pierde una parte de esa capacidad para
la utilizacién de grasa, por lo que se favorece la acumulacién de triglicéridos dentro y

alrededor de la célula muscular (Kelley et al., 2002).
2.8.1. Coeficiente respiratorio

La existencia de un estado de flexibilidad o inflexibilidad metabdlica, se puede determinar
mediante la determinacion del coeficiente respiratorio.

En un estado de flexibilidad metabdlica, durante el ayuno el organismo utiliza como fuente
de energia los lipidos y durante la etapa postprandio el organismo es capaz de intercambiar
como fuente de energia al uso de carbohidratos.

Cuando un organismo presenta inflexibilidad metabdlica, es incapaz de realizar el cambio
hacia la oxidacién de carbohidratos al tener el sustrato disponible durante el consumo de

alimento por lo que continian con la oxidacion de lipidos.

En caso de utilizar glucosa como fuente de carbono el RER (Respiratory Exchange Rate)
seria cercano a 1, en caso de usar lipidos como fuente de energia el valor seria cercano a
0.70.

El coeficiente respiratorio (RER) se calcula con la cantidad de O, consumido y el CO,

co .
producido RER = “Y2producido

2consumido
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De esta forma se determina cual sustrato se esta oxidando:
e  Carbohidratos (glucosa)
CeH1206 + 60, > 6CO, + 6H,0 + Energia
RER =6CO,/ 60, = 1.00
e Lipidos (acido palmitico)
C16H3202 + 230, > 16CO, + 16H,0 + Energia
RER = 16C0O, /230, =0.70

2.9. LEGUMINOSAS

La palabra leguminosa se deriva del latin legumen, que significa semillas cosechadas en
vainas. Pertenecen a la familia botanica de las Fabaceas, y a su vez a las fanerégamas,
plantas que se caracterizan por producir frutos en forma de vainas, como se mencioné
anteriormente, las cuales se abren longitudinalmente en dos valvas dentro de las que
coexisten en una hilera ventral, una o mas semillas (Aykroyd & Doughty, 1982; Bourges,
1987).

En las leguminosas se encuentran bacterias simbidticas fijadoras de nitrégeno (género
Rhizobium, Bradyrhizobium, entre otros) que son capaces de infectar las raices de las
leguminosas mediante la formacion de nédulos en la raiz. El nitrégeno se fija mediante un
proceso de simbiosis entre la planta y la bacteria, la planta proporciona los carbohidratos
necesarios, las condiciones de anaerobiosis y las bacterias fijadoras convierten el N, a NH,4
(Tortora et al., 2007). Lo anterior se suma al valor nutrimental del frijol pues enriquece los
suelos donde se cultiva y en las milpas juega un importante papel por la sinergia que se
genera el co-cultivo con el maiz.

De las especies mas consumidas se puede mencionar; el frijol comun (Phaseolus vulgaris),
soya (Glycine max), lenteja (Lens ensculenta) y garbanzo (Cicer arietinum).

Las leguminosas son una fuente rica de proteinas, sin embargo, son deficientes en
aminoacidos azufrados como metionina y cisteina, y ricos en lisina. Sin embargo su
consumo puede ser complementado mediante el uso de cereales en la dieta, dado que
estos son ricos en aminoacidos azufrados y deficientes en lisina, de esta manera el
consumo conjunto de estos alimentos proporciona un buen aprovechamiento de los

alimentos (Clark et al., 2014). Ejemplo de esta complementacion nutrimental de proteina son
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los multiples platillos mexicanos que conjuntan a esta leguminosa con el maiz, que une los

aminoacidos procedentes del cereal (maiz) y leguminosa (frijol).

2.11. FRJOL

2.11.1. Consumo de frijol

El frijol, como fuente de proteina de origen vegetal, es consumido principalmente en los
paises en desarrollo. Sin embargo en muchos paises se ha reducido su consumo en los
afos recientes. En los afios sesenta el registro anual de consumo en México era de 18.45
kg per céapita. En 2013 se estimaron solamente 10.2 kg per capita, es decir, hubo un
decremento de 45% (SIAP, 2013; CONAPO, 2014; Rodriguez-Licea et al., 2010). De
acuerdo con la FAO, el consumo per capita de frijol es de alrededor de 18.6 kilogramos por
persona al afo en Nicaragua, 16.2 kilogramos en Brasil y 11.0 kilogramos en México. En
tanto, en paises desarrollados como Alemania, Reino Unido, Francia, ltalia y Japén, no
supera 2 kilogramos por persona al afio (Financiera Rural, 2011).

Solo un 23% del consumo nacional de frijol se industrializa en forma de enlatados y en bolsa
retortable. El otro 77% se consume de manera tradicional como frijoles de olla o refritos. La
poblacion mexicana prefiere el frijol negro, sobresaliendo el Jamapa y el Veracruz; seguido
por los de color claro, como el peruano y los flores de mayo y junio, y variedades pintas o
azufradas/amarillas dependiendo de la zona del pais (Rodriguez-Licea et al., 2010, SIAP,
2012; Financiera rural, 2011; ASERCA, 2007; Castellanos et al., 1997). Dos de los
principales paises productores de frijol, India y Brasil, son los mayores consumidores y
juntos concentran el 43% del consumo global. México tiene el 7.3 % y Estados Unidos el 6.1

% del consumo. (Financiera rural, 2011; Galvez, 2015).

2.11.2. Clasificaciéon botanica y morfologia del frijol

El frijol pertenece a la familia de las leguminosas o fabaceas. El género Phaseolus, se
clasifica dentro de la familia Leguminoseae, subfamilia Papilionoidae, tribu Phaseolae y
subtribu Phaseolinae (Conabio, 2014).

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una especie autégama, diploide y con un genoma
relativamente pequefio, con un tamafo estimado entre 587 Mbp y 637 Mbp (Saburido,
2014).
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Estructura externa del frijol

Las partes que componen a la semilla externamente son:

a) Testa o cubierta: Capa secundaria del 6vulo, la cual es dura, seca y usualmente lisa.
Esta formada por una cuticula delgada que cubre un area de células prismaticas
contiguas denominadas palizada de células.

b) Hilum: Cicatriz dejada por el funiculo. Conecta la semilla con la placenta.

c) Micropilo: Abertura en la cubierta cerca del hilum. A través de esta abertura se realiza
principalmente la absorcion de agua.

d) Rafe: Proveniente de la soldadura del funiculo con los tegumentos externos del 6vulo
(CIAT, 1984, Arias et al., 2007). En la figura 3 se muestran la estructura interna y

externa del frijol.

tagumento
Mojas de o gemuie

cewhivwis

redfavie

tags monie

CORTE LONGITUDINAL

Figura 3.- Estructura interna y externa del frijol. Fuente: CIAT (1984).

Estructura interna del frijol

Las partes internas de la semilla de frijol se encuentran distribuidas en: embrién, dos hojas
primarias, hipocatilo, dos cotiledones vy la radicula. EI complejo plumula-radicula esta situado
entre los dos cotiledones, a un lado del grano contra la testa, de tal manera que la radicula
estd en contacto con el micrépilo y la plumula estd encerrada hacia el interior del grano
(CIAT, 1984; Arias et al., 2007).
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En el grano seco, los cotiledones exhiben una estructura altamente organizada. Contiene
células con granulos de almidén embebidos en una matriz proteinica consistente de cuerpos
proteinicos y granulos de aleurona (CIAT, 1984).

Los cuerpos proteinicos son generalmente esféricos y relativamente menores que los
granulos de almidén y estan rodeados por una membrana lipoproteica. Con base en la
materia seca, la testa representa el 9%, los cotiledones un 90% y el 1% restante es el

embrién de la semilla entera (CIAT, 1984).

2.11.3. Composicion nutrimental y principios bioactivos del frijol

Phaseolus vulgaris es una de las leguminosas mas consumidas alrededor del mundo. Los
frijoles son una excelente fuente de proteinas, carbohidratos, fibra dietaria, minerales y
fitoquimicos.

Los carbohidratos son el mayor componente, su contenido en la semilla es de 50% - 76%
dependiendo de la variedad de frijol, siendo el almidon el de mayor proporcion, el cual
representa del 32% al 52% vy la fibra dietética total representa de 15 a 45%. El contenido de
proteina en la semilla seca varia entre 17-30%, de 2 a 5% de minerales (entre ellos Potasio,
Fésforo, Calcio, Hierro, Sodio y Selenio) y menos de 1% de vitaminas (Vitamina C, Niacina,
Colina, Vitamina K y Vitamina E (Ramirez et al., 2015; USDA, 2015).

El frijol tiene un bajo indice glicémico (IG), a pesar de su alto contenido de almidén y otros
carbohidratos, pues no eleva marcadamente la glucosa en sangre. Presenta un I1G=30, y
cuando se combina con tortilla y salsa de jitomate el indice glicémico se mantiene bajo
(1G=39), cuando la tortilla sola puede tener hasta un IG de 52 (Foster-Powell et al., 2002).
Los frijoles son una fuente importante de componentes bioactivos que promueven diversos
efectos benéficos para la salud humana, los compuestos mas relevantes son los
compuestos fendlicos que se encuentran ligados a su actividad antioxidante, antimutageénica
y anticarcinogénica; polisacaridos no digeribles e inhibidores de enzimas, ademas de un
potencial bifidogénico, péptidos bioactivos con propiedades antihipertensivas, saponinas y
fitoesteroles, los cuales se ha confirmado que tienen beneficios hipolipidémicos, taninos
condensados, fitatos y oligosacaridos (Ramirez et al., 2015; Champ., 2002; Campos-Vega et
al., 2009)
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El consumo de frijol se ha relacionado con la reduccion de riesgo de enfermedades cronicas
y en estudios con animales han mostrado que su consumo regular disminuye el riesgo de

incidencia de cancer de colon (Hangen et al., 2002; Lanza et al., 2006).

2.11.4.1 Carbohidratos del frijol

La fibra dietética en el frijol negro contiene sobre todo celulosa y hemicelulosa, es decir fibra
insoluble y soluble, que previenen la constipacién y bajan el indice glicémico. Se ha
encontrado que la fibra dietética mejora la concentracién de lipidos séricos mediante la
inhibicion parcial de la absorcion de colesterol en el intestino delgado (Ramirez et al., 2015;
Sanchez-Muniz, 2012).

A pesar de que el frijol en general se considera como una fuente importante de
carbohidratos, una fraccion de su contenido de almidén forma parte de la fraccion no
digerible del frijol. Esta fraccion de almiddn resistente a la digestion, posee un efecto similar
al de la fibra soluble (disminucién de la sintesis hepatica del colesterol). Se sabe que el
tratamiento térmico es uno de los factores mas importantes que afectan la digestibilidad y
disponibilidad del almidén, este tiende a la retrogradacion generando asi fracciones
resistentes, las cuales pueden ser fermentadas en el colon para producir acidos grasos de
cadena corta cuya presencia cobra importancia en la nutricién (Pujola et al., 2007; Ramirez-
Jimenez et al., 2014). El almidén resistente ayuda a contrarrestar los mecanismos de
hiperlipidemia mediante la disminucion de la absorcion de grasas, su utilizacion y la
sensacion de saciedad mediante la uniéon de los acidos biliares (Darzi, et al. 2011; Tapsell,
2004).

Ademas en otros estudios in vitro se ha demostrado que la fibra soluble, carbohidratos y
taninos condensados del frijol comun sufren fermentacion mediante la microbiota presente
en el colon, produciendo SCFAs como acético, butirico y acido propiénico, estos
modificando el pH, a la vez que contribuyen a la salud de la mucosa intestinal, ademas de
proporcionar beneficios en el metabolismo, entre ellos la disminucién de la sintesis hepatica

del colesterol (Campos-Vega et al., 2009).

17



&

2.11.4.2. Lipidos del frijol

El frijol negro posee una baja cantidad de lipidos. La porcién mayoritaria, corresponde a los

acidos grasos poliinsaturados (omega-3 y omega-6), seguida de los acidos grasos saturados

y los acidos grasos monoinsaturados (omega-9). Se relaciona el consumo de estos lipidos
encontrados en el frijol, con la salud cardiovascular y la regulacion de procesos inflamatorios
(Coronado et al., 2006; Winham & Hutchins, 2007).

2.11.4.3. Proteinas del frijol

Las proteinas del frijol pueden clasificarse con base a su funcion: proteinas de
almacenamiento, metabolismo de carbohidratos, defensa, respuesta al estrés,
destoxificacion, crecimiento y desarrollo, transporte de proteinas y metabolismo del
nitrogeno (De la Fuente et al., 2011).

En la base de datos UniProtKB se encuentran reportadas 160 secuencias de proteinas del
frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). La mayoria de las reportadas estan relacionadas con la
funcién metabdlica en la planta. Entre ellas las mas relevantes son las faseolinas, lectinas,
inhibidores de a-amilasas e inhibidores Bowman-Birk (Luna-Vital et al., 2014). En la Figura 4
se muestran los cristales de sus estructuras.

Las faseolinas representan del 30-50% del total de las proteinas, su estructura secundaria
consiste en 10% de a—hélices, 9% de giros B, 48% de hojas  y 33% de estructura al azar. El
alto porcentaje de hojas 3 limita el acceso a las proteasas. Generalmente son proteinas
glicosiladas, que consisten en 3 subunidades peptidicas (a, B, y). Su valor nutrimental es
considerado limitado debido a la baja cantidad de metionina y cisteina, ademas de contar
con alta resistencia a la protedlisis.

La familia de las lectinas representa del 10-12% del total proteinico. Estas proteinas son las
lectinas, fitohemlutininas, inhibidores de o— amilasas y arcelinas (Luna-Vital, 2014).

Las lectinas, inhibidores de o amilasas y arcelinas en plantas son responsables de actuar
como defensa en mecanismos bibticos contra estrés, y en los abiéticos como condiciones
salinas y de sequia, ademas de intervenir en los mecanismos de resistencia al ataque de

insectos. El incremento en proteinas responsables de mecanismos de defensa tiene una
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relaciéon positiva con el valor nutrimental debido a su alto contenido de aminoacidos
azufrados (Luna-Vital, 2014).
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Figura 4.- Estructuras de los cristales de proteinas del frijol comun: a) faseolina,
b)fitohemaglutinina (lectina), c) arcelina y d) inhibidor de proteasa Bowman-Birk.(Luna-Vital
etal., 2014).

2.11.5. Factores téxicos y antinutricionales del frijol

Entre los principales factores antinutricionales asociados a las leguminosas se encuentran
los glucésidos cianogénicos, inhibidores de proteasas, fitohemaglutininas y saponinas (Valle,
2013; Cabrera, 2011). Los cuales son termolabiles, es decir que se pueden eliminar o
disminuir su concentracién mediante tratamiento térmico, que generalmente es el proceso

de coccion.
2.11.5.1 Lectinas

Las lectinas pertenecen a un grupo variado de proteinas no inmunogénicas conocido como
hemaglutininas, ampliamente distribuidas en la naturaleza encontrandose en plantas,
animales y organismos inferiores (Hernandez, 2009). Las lectinas vegetales se presentan en
forma de glicoproteinas, su efecto in vitro consiste en combinarse con las glicoproteinas de
las membranas de los glébulos rojos las cuales aglutinan o coagulan (de ahi el nombre de
fitohemaglutininas). Su accién in vivo se basa en su alta especificidad para reconocer
carbohidratos, su principal efecto esta relacionado con el hecho de que se adhieren a los

carbohidratos sobre la superficie del intestino delgado (duodeno y yeyuno) y causan dafos
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en la pared intestinal, afectando los procesos de absorcién y transporte de nutrimentos a
través de ella (Bassan et al, 2002). Por lo anterior, es de gran importancia realizar un buen

tratamiento térmico que permita reducir al maximo la actividad de estos compuestos.

2.11.5.2. Inhibidores de proteasas

Estos factores se pueden definir como compuestos termolabiles de naturaleza proteinica,
que alteran la digestion de las proteinas, inhibiendo la accién de las enzimas digestivas
bloqueando la hidrdlisis de las proteinas de la dieta; los mas conocidos son los que
reaccionan con serinproteasas, como la tripsina y la quimotripsina (Muzquiz et al., 2006).

En el frijol se identifican las familias de inhibidores Bowman—Birk (que actuan uniéndose a la
tripsina y quimotripsina), y de Kunitz (que actua uniéndose en forma preferente a la
tripsina).

Se ha comprobado que el consumo de inhibidores de tripsina provoca efectos nocivos en
animales de experimentacién mediante la formacién de complejos inactivos, lo que provoca
la reduccion de la disponibilidad de estas enzimas digestivas, dificultandose asi la protedlisis
y absorcién de la proteina adquirida con la dieta, por lo que se consideran un factor
antinutricional. Ademas se ha observado que su consumo provoca una
hipertrofia/hiperplasia en el pancreas debido principalmente a que tanto los inhibidores como
los complejos formados, se unen a la mucosa duodenal y la liberacion de colecistoquinina,
incrementando asi la secrecion de enzimas pancreaticas (tripsina y quimiotripsina)
(Liener,1989).
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2.12. MICROBIOTA INTESTINAL

El intestino humano contiene mas de 1000 diferentes especies de bacterias (Rajilic-
Stojanovic etal., 2014). El intestino grueso contiene un ecosistema microbiano complejo y
dindmico, con concentraciones de mas de 10" - 10" células/g de lumen intestinal. Alrededor
del 60% de la masa fecal esta compuesta por bacterias (Guarner et al., 2003).

La interaccion entre el hospedero (humano) y los microorganismos presentes en el intestino
pueden reportar importantes beneficios para el hospedero. La composicion de la microbiota
entre los individuos varia en gran proporcibn como una respuesta a eventos como
infecciones causantes de diarrea, tratamiento con antibiéticos y la composicion de la dieta
(Guarner et al., 2003).

La colonizacién del tracto gastrointestinal de los nifios recién nacidos comienza
inmediatamente después del nacimiento. Inicialmente el pasaje a través del canal vaginal y
el tipo de dieta (alimentacién mediante leche materna vs. formula) puede afectar el patron de
colonizacién. Las primeras bacterias son capaces de modular la expresion de genes en las
células epiteliales del neonato creando un ambiente favorable para ellas y prevenir el
crecimiento de algunas otras. Las primeras bacterias que colonizan son relevantes para la
composicion de la microbiota permanente en la edad adulta del sujeto. Se ha reportado que
las bacterias anaerobias sobrepasan a las aerobias en proporcion por un factor de 100-1000
(Guarner et al., 2003).

Los microrganismos presentes en el intestino distal estdn compuestos por miles de millones
de organismos pertenecientes a los géneros bacteria y archaea. Los cinco phyla bacterianos
presentes son: Bacteriodetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia
(Lozupone et al., 2012).

Bacteriodetes y Firmicutes forman parte de mas del 90% de toda la microbiota intestinal en
humanos y en ratones (Guo et al., 2008) y existe una posible relaciéon entre la microbiota
intestinal y la ganancia de peso en los individuos. Se han estudiado grupos de personas
obesas, encontrando que la proporcién de material genético de Firmicutes en heces es
mayor que la encontrada en individuos delgados. Cuando los individuos obesos pierden
peso durante un afio, la proporcion de Firmicutes se vuelve mas parecida a la de los

individuos delgados, de acuerdo con lo publicado por Bajzer et al.en 2006. Los Firmicutes y
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Bacteriodetes son phylas pertenecientes al dominio Bacteria, la mayoria de
microorganismos pertenecientes a estos son benignos, sin embargo existen algunos que

son patdgenos.

El phylum Firmicutes incluye mas de 250 géneros, incluyendo Lactobacillus spp.,
Mycoplasma spp., Bacillus spp y Clostridium spp. Las caracteristicas de los géneros
presenta diferencias, por ejemplo: las especies de Clostridium son anaerobios estrictos,
mientras que las pertenecientes al género Bacillus forman esporas y son aerobios estrictos
(Bajzer et al., 2006).

El phylum Bacteriodetes incluye 20 géneros, en la microbiota humana los Bacteroides son el
geénero predominante, siendo Bacteroides thetaiotaomicron el mas abundante. Las especies
de Bacteroides son anaerobios estrictos y habitantes benignos en el intestino (Bajzer et al.,
2006).

2.12.1. Funciones principales de la microbiota intestinal

Se ha mostrado que la microbiota tiene funciones importantes y especificas en el
metabolismo (Figura 5), en proliferacién - diferenciacion celular y proteccion contra algunos
patdgenos (Bajzer et al., 2006).

Funciones metabdlicas: la mas importante es la fermentaciéon de fracciones no digeribles
procedentes de la dieta, y la estimulacién de formacion del moco intestinal producido por el
epitelio. La fermentacion de carbohidratos es la mayor fuente de energia en el colon. Los
carbohidratos no digeribles incluyen polisacaridos (almidones resistentes, celulosa,
hemicelulosa, pectinas y gomas), algunos oligosacaridos y azucares que no son absorbidos
y alcoholes; teniendo como resultado final la generacion de acidos grasos de cadena corta
(SCFAs) y gases como CO, y H,. El acetato y propionato actian como moduladores del
metabolismo de la glucosa, ya que su absorcidon genera una menor respuesta glicémica al
consumo de glucosa esto debido a que mejora la sensibilidad a la insulina (Guarner et al.,
2003).

El butirato es una fuente de energia importante para los colonocitos, ademas se ha
encontrado que aumenta la actividad mitocondrial, previene la endotoxemia metabdlica,
mejora la sensibilidad a la insulina, posee potencial anti-inflamatorio, mejora la funcién de la

barrera intestinal y protege de la obesidad causada por dieta. Ademas, se ha reportado que
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induce apoptosis, inhibe la proliferacién y conduce a un fenotipo diferenciado de lineas

celulares de carcinoma de colon humano (Avivi-Green et al., 2002; Shoaie et al, 2013).

Mientras que el butirato es metabolizado principalmente por los colonocitos, el acetato y el
propionato son absorbidos hacia la circulacion portal (Shoaie et al, 2013; Hartstra et al.,
2015; Puddu et al., 2014).

El acetato, al ser captado por el higado sirve como substrato preferencial para la
gluconeogénesis y la sintesis de colesterol y triglicéridos (Wong et al., 2006).

El propionato es absorbido, inhibe la sintesis de colesterol y la expresién de resistina en los
adipocitos, reduce la ingesta de alimentos y sintesis de colesterol, aumentando la expresion
del gen que codifica para leptina e inhibe la expresién génica de las enzimas hepaticas
involucrados en lipogénesis de novo (Hijova et al., 2007; Harris et al., 2012; Puddu et al.,
2014).
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Figura 5.- Efecto de la fermentacion de la fibra dietaria en el colon (Tremaroli et al., 2012)

El metabolismo anaerdbico de péptidos y proteinas también produce acidos grasos de
cadena corta, pero también produce una serie de compuestos toxicos como amonio,
aminas, polioles, tioles e indoles.

Los microorganismos también juegan un papel importante en la sintesis de vitaminas y en la
absorcion de calcio, magnesio y hierro (Guarner et al., 2003).

Diferenciacion y proliferacion de células: ayuda al desarrollo y homeostasis del sistema
inmune. La colonizacién de microorganismos en el tracto gastrointestinal afecta la
composicion del tejido linfoide asociado a las mucosas, esto relacionado en la formacion de
los mecanismos de memoria del sistema inmune. La microbiota intestinal puede actuar
como barrera para poblaciones patégenas en el huésped (Guarner et al., 2003).

El contenido de grasa en la dieta es un factor que puede alterar la composiciéon de la

microbiota intestinal, generando un aumento de las concentraciones plasmaticas de LPS,
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causando un estado pro-inflamatorio que promueve la aparicidon de la resistencia a la

insulina, diabetes y obesidad (Cani et al., 2007).

3. ANTECEDENTES

3.1. Antecedentes del grupo de trabajo

El concentrado de frijol utilizado en el presente estudio fue disefado a partir de los trabajos
de Quinones y Salinas: “Obtencion de un concentrado de proteina de frijol negro,
caracterizacion fisicoquimica y efecto en la concentracion de insulina y expresion génica de
SREBP-1" y (Quifiones, 2010) y “Caracterizacién funcional de un concentrado de proteinas
de frijol negro (Phaseolus vulgaris) variedad INIFAP-8025 y su aplicacion en formulaciones
de alimentos” (Salinas, 2014).

Se logré obtener un concentrado de proteinas de frijol negro en planta piloto, con una alta
concentracion de proteina (72%), 18% de carbohidratos y una baja cantidad de lipidos
(<5%) (Salinas, 2014). Las principales proteinas recuperadas fueron las faseolinas. El
concentrado posee un bajo contenido de aminoacidos azufrados y alto contenido de lisina
(Salinas, 2014).

La concentracion de lectinas fue menor que la de los frijoles industrializados por lo que su
nivel final como factor toxico es aceptable. El tratamiento térmico logré una disminucion
importante en los niveles de inhibidores de tripsina (Lima, 2018).

Las antocianinas presentes en el concentrado son 50% menores a las presentes en el frijol

negro crudo, sin embargo se obtuvo 42.03 mg antocianinas/g muestra (Salinas, 2014).

Mediante el uso de un modelo animal, se observé el crecimiento de ratas al consumir una
dieta con 20% de proteina del concentrado de frijol, con los siguientes resultados:

Aumento de peso de los animales similar a la soya, por lo que la proteina del aislado de frijol
puede ser considerada de buena calidad (Quifiones, 2010).

El aumento de glucosa en sangre fue similar al de la soya, siendo ambos (aislado de frijol y
soya) mas lentos en comparacién con la proteina de origen animal (caseina) (Quifiones,
2010).

Se obtuvo menor relacion de insulina/glucagén y disminuyé el factor de transcripcion
SREBP-1 en higado, por lo que el aislado de frijol generé6 un efecto hipolipidémico
(Quiniones, 2010).
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El consumo de proteina de frijol, asi como la combinacién de proteina frijol-maiz, favorecen
la recuperacién de peso en ratas sometidas a un periodo de alimentacion restringida en

proteina (Marquez, 2016).

Se demostré que la combinacion de frijol-maiz como fuente de proteina en la dieta, favorece

la activacion de mTORC1 en higado (Marquez, 2016).

4. JUSTIFICACION

El frijol en México es un producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya que
representa una tradicién de consumo y produccion, asi como disponibilidad, accesibilidad y
destacable valor nutrimental.

En los ultimos anos la poblacion ha dejado de consumir frijol. A lo largo de las ultimas tres
décadas su consumo paso de 18 kg/ persona/ano a 10 kg/ persona/ afio (SIAP, 2013). Esto
es debido a las nuevas tendencias de consumo y el abandono de la dieta tradicional
mexicana; teniendo como consecuencia un aumento en la poblacidn con sobrepeso,
obesidad y enfermedades relacionadas con estos padecimientos como la diabetes. Los
datos publicados por la ENSANUT 2016, muestran que la prevalencia de sobrepeso y
obesidad en México en adultos es de 72.5 % (Galvez, 2015; ENSANUT MC, 2016).

En la dieta mexicana, el frijol se ha consumido junto al maiz (en forma de tortilla), siendo
esto la complementaciéon del consumo de un cereal con una leguminosa, teniendo asi un
mejor balance de aminoacidos y buena calidad de proteina vegetal.

El equipo de la Dra. Galvez ha desarrollado un concentrado de proteina de frijol (Patente en
tramite), que busca diversificar el uso del frijol negro. Debido a sus propiedades funcionales
es posible utilizarlo como un ingrediente en alimentos tales como productos de panificacion,
carnicos y bebidas.

En este estudio, con la finalidad de conocer mejor las propiedades del concentrado ya
desarrollado, se buscé evaluar el efecto bioquimico y metabdlico de su consumo en un
modelo in vivo de obesidad. Paralelamente se alimenté a otro grupo de animales con frijol
entero cocido para conocer su efecto, compararlo con el concentrado y con las dietas altas

en grasa
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5. HIPOTESIS

El consumo de frijol entero y concentrado de proteina de frijol en un modelo de obesidad
inducido por dieta, ocasionara una mejora en parametros bioquimicos y ejercera un efecto
benéfico en la composicion de la microbiota y disbiosis. Esto debido a la a la presencia de

fibra soluble, almidén resistente, fitoquimicos y bajo indice glucémico del frijol.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Determinar el efecto del consumo de un concentrado de proteina de frijol negro y de frijol
entero en un modelo de obesidad inducida por dieta (OID) en ratas, sus efectos en
parametros bioquimicos, consecuencias metabdlicas y efectos en la composicion de

microbiota intestinal.

6.2. Objetivos Particulares
1) Evaluacion del efecto de consumo del concentrado de proteina de frijol negro y frijol negro

entero deshidratado en un modelo de OID en rata Wistar macho, sobre:

e La ganancia de peso y la composicién corporal de los animales de grupos control como con

dietas altas en grasa.

e Los parametros bioquimicos en suero: glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos, creatinina,

urea, leptina, adiponectina y LPS.
¢ La tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina.
e | a capacidad de flexibilidad metabdlica.
e La lipogénesis, mediante la medicién de la abundancia de mRNA de SREBP-1 y FAS en

higado.

2 ) Estudiar el efecto del consumo de una dieta con el concentrado o del frijol entero cocido

como unica fuente de proteina sobre la microbiota intestinal.
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7. METODOLOGIA [ a) Obtencion del concentrado de proteina frijol en la planta Piloto del IBT

b) Obtencion del frijol entero deshidratado

Analisis
Quimico

H

7.1. Diseio
experimental

'

Evaluacion en modelo animal con ratas
Wistar macho de 6 semanas de edad

1 semana de aclimatacion
Dieta Chow

Proximal

Grupo I: Control Caseina

Grupos eutanasia:
Reto metabdlico
Ayuno

Grupo lI: Concentrado proteina de friiol

Grupo lll : Frijol entero
(suplementado con concentrado de frijol)

Grupo IV: DAG Cas + S
(Dieta caseina alta en grasa + 5%

sacarosa en agua de bebida)

Durante el experimento in vivo,
determinar:

¢ 3 veces por semana
Ganancia de peso corporal
Consumo de alimento

e Cada 15 dias
Composicion corporal

e Semana 6
Curva de tolerancia a la

Grupo V: DAG+S + concentrado proteina
de frijol
(5% sacarosa en agua de bebida)

Grupo VI: DAG+S+ frijol entero
(suplementado con concentrado de frijol)
(5% sacarosa en aaua de bebida)

glucosa

¢ Semana 8
Calorimetria

Dia previo al sacrificio se realizé
la recoleccién de heces

e Parametros Bioquimicos en
suero:

Glucosa, colesterol, triglicéridos,

creatinina, urea, prot. C reactiva,

insulina, adiponectina, leptina, LPS.

¢ Evaluacion de la expresion de los
genes SREBP1y FAS
Evaluacion de los niveles de mRNA

de SREBP1y FAS en higado
mediante qPCR con quimica de
SvbrGreen ™

¢ I[dentificacion de las poblaciones
microbianas:Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobacteria,
Verrucomicrobia Prevotella spp.,
Bifidobacterium spp. y Akermansia
spp.
Mediante técnica de qPCR, se
utilizaron cebadores especificos para
regiones v3 Y v5 del gen 16S.
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7.2. Obtencién del concentrado de proteina de frijol negro

En las investigaciones anteriores (Quinones, 2010; Marquez, 2011; Salinas 2014) se utilizé
frijol negro variedad INIFAP 8025 sembrada en la region del centro del pais (Celaya,
Guanajuato) y se consideraba que en este trabajo de investigacion se utilizara la misma
variedad. Se realizé una amplia busqueda de esta variedad, sin embargo, no ha sido
sembrada recientemente. Por lo tanto, fue necesario buscar una variedad similar de frijol
negro, de preferencia con un contenido de proteinas aproximado al de la linea 8025, que es
de aproximadamente 17.3% (Salinas, 2014).

El lote de frijol utilizado para este trabajo se obtuvo de la comercializadora de semillas
Campo Verde S.A. de C.V, quien doné al proyecto 200 kg de frijol negro “Bola” de
Zacatecas. Se eligid esta variedad de frijol debido a su % de proteina y disponibilidad de
tener una muestra comercial lo mas homogénea posible.

El proceso de obtencién del aislado se realizé en la planta Piloto IBT (Instituto de
Biotecnologia, UNAM), al inicio del proceso se realizé mediante la metodologia y proceso
desarrollado en la tesis de Salinas (2014) y Quifiones (2010), en la figura 6 se muestra el
diagrama del proceso establecido por Quifones. El principio de extraccidon de proteinas y
elaboracion del concentrado de frijol fue el mismo, sin embargo, fue necesario realizar
algunas modificaciones al proceso dado que esta variedad presenté un comportamiento
diferente en algunas operaciones unitarias (Lima, 2018).

Basicamente, el proceso de aislamiento proteinico de frijol negro, consiste en la extraccion
por solubilidad diferencial de las fracciones proteinicas en la semilla (globulinas, glutelinas y
albuminas) con posterior precipitacion isoeléctrica, recuperacion de proteina, tratamiento
térmico (para la eliminacién de factores téxicos y antinutricionales) y finalmente secado por
aspersion (Quifiones, 2010 y Salinas, 2014).

Es importante destacar los beneficios de elaborar un concentrado de proteina de frijol, que
sirva como buena fuente de proteina de origen vegetal. Con esto se busca diversificar el uso
del frijol como ingrediente funcional para el desarrollo de nuevos productos alimenticios que
contribuya con una fuente de proteinas a los requerimientos nutrimentales, ademas de

proporcionar beneficios a la salud.

28



Harina de frijol negro Bola
Zacatecas

‘1’ <€—  soluciénsalina
| Mezclado |

v
| Centrifugacion |

I

—— Sobrenadante pasta <€— H,0

\4

| Centrifugacion |

Sobrenadante Pasta €— H;0

| Centrifugacion |
I
v v

Sobrenadante Pasta

v

| Ajuste a pH4 |

\

| Centrifugacion |

v

Pasta
Sobrenadante

| Autoclave |

\

I Secado por aspersion |

Figura 6.- Diagrama del proceso modificado de Salinas 2014.

©



&

7.3 Obtencién del frijol cocido deshidratado entero

Para poder comparar los efectos metabdlicos y en la microbiota intestinal se tendra un grupo
experimental que consumié el frijol completo. Para lograrlo se mandé maquilar una porcién
del lote de frijol Bola Zacatecas a la empresa DeFrut SA de CV, de forma que se tuviera un
deshidratado con todas las fracciones de almidén del frijol entero, con un tratamiento térmico
que permitiera la desactivacion de los factores antinutricionales. Ademas, para poder
formular las dietas experimentales con este frijol entero cocido y deshidratado, considerando
que su contenido de proteinas es sélo de 17.8%, fue necesario suplementarlas con el
concentrado de proteina de frijol, gracias a su alto contenido proteinico (68%). Lo anterior
permiti6 evaluar, ademas del papel de la proteina vegetal, a los componentes del frijol
completo como: fibra, almidén y almidén resistente presentes en el grano completo cocido,
siendo que en el concentrado de proteina de frijol se encuentran en menor proporcién

respecto al grano completo.

7.4. Evaluacion en modelo animal

Se utilizaron 38 ratas macho Wistar (Harlan, México) de 6 semanas de edad. Se

mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran, en cajas individuales en un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas. Las ratas

consumieron dieta Chow por una semana para aclimatacion. Posteriormente se dividieron

en seis grupos con dietas diferentes:

¢ Seis ratas se asignaron a la dieta Control Caseina (cubre requerimientos de dieta AIN,
17% caseina).

¢ Seis ratas a la dieta DAG Cas+S: (24% de proteina caseina) + 5% de sacarosa en agua
de bebida.

e Seis ratas se asignaron a la dieta Concentrado de frijol: (17% proteina procedente del
concentrado de frijol).

¢ Seis ratas se asignaron a la dieta DAG+S+ Conc. de frijol (24% proteina procedente del
concentrado de frijol) + 5% de sacarosa en agua de bebida.

¢ Seis ratas se asignaron a la dieta de frijol entero suplementado con concentrado de frijol
(17% proteina total).

¢ Seis ratas se asignaron a la dieta DAG+S+ frijol entero suplementado con concentrado de

frijol (24% proteina total) + 5% de sacarosa en agua de bebida.
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Todos los grupos se alimentaron ad libitum durante las 10 semanas de dietas
experimentales. La composicion de las dietas se muestra en la tabla 3.

Durante el estudio, los animales se pesaron y se registraron los pesos tres veces a la
semana, para obtener una curva de crecimiento respecto al tiempo.

Se pesaron los comederos y alimento tres veces por semana. Ademas, se midié el volumen
de agua con 5% de sacarosa con la finalidad de determinar la ingesta caldrica de cada una
de las ratas de experimentacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la curva de tolerancia a la glucosa, y con la
finalidad de poder evaluar la respuesta de los animales al enfrentarse a un reto metabdlico
considerando los posibles efectos de las diferentes dietas evaluadas, se decidié dividir el
sacrificio de todos los grupos experimentales en dos modalidades diferentes:

Ayuno: Los animales se pusieron en ayuno de ocho horas y se realiz6 el sacrificio.

Reto metabdlico: Los animales se pusieron en ayuno de ocho horas. Posteriormente se
administr6é via peritoneal una dosis de 2 g de glucosa / kg de peso corporal (pc) de una
solucién glucosada al 35% (previamente filtrada). Se realizé el sacrificio después de 30 min
de haber administrado la solucién de glucosa.

El sacrificio de ambos grupos se realizd colocando los animales en una camara saturada
con CO,, para su posterior decapitacion. Se recolecté la sangre de las ratas en tubos con
gel separador (BD Vacutainer, BD Franklin, Lakes NJ, EUA). Los 6rganos colectados se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se congelaron en nitrégeno liquido y se

mantuvieron a -70°C (Revco,Rielsa).
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7.5 Composicion de la dieta

Tabla 3.- Composicion de las dietas experimentales

17% Proteina Total

24% Proteina Total

Caseina 18.68 g - - 26.37g |- -

Concentrado de

proteina de - 26.87 g 5.77¢g - 37.94¢g 22¢g

frijol

Frijol cocido

deshidratado i i 74938 i i >6¢g

Aceite de soya 78 78 78 78 6.73 g -

Manteca de

cerdo - - - 17g 16.35g 17g

Almidon de 40.6g | 39.44g 520g | 2397g 189¢g :

maiz

Maltodextrinas | 13.48g | 13.1g 178 103¢g 8.56 ¢ -

Sacarosa 10.21¢g 992g 13g¢ 78¢g 6.48 g -

Fibra (Celulosa) 5g - - 25¢g - -

Minerales 35¢g 35¢g 35¢g 35¢g 35¢g 35¢g

Vitaminas lg 1lg lg lg 1lg 1lg

Colina 0.25¢g 0.25g 0.25g 0.25g 0.25g 0.25g

TBHQ 0.0014 g 0.0014 g 0.0014 ¢g 0.0014 g 0.0014 g 0.0014 g
100 100 100 100 100 100
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7.6. Determinacion de composicion corporal

Se determind la composicién corporal de todos los animales al inicio y durante los dias 15,
30, 45, 60 y 75 del consumo de las dietas experimentales, mediante resonancia magnética
cuantitativa utilizando el equipo ECHO-MRI (Echo Medical Systems, Houston, TX) para
rata. Esta metodologia permitié obtener el contenido de grasa, masa magra y agua corporal
en cada animal experimental.

La masa magra cuantificada corresponde a musculo, huesos, y tejidos de érganos.

7.7. Medicion de la curva de tolerancia a la glucosa (CTGO) de los animales de
experimentacion

La determinacion de la CTGO se realizd6 a la semana siete de alimentaciéon con los
diferentes grupos experimentales. Para realizar el estudio se mantuvieron a los animales en
ayuno durante las ocho horas previas. Al iniciar, se realizd un corte en la punta de cola de
cada animal para obtener las muestras de sangre. Se cuantificé el nivel de glucosa basal de
cada uno de los animales mediante el uso de tiras reactivas para el glucometro Contour
TS™ (Bayer). El glucémetro permite medir la cantidad de glucosa mediante el método de
glucosa oxidasa.

Posteriormente se administré via peritoneal una dosis de 2g/kg pc de glucosa al 35%
(previamente esterilizada por filtracién), se tomaron muestras de glucosa en sangre y se
cuantificaron a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracion. Se grafico la
CTGO por cada grupo experimental y se determiné el area bajo la curva (Método de los
trapezoides).

Los resultados obtenidos se analizaron mediante una ANOVA y prueba de Bonferroni.

7.7.1. Método de la glucosa oxidasa

La glucosa oxidasa produce acido gluconico y H,0,. El perdxido de hidrégeno liberado
reacciona con un cromoégeno (fenol/-aminoantipirina) por la reaccion de Trinder, para dar
una quinona que absorbe entre 492 y 550 nm. La intensidad de color producida es

directamente proporcional a la concentracion de glucosa (Stryer, 2003).

Glucosa oxidasa L,
Glucosa ——  Ac. gluconico + H,0,

. L. Peroxidasa .
H,0, + fenol + 4 amino antipirina ———— Quinona + 2H,0
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7.8. Determinacion de coeficiente respiratorio y volumen de Oxigeno

Se realizé mediante una calorimetria indirecta con el uso del equipo Oxymax-CLAMS Lab
Animal Monitoring System (Columbus Instruments, Columbus, OH, EUA). Los animales se
colocaron en cajas individuales, cerradas herméticamente y conectadas a un sistema de
flujo de aire. Se mantuvieron en un periodo de aclimatacion, posteriormente se evaluaron
durante los periodos de ayuno y etapa postprandial. Los parametros determinados fueron: el
consumo de O, (VO,, mL/kg/h) y la produccion de CO,  (VCO,, mL/kg/h), se midieron
durante un lapso de 90s, repitiendo la medicién cada 22 min.

El coeficiente respiratorio (RER) se calculé como la relaciéon de CO, producido respecto al

O, consumido:

€0, producido

RER =

2consumido

7.9. Determinacion de parametros bioquimicos

Para la determinacion de los parametros bioquimicos de todos los animales en ayuno, se
tomo6 una muestra de sangre de 400 puL mediante via senoretroorbital. La sangre obtenida
mediante el sacrificio permitié obtener las cuantificaciones de los animales sometidos al reto
metabdlico.

Para la obtencién del suero, las muestras de sangre se centrifugaron a 5500 x g durante 10
min.

Se determinaron los parametros bioquimicos de glucosa, colesterol, triglicéridos,
proteina C reactiva como marcador de posible inflamacién, creatinina y urea, a partir del

suero mediante el analizador COBAS C111 de Roche™.,

7.9.1. Determinacion de Glucosa

Se realizé por el método de la hexocinasa. La hexocinasa (HK) cataliza la fosforilaciéon de la
glucosa por ATP a glucosa-6-fosfato (G6P). La glucosa-6-fosfato originada es reducida a 6-
fosfogluconato en presencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6F-DH), cuantificando
la reduccion paralela de NAD a NADH (Kaplan, 1984).

HK
Glucosa ATP — Glucosa 6 fosfato + ADP
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G6F—DH
G6F NAD' —— 6 fosfogluconato + NADH + H*
7.9.2. Determinacion de colesterol

Se determiné mediante el método colorimétrico enzimatico homogéneo. En presencia de
iones de magnesio, el sulfato de dextrano forma complejos hidrosolubles, selectivamente
con LDL, VLDL y quilomicrones resistentes contra las enzimas modificadas con PEG. La
concentracion del colesterol HDL se determina enzimaticamente por la colesterol esterasa y
colesterol oxidasa acopladas con PEG a los grupos aminicos (aprox. 40 %). La colesterol
esterasa provoca el desdoblamiento de los ésteres de colesterol a colesterol libre y acidos
grasos (Sugiuchi, 1995; Roche, 2013).

PEG colesterol esterasa

ésteres de colesterol HDL. H,0 colesterol HDL + RCOOH

En presencia de oxigeno, el colesterol es oxidado por la colesterol oxidasa a A4-

colestenona y perdxido de hidrogeno.

PEG colesterol oxidasa 4
colesterol HDL 0O, A*colestenona + H,0,

En presencia de la peroxidasa (POD), el perdxido de hidrégeno formado reacciona con 4-
aminoantipirina y HSDA para formar un colorante purpureo azul. La intensidad del colorante
es directamente proporcional a la concentracion del colesterol HDL que se mide
fotométricamente (Sugiuchi, 1995; Roche, 2013).

POD
2H,0, + 4 amino antipirina + HSDA + H* + H,0 — pigmento azul — purpdreo +5 H,0
7.10. Determinacién de Insulina, lipopolisacarido (LPS), leptina y adiponectina.

Se determinaron mediante un ensayo de sandwich de Elisa. ELISA se basa en el uso de
antigenos o anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunolégica como enzimatica. Al estar uno de los
componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un
soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada vy, por

tanto, sera facilmente revelada mediante la adicidon de un substrato especifico que al actuar
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la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotdmetro o un colorimetro (Stryer, 1988).

Los kits utilizados para las determinaciones fueron los siguientes:

Insulina: Kit para Insulina, (Alpco.. cat. 80-INSRT-E01). La metodologia se describe en el
Anexo .

Leptina: Kit para Leptina, (Abcam. cat. ab100773). La metodologia se describe en el Anexo
Il.

Adiponectina: Kit para Adiponectina (ADP), (Cloud-Clone Corp, Houston, TX. cat.
SEA605Ra). La metodologia se describe en el Anexo lll.

Lipopolisacarido (LPS): Kit para Lipopolisacarido (LPS), (Cloud-Clone Corp, Houston, TX.

cat CEB526Ge). La metodologia se describe en el Anexo V.

7.11. Calculo del indice de resistencia a la insulina

Se determind el indice de resitencia a la insulina mediante el indice HOMA:

[insulina (mTol)] * [glucosa (::l—li‘)]

22.5

HOMAIR =

7.12. Extraccion de RNA a partir de higado

La extraccion de RNA total se realizé utilizando TRIzol (Invitrogen, cat. 15596026), a través
de la modificacion del método de Chomczynski (1993). EI TRIzol es una solucién
monofasica que mantiene la integridad del RNA, compuesta por fenol, hidroxiquinoleina
(actta como inhibidor de RNAasas), tiocinato de guanidina (permite romper células y
componentes celulares), tiocianato de amonio y glicerol.

Se utilizaron tejidos previamente congelados a -70°C, se pusieron en nitrégeno liquido y
posteriormente se realizaron cortes aproximados de 200-250 mg de tejido. Se agrego el
TRIzol y se realizdé la homogenizacién del tejido usando el equipo TissuelLyser Il (Qiagen,
Valencia, CA, USA) y un balin. Se trataron las muestras con cloroformo para la eliminacion
de carbohidratos, se realizé la precipitacién del RNA por isopropanol y se realizaron lavados
con etanol frio al 75%. EI RNA obtenido se resuspendid en agua estéril DEPC libre de

RNAsas. La metodologia se detalla en el Anexo V.
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Se evalué la concentracion y pureza de las muestras de RNA mediante un
espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA), considerando la relacion
Agso/Azgo. Para verificar la integridad de RNA se realizaron geles de electroforesis capilar en
el QiAxcel Advanced System (Qiagen, CA, USA).

7.13. Sintesis de cDNA por medio de la reaccién transcriptasa reversa

Se obtuvo el DNA complementario mediante su retrotranscripcion. Para la sintesis del RT se
empled el termociclador My Cycler™ (BioRad, USA). La reaccién de RT se llevé a cabo en
un volumen final de 22 uL, 300 ng de RNA totales, amortiguador para la transcriptasa
reversa (Tris HCL 50 mM, pH 8.3, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM), 0.4 mM de cada dNTPs,
cebador dt T 0.01 ug/uL, inhibidor de RNAasa 1 U/uL y la transcriptasa reversa M-MULV
(Invitrogen, Carlsbad, CA) 5 U/uL.

El programa de amplificacién consistié en: 1 hora a 42°C, 5 minutos a 94°C y 30 minutos a
4°C.

Se cuantificé el cDNA mediante un espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific,
USA).

7.14. Expresion de los factores de transcripcion SREBP-1 y FAS en higado mediante
qPCR

Para evaluar la expresion de SREBP-1 y FAS se utilizd el cDNA obtenido a partir de RNA de
higado (6.12). Mediante el gPCR con la técnica de SYBR Green | Master (Roche Applied
Science, Germany) y el equipo LightCycler 480 Instrument (Roche Applied Science,
Germany) se realizaron experimentos para la evaluacion de expresioén relativa.

Se emplearon como genes endégenos control ciclofilina y HPRT. Se realizaron rangos
dinamicos en gqPCR para los genes control y para los genes de interés, con las
concentraciones de 2000 ng/uL, 500 ng/uL, 125 ng/uL, 31.25 ng/uL, 7.81 ng/uL y 1.95
ng/uL, ademas de NTC. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Se calculd la
eficiencia de los rangos dinamicos para cada gen, mediante la siguiente férmula E= 10 ©
1/pendiente)

La pendiente se calcul6 a partir de la curva estandar para cada gen. Para la

determinacion de la expresion de todos los genes, de acuerdo a los resultados de los rangos
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dinamicos se decidio utilizar la dilucion con concentracion de 31.25 ng/uL. EI programa
utilizado para gPCR utilizado fue:

50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, y 45 ciclos de 94°C durante 15 s, seguido por
64°C durante 1 min. Se anadié la etapa de curva de disociacién, para poder evaluar la
presencia de un solo pico correspondiente al amplicon de interés. Los cebadores
especificos utilizados se muestran en la Tabla 4, la mezcla de reaccion utilizada se muestra
en la tabla 5.

Para la cuantificacion relativa se realizé el analisis de los valores de Ct (threshold cycle) y se
determind la cantidad relativa de mRNA usando el método AACt y ajustando la eficiencia de
acuerdo a Pfaffl.

Tabla 4.- Secuencias de cebadores utilizados para evaluar la expresion de SREBP1 Y FAS

Gen Oligonucleétido Secuencia (5’-3’)
HPRT Sentido CTGGTGAAAAGGACCTCTCG Olivares-
Antisentido GGCCACATCAACAGGACTCT Garcia, et
al. (2015).
Ciclofilina Sentido TGACTTTAGGTCCCTTCTTCTTATCG | Yabe, et al.
Antisentido CGTGGGCTCCGTTGTCTT (2003).
SREBP1 Sentido CGTTGTACTGCAGCCACACT Sanchez
Antisentido AGTGGTACTGTGGCCAGGAT (2016)
FAS Sentido CGGCGAGTCTATGCCACT Oliver, et al.
Antisentido ACACAGGGACCGAGTAAT (2011).

Tabla 5.- Mezcla de reaccion utilizadas para los genes control endégenos (ciclofilina y
HPRT) vy los genes de interés (SREBP1 y FAS)

Reactivo Concentracion | Concentracion | Vol. Adicionado
inicial final

SYBR Green PCR 2X 1X 5uL

Master Mix

Cebador F 10 uM 500 nM 0.5uL

Cebador R 10 uM 500 nM 0.5uL

DNA 31.25 ng /uL 62.50 ng 2 uL

Agua BM - - 2uL

Volumen total 10 puL
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7.15. Extraccion de DNA a partir de heces fecales

Se recolectaron heces fecales de cada rata un dia antes del sacrificio mediante el uso de
cajas metabdlicas. Se guardaron en tubos eppendorf de 1.5 mL y se agregaron 500 uL de
RNA/ater (Qiagen, cat. 76104). La extraccion y purificacion de ADN se realizd6 mediante el
kit QlAamp® DNA Stool Mini (Qiagen, cat. 51504). El kit comercial se basa en la ruptura
celular con detergentes idnicos y con enzimas (proteinasa K). La purificacion se realiza con
la pastilla Inhibitex por unidn especifica del ADN a una membrana de silica, se realizan
lavados para eliminar sustancias que puedan inhibir la reaccién de PCR. Finalmente, el ADN
se eluye con buffer ATE y se conserva a -20°C hasta su uso. La metodologia se detalla en el
Anexo V.

Se cuantificé el ADN mediante el espectrofotdmetro NanoDrop 2000 y mediante el uso del
Qubit dsDNA HS (High Sensitivity) este es un fluorémetro que permite cuantificar solamente

acidos nucleicos de doble hebra, obteniendo asi una cuantificacion mas exacta.

7.16. Caracterizacion de las poblaciones microbianas en el intestino de ratas

experimentales

Se determinaron las phylas de interés mediante la técnica de PCR en tiempo real, usando la
técnica de Syber Green. Los ensayos de qPCR se realizaron en el termociclador Ligth
Cycler 480 Il de Roche ®, para normalizar se realizé6 la amplificacion de una parte
constitutiva del gen 16S, conocida como cebadores universales. Las secuencias de los
cebadores utilizados para las diferentes phyla a evaluar, se basan en las regiones v3 Y v5
del gen 16S. Se realizaron previamente pruebas en Syber Green para verificar que en la
amplificacién se obtenga un solo producto (curva de disociacion), para todos los pares de
cebadores se obtuvo una amplificacion correcta.

En la tabla 6 se muestran las secuencias de cebadores para la determinacién de las phyla
estudiadas de la microbiota intestinal. Las mezclas de reaccién utilizadas se muestran en

las tablas 7 y 8; las condiciones de reaccién en las tablas 9, 10, 11y 12.
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Tabla 6.- Secuencias de cebadores utilizados

Phyla Secuencia Tm Referencia
Universal F: 5'-CGGTGAATACGTTCCCGG -3' 60.7 | Furet, et al.
R: 5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT -3' | 56.9 | (2009).
Bacteroidetes F: 5-AACGCTAGCTACAGGCTTAACA-3 61.8 | Dick, et al.
R: 5'-ACGCTACTTGGCTGGTTCA-3' 63.5 | (2004).
Firmicutes F: 5'-GCGTGAGTGAAGAAGT-3' 50.9 | Bacchetti, et
R: 5'-CTACGCTCCCTTTACAC-3' 52.9 | al. (2011).
Prevotella spp. F:5- GGTGTCGGCTTAAGTGCCAT -3' 66.1 | Rinttil, et al.
R: 5'- CGGAYGTAAGGGCCGTGC -3' 71.1 | (2004).
Bifidobacterium spp | F: 5- TCGCGTCYGGTGTGAAAG-3' 66.7 | Rinttil et al.
R: 5'- CCACATCCAGCRTCCAC-3' 67.8 | (2004).
Actinobacteria F: 5'-AAGCCCAAGACATAAGGGGC -3 60.0 | Sanchez
R: 5'-AGAGTGCGGTAGGGGAGATT -3' 60.1 | (2016).
Verrucomicrobia F: 5-CGGYCCAGACACCTACGGGT-& 64.7 | Sanchez
R:5-TACGGGTGGCAGCAGTCGAGAA-3’ | 65.3 | (2016).
Akkermansia spp. F: 5-CAGCACGTGAAGGTGGGGAC-3’ 70.3 | Derrien et al.
R: 5- CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT-3’ 68.5 | (2007)

Tabla 7.- Mezcla de reaccioén utilizadas para el gen universal, Firmicutes, Prevotella spp.,
Bifidobacterium spp. y Akkermansia spp.

Reactivo Concentracion | Concentracion Vol. Adicionado
inicial final

SYBR Green PCR 2X 1X 5uL

Master Mix

Cebador F 10 uM 500 nM 0.5 uL

Cebador R 10 uM 500 nM 0.5uL

DNA 10 ng /uL 20 ng 2 uL

Agua BM - - 2uL

Volumen total 10 pL

Tabla 8.- Mezcla de reaccion utilizadas para la busqueda de Bacteroidetes

Reactivo Concentracion | Concentracion final | Vol. Adicionado
inicial

SYBR Green PCR 2X 1X 5uL

Master Mix

Cebador F 10 uM 350 nM 0.35 uL

Cebador R 10 uM 350 nM 0.35uL

DNA 10 ng /uL 20 ng 2 uL

Agua BM - - 2 uL

Volumen total 10 pL
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Tabla 9.- Condiciones de amplificacién para PCR tiempo real (Roche) para la cuantificacién
relativa de gen universal y Prevotella spp.

Condiciones Tiempo
50°C 2 min
95°C 10 min

45 ciclos:
95°C 15s
64°C 1 min

Se afadi6 la etapa de curva de disociacion.

Tabla 10.- Condiciones de amplificacion para PCR tiempo real (Roche) para la
cuantificacion relativa de Firmicutes

Condiciones Tiempo
50°C 2 min
95°C 10 min
45 ciclos:

95°C 15s
60°C 1 min

Se afadi6 la etapa de curva de disociacion.

Tabla 11.- Condiciones de amplificacion para PCR tiempo real (Roche) para la
cuantificacion relativa de Bacteroidetes y Actinobacterias

Condiciones Tiempo
50°C 2 min
95°C 10 min
45 ciclos:

95°C 15s
66°C 1 min

Se afadi6 la etapa de curva de disociacion.

Tabla 12.- Condiciones de amplificacion para PCR tiempo real (Roche) para la
cuantificacion relativa de Akkermansia spp. y Bifidobacterium spp.

Condiciones Tiempo
50°C 2 min
95°C 10 min
45 ciclos:

95°C 15s
67°C 1 min

Se afadi6 la etapa de curva de disociacion.
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7.17. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron en promedio + SEM. Los datos fueron analizados mediante un
analisis de varianzas (ANOVA) con un nivel de significancia de p < 0.05 seguido de una

prueba post-hoc de comparaciones multiples de Turkey.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Harina de frijol crudo y concentrado de frijol

Se realizo el proceso de obtencion del concentrado de frijol negro bola en la planta piloto del
IBT. En la tabla 13 se muestra el analisis quimico proximal de la harina de frijol crudo
(materia prima), concentrado de proteina de frijol y el frijol entero.

Se midieron las unidades de inhibidor de tripsina (UIT) para el concentrado de proteina de
frijol y frijol entero, ambos poseen una cantidad de inhibidores de tripsina aceptables (<30
UIT) para el consumo de la ratas.

En la tabla 14 se muestran los resultados de % de almidén y almiddn resistente del
concentrado de proteina de frijol y del frijol cocido deshidratado. Se observa que el frijol
entero tiene un mayor porcentaje de almidon resistente, el cual podria generar un cambio en
la microbiota intestinal. En la tabla 15 se muestra el porcentaje de almidon resistente en
cada dieta experimental, se observa que hay mayor concentraciéon en las dietas con frijol
entero.

Tabla 13.- Analisis quimico proximal (AQP) de harina de frijol negro bola, concentrado de
frijol negro y frijol entero deshidratado.

Analisis Quimico Proximal®

Frijol negro Concentrado de -
crudo (materia proteina de frijol AT c
prima) = negro® deshidratado
Proteina Cruda
(Nitr6geno™6.25) 2142 6327 1782
Extracto Etéreo
(Lipidos) 1.52 243 112
Cenizas 3.64 459 3.34
Fibra dietética total 18.54 2374 1727
Carbohidratos
digeribles totales 4597 3.20 55 56

(por diferencia)

*Resultados expresados en 100 g base seca. Método AQAC Quimico Proximal (2005)
% Humedad: 8 71% (a), 2.77% (b), 4 89% (c).
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Tabla 14.- Porcentaje de almidén y almiddn resistente en el concentrado de proteina de
frijol y el frijol entero deshidratado.

Muestra Almidon total * Almidon resistente **
(g/1009) (g/1009)
Concentrado de proteina
de frijol 11.01 £ 0.27 1.39+£0.06
Frijol entero deshidratado 51.24 £ 0.43 3.49+£0.08
Valores en base seca. * Método AOAC 996.11, AACC 76.13; ** Método AOAC 2002.02, AACC 32-
40.01

Tabla 15.- Porcentaje de almiddn y almidén resistente en las dietas experimentales.

DIETAS
g/100 g Control Concentrado Frijol DAG Cas DAG+S + DAG+S +
dieta Cas frijol entero +S Conc. frijol Frijol entero
Almidén
resistent - 0.371 2.7 - 0.52 2.23
e

8.2. Evaluacion en modelo animal

En la figura 7, se muestra la distribucion de peso de todos los animales de cada grupo, se
observa que no se encuentra diferencia en la distribucion entre grupos.
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Figura 7.- Distribucion de pesos en los grupos

8.2.1. Curva de crecimiento en ratas Wistar macho
En la figura 8 se muestra la grafica de peso corporal y la ganancia de peso de todos los

grupos experimentales durante las 10 semanas de tratamiento. Como se puede observar en
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la figura 8a y tabla 16, el grupo alimentado con dieta DAG Cas +S tuvo un incremento de

peso corporal de 25 % respecto al grupo control Cas.

El grupo con la dieta de concentrado mostré menor ganancia de peso respecto al grupo de
caseina, sin embargo, la diferencia no es significativa (figura 10). El grupo de frijol entero
mostré 25% menos de ganancia de peso respecto al grupo control de caseina (Tabla 16),
siendo una diferencia significativa.

En cuanto a los grupos alimentados con dietas alta en grasa (figura 10 y tabla 16), se
observé menor ganancia de peso promedio entre los grupos DAG+S+ conc. frijol y DAG+S+
frijol entero respecto al grupo DAG Cas+ S. (Tabla16). Esto muestra que el consumo de
concentrado y/o frijol entero en la dieta produce un aumento en peso menor que el aumento

obtenido con la dieta que tiene la misma concentracion de proteina y calorias, pero basada

en caseina.
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Figura 8.- Curva de crecimiento y ganancia de peso de ratas Wistar macho de todos los
grupos experimentales. 8a. Curva de crecimiento. 8b. Grafico de ganancia de peso.
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Figura 9.- Curvas de ganancia de peso. Figura 9a.-Curva de ganancia de peso de los
grupos con dietas modificadas. Figura 9b.- Curva de ganancia de peso de los grupos con
dietas DAG.

N
o
g

3

Ganancia de peso (g)
a =
4 <

0..
El Control Cas I Concentrado frijol I Frijol entero

Bl DAGCas+S W DAG+S+ Conc. frjol mmm DAG+S+ Frijol entero

Figura 10.- Ganancia total de peso Los resultados se expresaron en promedio + SEM.
p<0.0001, las letras significan diferencias entre los grupos a>b>c>d. Los datos fueron
analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.

46



&

Tabla 16.- Datos de ganancia final (g) de peso de cada grupo. Se muestran las diferencias
existentes entre el grupo control Cas y el grupo con dieta DAG Cas + S.

Grupo Ganancia final (g) S o
(vs. Control Cas) | (vs. DAG Cas +S)
Control Cas 141 +7° - ! 20
Concentrado frijol 118 +8° 17 ! 33
Frijol entero 106 + 4 °° 1 25 {40
DAG Cas +S 177£9° T 25 -
DAG + S + Conc. frijol 127 +6° y 10 27
DAG S * Frilol 119+ 5° ! 16 ! 32

8.2.2. Consumo de alimento

El consumo caldrico de alimentos de todos los grupos no muestra diferencias significativas,
por lo que las variaciones en el peso corporal no son debido a una diferencia en la ingesta
caldrica, mas bien se debe a la fuente de proteina. En la figura 11 se muestra el grafico de

ingesta (kcal) de alimento. Se ha considerado el contenido calérico del agua con sacarosa.

250

Control Cas
Concentrado frijol
Frijol entero

DAG Cas + S
DAG+S + Conc. frijol
DAG+S + Frijol entero

Ingesta (kcal)
EERE K

Dias

Figura 11.- Ingesta calérica de alimento de todos los grupos experimentales.
Los resultados se expresaron en promedio £ SEM. p= 0.698 Los datos fueron analizados

mediante ANOVA (p<0.05)
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8.2.3. Composicioén corporal

Se determiné la composicién corporal por resonancia magnética al inicio del experimento y a
los dias 15, 30, 45, 60 y 75. En las figuras 12 y 13 se muestra el porcentaje de grasa y masa
magra de todos los animales antes de comenzar con las diferentes dietas. En las figuras 14
y 15 se muestran los porcentajes de masa grasa y masa magra medidos durante el
experimento; en la tabla 17 se muestran los porcentajes obtenidos al final del experimento.
De los grupos de dietas con 17% proteina, la dieta de frijol entero es la que obtuvo el menor
porcentaje de grasa corporal y mayor porcentaje de masa magra, sin mostrar diferencia
significativa.

Los animales que consumieron la dieta DAG Cas + S mostraron a final del experimento 10%
mas de grasa respecto al grupo control de caseina (Tabla 17). Los animales asignados a las
dietas DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol entero, a pesar de consumir dietas con alto
contenido de grasa, no muestran aumento significativo en el porcentaje de grasa corporal
respecto a su grupo control, ni muestran pérdidas considerables de masa magra por lo que
se infiere que tampoco pérdidas de masa muscular. Lo anterior indica que a pesar de
consumir DAG, el consumo de concentrado y/o frijol entero en la dieta permite contrarrestar
la ganancia de peso, de grasa y la pérdida de masa magra (incluyendo musculo) respecto a
la dieta DAG+ S, siendo incluso la composicion corporal igual (estadisticamente) a las

obtenidas por las dietas control en un consumo durante 10 semanas.
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Figura 12.- Porcentaje de grasa corporal antes del consumo de la dieta.
Los resultados se expresaron en promedio £ SEM. p= 0.280 Los datos fueron analizados
mediante ANOVA de 1 via (p<0.05)
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Figura 13.- Porcentaje de masa magra antes del consumo de la dieta. Los resultados se
expresaron en promedio + SEM. p= 0.332 Los datos fueron analizados mediante ANOVA de
1 via (p<0.05)
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Figura 14.- Porcentaje de grasa corporal durante el experimento. Los resultados se
expresaron en promedio + SEM. p= 0.0065 Los datos fueron analizados mediante ANOVA
(p<0.05)
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Figura 15.- Porcentaje de masa magra durante el experimento. Los resultados se
expresaron en promedio + SEM. p< 0.0001 Los datos fueron analizados mediante ANOVA
(p<0.05)
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Tabla 17.- Porcentaje de grasa y masa magra al final del experimento

Grupo % Grasa final % masa magra
final
Control Cas 14.78 £1.41° 75.82+1.73°
Concentrado frijol 14.26 +0.61° 7541 +0.92°
Frijol entero 10.10£0.81° 80.78 £ 1.57 @
DAG Cas +S 24.7+1.80° 68.23 + 1.44°
DAG + S + Conc. frijol 13.82+1.03° 74.62+0.88°
DAG + S + Frijol cocido | 10.34 +0.28" 78.55+0.87 @

8.2.4. Conclusiones parciales
» Se presentaron diferencias significativas de ganancia de peso y composicién corporal entre

el grupo con dieta Control Cas y el grupo DAG Cas + S.

» El consumo de frijol entero y concentrado de proteina de frijol, proporciond menor ganancia
de peso.

* El consumo de frijol entero presenté un menor porcentaje de grasa final y mayor porcentaje
de masa magra final respecto al grupo control Cas y con dieta de concentrado de frijol.

» Las dietas DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol entero mostraron ganancias de peso y
composicion corporal similares a los valores obtenidos por el grupo control Cas (sin grasa
adicionada), por lo que el concentrado de frijol y el frijol entero lograron conservar el peso y
composicion corporal adecuados en los animales, a pesar de administrarse en una dieta alta
en grasa.

8.3. Calorimetria

8.3.1. Coeficiente respiratorio (RER)

Se determiné el RER (Coeficiente Respiratorio) de todos los grupos experimentales en la
semana siete de consumo de las dietas. En la figura 16 se graficaron los valores de RER en
intervalos de 22 min mostrados por el equipo OxyMax durante la etapa de ayuno y la etapa
postprandio. En la figura 17 y tabla 18, se muestra el promedio de estos resultados.

Los datos obtenidos del intervalo 0 al 20 corresponden a la etapa de ayuno. Durante esta
etapa, solamente se muestra diferencia significativa entre el grupo control (RER: 0.779) y el

grupo que consumio la dieta DAG cas +S (0.757). Los valores de RER (Tabla 18) cercanos
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a 0.7, indican la oxidacion de lipidos, en el caso de ayuno de todos los grupos
experimentales.

Los intervalos sombreados en gris (intervalo 20-55 fig. 16) corresponden a los resultados
obtenidos durante la noche, en esta etapa cuando los animales tuvieron libre acceso al
alimento. Todas las dietas control mostraron un aumento en el RER (RER = 1), esto significa
que las ratas correspondientes fueron capaces de intercambiar entre la oxidacion de lipidos
a la oxidacion de carbohidratos, al consumir alimento.

El grupo con dieta DAG Cas+ S no mostr6 aumento en el RER durante el periodo
postprandio, es decir que este grupo presentd inflexibilidad metabdlica, lo cual indica que las
ratas no fueron capaces de realizar el cambio hacia la oxidacién de carbohidratos al tener el
sustrato disponible durante el consumo de alimento. Su incapacidad para almacenar
energia y para transformar los lipidos a glucosa, de acuerdo a los datos de volumen de O,
consumido, se acompafa con una disminucién de la capacidad oxidativa de la mitocondria
(ver adelante en seccion 7.3.2) y un aumento de la grasa intramuscular (Fig. 14), lo que a su
vez podria causar una estimulacion de las vias de inflamacioén, lo que finalmente conlleva un
riesgo metabolico aumentado.

Sinembargo el grupo DAG+S+ Conc. frijol presenté durante la etapa post-prandio un RER
promedio de 0.813. Esto indica un uso mixto de sustratos, por lo que, a pesar de tener una
dieta con alto contenido de grasa, los animales experimentales de este grupo no muestran
inflexibilidad metabdlica.

El grupo con dieta DAG+S + frijol entero mostré durante la etapa post-prandio un RER
promedio de 0.860, lo cual indica igualmente un uso mixto de sustrato; sin embargo el RER
comienza a subir en un intervalo tardio (después del intervalo 30), siendo esta dieta la que

permite contrarrestar en mayor proporcion el efecto de un alto consumo de grasa.
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Figura 16.- RER (Coeficiente respiratorio) de los grupos con dietas AIN modificadas y dietas
alta en grasa, determinados a la semana 7 de dietas experimentales.
Los resultados se expresaron en promedio + SEM. p< 0.0001 Los datos fueron analizados
mediante ANOVA (p<0.05)
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Figura 17.- RER promedio en la etapa de ayuno y postprandio.
Los resultados se expresaron en promedio + SEM. Ayuno y Posprandio: p<0.0001, las
letras significan diferencias entre los grupos a>b>c>d>e. Los datos fueron analizados
mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.
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Tabla 18.- Valores de RER promedio en etapa de ayuno y postprandio

Grupo RER Promedio | RER Promedio
Ayuno Postprandio
Control Cas 0.779 £0.003 @ 0.953 + 0.007 @

Concentrado frijol

0.772 £ 0.003 2P

0.927 +0.006°

0.784 £ 0.003 ®

0.932 +0.005 ®

Frijol entero

DAG Cas +S

DAG + S + Conc. frijol
DAG + S + Frijol entero

0.768 + 0.002 ©
0.813 + 0.005 ¢
0.861 +0.004 °©

0.757 £ 0.002°
0.764 + 0.003 2°
0.778 + 0.004 2

8.3.2. Volumen de Oxigeno (VO,)

En la figura 18 se muestran los valores de Volumen de Oxigeno (en intervalos de 22 min),
los datos del intervalo 0 al 20 corresponden a la etapa de ayuno y los sombreados en gris
(20-55) corresponden a los resultados obtenidos durante la noche (con alimento de libre

acceso).

En la figura 19 se muestran los valores promedio de VO, en las etapas de ayuno y
postprandio, en la cual se observa una diferencia entre el grupo DAG Cas +S vs. el resto de
los grupos. De acuerdo al resultado obtenido se sugiere que el grupo con dieta DAG Cas +S
es menos funcional metabdlicamente, es decir, es incapaz de oxidar de manera adecuada
los sustratos para la obtencion de energia y disminuye la capacidad oxidativa de la

mitocondria.

La figura 20 muestra los resultados promedio de los valores obtenidos del VO, durante las
24 horas de experimento. No se encontrd diferencia significativa entre las dietas control,
concentrado y de frijol entero. Sin embargo, si se encontré diferencia significativa entre el
VO, consumido del grupo DAG Cas +S vy los grupos DAG+S + Conc. frijol, DAG+S+ frijol
entero; esto significa que al consumir las dietas altas en grasa complementadas con frijol es
posible conservar la funcionalidad metabdlica y oxidacién adecuada para la obtencién de

energia, es decir. que mantuvieron su gasto energético.
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Figura 18.- Valores de VO, en ayuno y postprandio
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Figura 19.- VO, promedio en la etapa de ayuno y postprandio.

Figura 19.- Los resultados se expresaron en promedio + SEM. Ayuno y Postprandio:
p<0.0001, las letras significan diferencias entre los grupos a>b. Los datos fueron analizados
mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.
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Figura 20.- VO, promedio en las 24 horas de estudio

Los resultados se expresaron en promedio £ SEM. Ayuno y Postprandio: p<0.0168, las
letras significan diferencias entre los grupos a>b>c>d>e. Los datos fueron analizados
mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.

8.3.3. Conclusiones parciales

» El grupo con las dietas control, concentrado y frijol entero mostraron capacidad de cambio
de utilizacién de sustrato (flexibilidad metabdlica).

* El grupo con dieta DAG Cas + S mostrd inflexibilidad metabdlica. Los grupos DAG+S +
Conc. frijol y DAG+S + Frijol entero presentaron un uso de sustrato mixto, lo que indica que,
a pesar de la grasa en altas cantidades, los animales aun no presentan inflexibilidad
metabdlica.

« El frijol entero logré contrarrestar en mayor proporcion los efectos de una dieta alta en grasa
de acuerdo al VO,, es decir lograron mantener la eficiencia de O, consumido, capacidad
oxidativa de la mitocondria y oxidacion para la obtencién de energia, lo que se refleja en el

valor de RER obtenido y en el gasto energético.

8.4. Curva de tolerancia a la glucosa

Se obtuvieron las gréaficas de la CTGO por grupo y se determiné el area bajo la curva. En la

figura 21 se presentan los resultados obtenidos.
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El grupo control Cas muestra una CTGO tipica, donde se incrementan los niveles de
glucosa en suero entre los 15 y 30 minutos después de la administracion, y disminuyen de
manera gradual hasta regresar a los niveles basales. Por el contrario, el grupo con dieta
DAG Cas+S, muestra un incremento en la glucosa, y no logré regresar a los niveles basales
aun después de 120 min posteriores a la administracion, mostrando una intolerancia a la
glucosa.

Por el contrario, los grupos con dietas DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol entero
mostraron CTG muy similares a las obtenidas por los grupos de concentrado frijol y frijol
entero bajos en grasa.

En la grafica del area bajo la curva (ABC) de la Figura 24 y la tabla 19, se observa que el
ABC del grupo alimentado con frijol entero muestra una disminucion del 31% respecto a la
obtenida por el grupo de control caseina, siendo asi significativamente diferente tanto del
grupo control Cas como del grupo de Concentrado de frijol.

En cuanto a las dietas altas en grasa, los grupos con dieta DAG+S + Conc. frijol y DAG+S+
frijol obtuvieron un area bajo la curva muy similar a las dietas control, siendo ambas ~ 50%
menores a la ABC obtenida por el grupo DAG Cas +S.

Por lo anterior, se puede decir que el consumo de frijol en la dieta tiene un efecto positivo al

mejorar la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la insulina.

400-
-o— Control Cas
_ -~ Concentrado frijol
% Frijol entero
2 DAGCas + S
8 DAG+S+ Conc. frijol
: DAG+S+ Frijol entero
3
O
0 T J

] ] I I L) |}
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tiempo (min)

Figura 21.- Curva de tolerancia a la glucosa de todos los grupos experimentales.
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Figura 22.- Curva de tolerancia a la glucosa del grupo control, concentrado y frijol entero.
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Figura 23.- Curva de tolerancia a la glucosa de todos los grupos con DAG.
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Figura 24.- Area bajo la curva de las CTGO de los diferentes grupos experimentales. Los
resultados se expresaron en promedio £+ SEM, p<0.0001, las letras significan diferencias
entre los grupos a>b>c>. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y
prueba post-hoc de Turkey.
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Tabla 19.- Comparativo (%) area bajo la curva de los distintos grupos, respecto a la dieta
control y dieta DAG + S

Grupo % ABC respecto % ABC respecto
a Control Cas aDAG Cas +S

Control Cas - J 4581
Concentrado frijol J 18.85 J 56.03
Frijol entero { 31.80 J 63.04
DAG Cas +S T 84.54 -

DAG + S + Conc. frijol 4 20.06 | 56.68
DAG + S + Frijol cocido I 2262 J 58.07

8.4.1. Conclusiones parciales

e El ABC obtenida por el grupo con dieta DAG Cas +S fue 84.5% mayor respecto al grupo

control Cas, esto muestra las consecuencias causadas por el modelo de OID, como la

intolerancia a la glucosa.

e El consumo de concentrado de proteina de frijol en la dieta tiene un efecto positivo al

mejorar la tolerancia a la glucosa y la disminucién de la resistencia a la insulina, cuando la

dieta es alta en grasa. En dietas balanceadas consumir el concentrado de proteina de frijol

mantiene un estado metabdlico normal.

¢ El consumo de frijol en la dieta tiene un efecto positivo al mejorar la tolerancia a la glucosa,

tanto en dietas balanceadas, e incluso acompafado del consumo de una dieta alta en grasa.

8.5. Parametros bioquimicos en suero de los diferentes grupos experimentales

Se determinaron los parametros bioquimicos de glucosa, colesterol, triglicéridos,

prot. C

reactiva, creatinina y urea a partir del suero de los grupos en ayuno y en reto metabdlico.

En la figura 25 se muestran los valores obtenidos de glucosa, colesterol y triglicéridos y en la

figura 26 se muestran los valores de Prot. C reactiva, urea y creatinina.

Se determinaron los parametros bioquimicos de glucosa, colesterol, triglicéridos, proteina C

reactiva, creatinina y urea, a partir del suero de los grupos en ayuno y en reto metabdlico.
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En la figura 25 se muestran los valores obtenidos de glucosa, colesterol y triglicéridos y en la

figura 26 se muestran los valores de Prot. C reactiva, urea y creatinina.

8.5.1. Glucosa
En ayuno (tabla 20), los valores de glucosa de la dieta control Cas, concentrado de frijol y

frijol entero no muestran diferencias significativas. El grupo con dieta DAG Cas+ S muestra
diferencia significativa respecto a los grupos DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol entero;
esto indica que los grupos de ratas que consumieron DAG pero acompanados de frijol no
mostraron un aumento en glucosa en sangre.

En las ratas sometidas al reto metabdlico (tabla 21), se encontraron diferencias significativas
entre los grupos con DAG: al recibir el estimulo, el grupo DAG Cas +S mostré un aumento
significativo en la concentracion de glucosa en sangre respecto a los grupos con dietas
DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol entero.

8.5.2. Colesterol

En ayuno (tabla 20), el grupo que consumié la dieta de frijol entero mostré6 una
concentracion de colesterol significativamente menor respecto a los demas grupos de dietas
control. Los grupos DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol entero, mostraron menor
concentracion de colesterol respecto al grupo DAG Cas, es decir que las dietas altas en
grasa con frijol y/o concentrado lograron contrarrestar el aumento de colesterol.

En el reto metabdlico (tabla 21), el grupo con la dieta de frijol entero mostr6 menor

concentracion de colesterol respecto al resto de las dietas.

8.5.3. Triglicéridos

En ayuno y reto metabolico (Figura 25, tabla 20 y 21), el grupo de frijol entero mostré una
concentracion significativamente menor vs. el grupo control. El grupo de la dieta DAG+ frijol
entero mostrd diferencia significativa respecto al resto de los grupos con dietas altas en

grasas.

8.5.4. Proteina C reactiva, creatinina y urea
Los resultados de proteina C reactiva, creatinina y urea en suero no se muestran diferencias

significativas entre los grupos en ayuno ni en reto metabdlico (Figura 26, tabla 20 y 21).
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Figura 25.- Glucosa, colesterol y TG en ratas sacrificadas en ayuno y las tratadas con reto metabdlico. En la parte superior se

muestran los graficos referentes al ayuno y la parte inferior los referentes al reto metabdlico.
Ayuno ANOVA 1 via: Glucosa p=0.0033, Colesterol p=0.0131, Triglicéridos p= 0.107
Reto metabdlico ANOVA 1 via: Glucosa p<0.0001, Colesterol p=0.0055, Triglicéridos p= 0.0157

Los resultados se expresaron en promedio + SEM, p<0.0001, las letras significan diferencias entre los grupos a>b>c. Los datos

fueron analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.
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Figura 26.- Proteina C reactiva, creatinina y urea en ratas sacrificadas en ayuno y las tratadas previamente con reto metabdlico.
En la parte superior se muestran los gréaficos referentes al ayuno y la parte inferior los referentes al reto metabdlico.

Ayuno ANOVA 1 via: Proteina C =0.568, creatinina p=0.684, urea p= 0.348
Reto metabdlico ANOVA 1 via: Proteina C =0.568, creatinina p=0.399, urea p= 0.930
Los resultados se expresaron en promedio + SEM, los datos fueron analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05), no hubo
diferencias significativas.
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Tabla 20.- Parametros bioquimicos obtenidos en ratas en ayuno.

Parametro Control Cas Concentrado | Frijol entero DAG Cas + S DAG+S DAG+S
AL el + Conc. frijol + Frijol entero
Glucosa (mg/dL) 1441 £9.15° 136.1 £+ 11.03% [119.2+7.85%" | 1563.9+7.90° 114.4 +2.79° 114.5 + 3.092°
Colesterol (mg/dL) 68.53+1.78"° |56.81+3.20°° |4263+169° |94.72+2.36° 64.76 £ 2.02 ° 68.54 + 3.78"
Triglicéridos 113.4 £6.05 106.1 £ 4.49 53.12+3.45 158.2 +5.99 130.2 £+ 7.59 80.20 +6.30
(mg/dL)
Proteina C reactiva | 0.118 +0.003° | 0.123+0.003% | 0.130+0.0° 0.120£0.009% | 0.127 £0.007 % | 0.115+0.002?
E:nsgzla:i)nina (mmol/L) | 35.63+1.62° 31.07+5.96° 2880+1.35°% |31.0+1.53° 29.70 £2.98 @ 31.93+4.46°
Urea (nmol/L) 5.28+0.15° 474 +0.27° 460+0.37° 497 +0.08° 5.33+0.29° 5.28+0.47°
Tabla 21.- Parametros bioquimicos obtenidos en ratas sacrificadas después de reto metabdlico.
Parametro ’ Control Cas Concentrado | Frijol entero DAG Cas +S | DAG+S DAG+S
Azueralsiiiselide il + Conc. frijol + Frijol entero
Glucosa (mg/dL) 1243+529° | 100.0+575° |89.83+368"° |257+37.50% |99.67+4.36° |9580%2.05"°
Colesterol (mg/dL) |99.75+2452 |5385+564° |4012+272° |9327+3.80° |66.14+294° |[59.92+3.50°
Triglicéridos 86.39+1.11° 67.66+7.24° 29.76 +5.10° |68.50+5.71% |73.31£7.60° 66.94 + 11.61°

(mg/dL)

Proteina C reactiva
(mg/L)

0.113 £0.003°

0.136 + 0.003 ®

0.143 £ 0.007 ®

0.133 +0.003 ®

0.125 £ 0.005 ®

0.125 + 0.005 ®

Creatinina (mmol/L)

46.95+ 3.65°

35.25+0.05°

43.55+3.64°

4490 +1.50°

4410+2.70°

40.25+7.45°

Urea (nmol/L)

5.61+0.51°

5.32+0.34°

5.31+0.63°

589+0.71°

6.02 +£0.24 °

5.59 +0.69 ®
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8.5.5. Conclusiones parciales

* El modelo de OID, generé alteraciones en las concentraciones de algunos parametros
bioquimicos.

* El consumo de frijol negro y concentrado de proteina de frijol, permiten mantener los niveles
de glucosa y colesterol a niveles normales, incluso acompanado a una dieta alta en grasa
y/o enfrentarse a un reto metabdlico.

» El consumo de frijol negro permiti6 mantener bajos los valores de glucosa, colesterol y TG,

tanto en ayuno y reto metabdlico, como con el consumo de una dieta balanceada.

8.6. Determinacion de insulina, adiponectina, leptina y LPS.

8.6.1 Determinacion de Insulina en suero

En la figura 27, se muestran los resultados de insulina obtenidos tanto en ayuno y reto
metabdlico.

En ayuno (tabla 22) las dietas control, concentrado y frijol deshidratado no muestran
diferencia significativa en los niveles de insulina.

Sin embargo en las dietas altas en grasa: las dietas DAG +S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol
entero se muestran diferencias significativas respecto a la dieta DAG Cas+S, en las dietas
con frijol, incluyendo las dietas altas en grasa.

Los resultados obtenidos en el reto metabdlico (tabla 22), indican que la dieta consumida
durante las 10 semanas influye en la respuesta al enfrentarse a un reto de alta

concentracion de glucosa.
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Figura 27.- Niveles de insulina en ayuno y tras enfrentarse al reto metabdlico.
Los resultados se expresaron en promedio £+ SEM. Ayuno y reto metabdlico: p<0.0001, las
letras significan diferencias entre los grupos a>b>c. Los datos fueron analizados mediante
ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.

Tabla 22.- Valores de insulina en ayuno y reto metabdlico de todos los grupos.

Grupo INSULINA (ng/mL)

AYUNO RETO METABOLICO
Control Cas 0.564 + 0.056 ° 1.845 + 0.086 °
Concentrado frijol 0.339 + 0.034° 0.671+0.081°
Frijol entero 0.275 + 0.024° 0.436 + 0.009 °
DAG Cas + S 0.964 + 0.163° 3.958 +0.314 °
DAG+S+ Conc. frijol 0.410 + 0.084 ° 0.600 +0.113°
DAG+S+ Frijol entero 0.339 +0.047 ° 0.728 +0.156 °

8.6.2. Determinacioén del indice HOMA

En la tabla 23 y figura 28, se muestran los valores de indice HOMA obtenidos por todos los grupos
experimentales.

Se encontroé diferencia significativa del grupo DAG Cas+ S con el resto de los grupos. Mostrando que,
a pesar de tener una dieta alta en grasa, si se encuentra suplementada con frijol 0 concentrado de
proteina de frijol, se logra mantener un nivel adecuado de sensibilidad a la insulina. De acuerdo a la
literatura, se sugiere que el almidon resistente, fibra, compuestos fendlicos y antocianinas presentes
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en el frijol ayudan a conservar la sensibilidad a la insulina. Se ha reportado (Tetsuya, et al., 2011) que
antocianinas como la cianidina 3- glucosido presente en el frijol negro mejora la sensibilidad a la
insulina, debido a que interfiere en la regulacion de la expresion del gen GLUT4. De acuerdo a Belwal
et al., el efecto de las antocianinas en la sensibilidad a la insulina se debe al aumento de
translocaciones de GLUT-4, la activacion de AMPK y enzimas lipoliticas, asi como la inhibicion de
enzimas como FAS y relacionadas con la atividad lipogénica.
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Figura 28.- indice HOMA
Los resultados se expresaron en promedio £ SEM. p<0.0001, las letras significan diferencias
entre los grupos a>b. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y
prueba post-hoc de Turkey.

Tabla 23.- Valores de indice HOMA

Grupo HOMA
Control Cas 451+0.30°
Concentrado frijol 282+042°
Frijol entero 1.84+0.19°
DAG Cas +S 9.82+1.41°
DAG + S + Conc. frijol 2.80+ 0.75°
DAG + S + Frijol cocido | 2.18+0.31°
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8.6.2. Determinacion de leptina y adiponectina

La leptina es una hormona producida por los adipocitos; al haber mayor cantidad de grasa la
leptina es liberada al torrente sanguineo como sefal hacia el cerebro, informandole sobre el
tamano del tejido adiposo y actuando como factor de saciedad.

Tanto en el ayuno como en el reto metabdlico (figura 29), se mostré una diferencia
altamente significativa de la concentracién de leptina en los animales que consumieron la
dieta DAG Cas +S, en comparacion con cualquiera de los otros grupos. Esto era de
esperarse dado que estos animales presentaron un mayor porcentaje de grasa corporal.
Este mismo grupo de animales sometido al reto metabdlico mostré un aumento considerable
respecto al ayuno, lo cual sugiere una posible resistencia a la leptina.

Al comparar el grupo DAG Cas +S vs. los grupos DAG+S + Conc. frijol y DAG+S + Frijol
entero, se encontré que estos ultimos muestran menor concentracion de leptina, siendo
significativa la diferencia entre los 3 grupos (Fig. 29).

En cuanto a la adiponectina, no se mostré diferencia significativa en el ayuno. Sin embargo
en los grupos sometidos al reto metabdlico se observé que los grupos con menor peso
corporal presentaron mayor concentracion de adiponectina en suero (DAG+S+ Conc. frijol y
DAG+S+ frijol entero).

Los valores de adiponectina y leptina presentados por los grupos DAG+S+ Conc. frijol y
DAG+S+ frijol entero estan relacionados, ademas de con el peso corporal, con la

sensibilidad a la insulina, tolerancia a la glucosa (CTGO) y TG en sangre.

66



10.8-
5 £
J —
(@] E B 10.6 a
2 [o)) 5 a a
E = g a a
< _g 5 10.4- a
- 7}
o
3 5
2 10.2-
T
<
10.0-
Il Control Cas Concentrado frijol 0 Frijol entero

@l DAGCas+S WM DAG+S+ Conc. frijol B8 DAG+ S+ Frijol entero

10.8-
- =

= £ 108
K., c
of ]

E © = 10.44
.S 2
& 5

3 2 10.2-
T
<

10.0-

Figura 29.- Grafico de leptina y adiponectina obtenidos en ayuno y tras un reto
metabdlico. Los resultados se expresaron en promedio £+ SEM.
Leptina Ayuno y reto metabdlico: p<0.0001, adiponectina Ayuno: p= 0.5719,
adiponectina reto metabdlico: p=0.0002 Las letras significan diferencias entre los grupos
a>b>c>d. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-
hoc de Turkey.
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Tabla 24.- Valores de leptina y adiponectina en ayuno y reto metabdlico.

Frijol entero

Grupo LEPTINA (ng/mL) ADIPONECTINA (ng/mL)
AYUNO RET’O AYUNO RET’O
METABOLICO METABOLICO

Control Cas 1.634+0.305° | 2.065£0.150° ' 1036+0.030° 10.19 +0.031 "

ngnIcentrado 1.097 + 0.210 b 1.256 + 0.074 °© 1047 + 0.098 g 10.43 + 0.016 a
rijo

Frijol entero | 0.765 £ 0.018"° | 0.328+0.042° 1038 + 0.084° 10.46+0.086

DAG Cas +S 2.562 + 0.110°2 4.788 +0.104 2 10.34 + 0.033 a 10.10 £ 0.036 °

gAG +fS" -I-I 1.085 + 0.106 ° 1517 £0.137 ¢ 1043 +0.033 a 10.23 + 0.047 a
onc. frijo

DAG + S + 0.600 + 0.085 °© 0.283 + 0.090 ® 10.29 + 0.067 a 10.38 + 0.056 a

8.6.3. Determinacion de Lipopolisacarido (LPS)

Se ha reportado que la concentracion de LPS se ve aumentada al consumir dietas con alto

contenido de grasa. En ayuno (figura 30 y tabla 25), se observé diferencia significativa entre

los valores obtenidos por el grupo de la dieta control Cas y la dieta DAG Cas +S; el aumento

en la concentracién de LPS en ayuno sugiere endotoxemia metabdlica, la cual provoca un

estado pro-inflamatorio relacionado con aumento de la resistencia a la insulina, diabetes y

obesidad.

Respecto a los grupos que consumieron DAG, se observd que las dietas DAG+S+ Conc.

frijol y DAG+S+ frijol entero mantienen el contenido de LPS a valores muy similares a las

dietas control, evitando asi la endotoxemia y las consecuencias metabdlicas relacionadas.
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Ayuno Reto metabdlico
120~

100+

LPS (ng/mL)
LPS (ng/mL)

@ Control Cas Concentrado frijol W0 Frijol entero

@l DAGCas+S W DAG+S+ Conc. frijol DAG+ S+ Frijol entero

Figura 30.- Grafico de LPS obtenidos en grupos en ayuno y en reto metabdlico. Los
resultados se expresaron en promedio £+ SEM. LPS ayuno: p<0.0001, LPS reto metabdlico:
p= 0.0041,

Las letras significan diferencias entre los grupos a>b>c. Los datos fueron analizados
mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.

Tabla 25.- Valores de LPS en suero de todos los grupos experimentales.

Grupo Lipopolisacarido (ng/mL)
AYUNO RETO METABOLICO
Control Cas 49.64 +6.705" 26.50 +7.091°
Concentrado frijol 4055 + 7.978° 17.81+£3.923°
Frijol entero 26.25 + 7.756° 10.36 + 1.020 °
DAG Cas +S 96.46 + 14.13° 36.03+3.739°
DAG + S + Conc. frijol 28.52 +2.574° 26.40 +2.017 °
DAG + S + Frijolentero | 22.17 +2.109°° 21.32 £1.4332°

8.6.4. Conclusiones parciales
¢ El grupo DAG Cas+ S sometido al reto metabdlico mostré6 un aumento considerable de la
concentracion de leptina respecto a los niveles de ayuno, lo cual sugiere una posible

resistencia a esta hormona.

a,b
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e Una dieta acompafnada de frijol entero o concentrado de proteina de frijol permiten tener
valores mas bajos de leptina, a pesar de tener un contenido alto en grasa o un reto
metabdlico, sugiriendo asi una mejora en la sensibilidad a la leptina.

e Una dieta acompanada de frijol entero o concentrado de proteina de frijol permiten tener
valores mas altos de adiponectina, a pesar de consumir una dieta alta en grasa o
someterse a un reto metabdlico.

e El grupo con DAG Cas +S presenté niveles altos de LPS en ayuno, sugiriendo asi un estado
de endotoxemia metabdlica.

eEl consumo de frijol y concentrado de frijol en la dieta permite tener menores
concentraciones de LPS en suero, previniendo asi la aparicion de un estado de endotoxemia

metabdlica y su consecuente estado pro inflamatorio.

8.7. Extraccion de RNA a partir de higado

Se obtuvieron muestras de RNA de buena calidad, respecto a los valores de relacion de
260/280. (Los datos se muestran en el anexo VII, Tabla 27). Ademéas se muestra el
espectro de absorcion (Figura 31). Se verifico la integridad del RNA de toda las muestras

mediante un gel de electroforesis capilar (Qiaxcel, Qiagen) (Figura 32).
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Figura 31.- Espectro de absorcién de las muestras de RNA
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12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 32.- Gel de electroforesis capilar (equipo Qiaxcel, Qiagen) para las muestras de
RNA de higado. Muestras de izquierda a derecha: 1: muestra control Cas 1, 2: concentrado
frijol 2, 3: frijol entero 5, 4: DAG Cas+S 5, 5: vacio, 6: DAG+S + frijol entero 1, 7: DAG+S +
frijol entero 2, 8: DAG Cas +S 7, 9: DAG+S+ Frijol entero 3, 10: Frijol entero 6, 11: DAG+S+

Conc. frijol 1 y 12: control Cas 4.

8.8. Rangos dinamicos para ciclofilina, HPRT, FAS y SREBP1

Se sintetizd el cDNA a partir de las muestras de RNA de higado, posteriormente se
realizaron rangos dinamicos por qPCR. En las figuras 33 y 34 se muestran las curvas y
eficiencia de amplificacion. La eficiencia de amplificacién para los genes evaluados es =~
100%, de acuerdo a los resultados obtenidos se eligié la concentracion de 31.25 ng/ulL para
evaluar la expresion de genes en todas las muestras. En las figuras 33 y 34 se muestran las
curvas de disociacién, en todas se muestra solamente un pico lo cual indica que se obtuvo

un solo producto de amplificacién (producto esperado en cada reaccién).
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Figura 33.- Rangos dinamicos y curva de disociacion de cebadores para HPRT y

ciclofilina.

33a. Rangos dinamicos para ciclofilina. 33b. Rangos dinamicos para HPRT. 33c. Grafico de
amplificacion de ciclofilina. 33d. Grafico de amplificacion de HPRT. 33e. Curva de
disociacioén para ciclofilina. 33f. Curva de disociacion para HPRT.
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34b) Rangos dinamicos SREBP-1 34c) Rangos dinamicos FAS
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Figura 34.- Rangos dinamicos y curva de disociacion de cebadores para SREBP1y FAS.
34a. Rangos dinamicos para SREBP1. 34b. Rangos dinamicos para FAS. 34c. Grafico de
amplificacion de SREBP1. 34d. Grafico de amplificaciéon de FAS. 34e. Curva de disociacion
para SREBP1. 34f. Curva de disociacion para FAS.

8.9. Expresién relativa de SREBP1 y FAS

Se evalud la expresion relativa de estos genes relacionados con la lipogénesis.
En los grupos de las dietas control durante el ayuno no existe diferencia significativa en la

expresion de FAS. Sin embargo todos los grupos son significativamente diferentes respecto

73



&

al grupo con DAG Cas+ S, esto significa que el consumo de concentrado de proteina de frijol
y frijol entero es capaz de contrarrestar el efecto de una dieta alta en grasa sobre la
expresion de FAS y consecuentemente sobre la lipogénesis. Los resultados de expresién de
FAS durante el reto metabdlico solo existe diferencia significativa entre el grupo control vs. el
resto de los grupos, esto posiblemente debido a que el tiempo transcurrido (30 min) después
del reto metabdlico no es suficiente para que sea detectable el efecto en la transcripcion de
MRNA. Los resultados obtenidos en ayuno muestran entonces el estado metabdlico puntual.
En cuanto al ayuno, la expresion de SREBP1 en el grupo que consumio la dieta con
concentrado de frijol es significativamente menor respecto a la dieta control y la dieta de frijol
entero. En los grupos que consumieron dietas altas en grasa, la expresion de SREBP1
muestra diferencias significativas entre el grupo DAG Cas+S y los grupos DAG+S+ Conc.
frijol, y DAG + frijol entero, siendo menor la expresién en el grupo DAG+S+ Conc. frijol. La
diferencia significativa de los grupos DAG suplementados con alguna fuente de frijol vs. el
grupo control DAG significa que principalmente el concentrado de proteina de frijol logra
contrarrestar el efecto en lipogenésis de una dieta alta en grasa.

En cuanto a los resultados de expresion de SREBP1 en reto metabdlico, solo se encontré
diferencia significativa entre el grupo control vs. el resto de los grupos. No se mostro

diferencia alguna dentro de los grupos DAG.
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Figura 35.- Expresion relativa de SREBP1 y FAS. Los resultados se expresaron en
promedio + SEM. SREBP Ayuno: p<0.0001, SREBP reto: p=0.0022, FAS Ayuno: p=0.0002,
SREBP reto: p=0.0006 Las letras significan diferencias entre los grupos a>b>c. Los datos
fueron analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.

8.10. Conclusiones parciales

e Los grupos con DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ frijol entero (ayuno) disminuyeron la
expresion de SREPB1 y FAS respecto al grupo control DAG+S.

e En ayuno: el consumo de concentrado y frijol deshidratado disminuyd la lipogénesis
mediada por SREBP1, tanto en dietas control y altas en grasa.

e El consumo de concentrado y frijol deshidratado disminuyd la lipogénesis mediada por

FAS en dietas altas en grasa.
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8.11. Caracterizacion de las poblaciones microbianas en el intestino de ratas
experimentales

8.11.1. Calidad y cuantificacion de ADN a partir de heces

En la tabla 26, se muestra la concentracién de ADN de las muestras leidas en un equipo
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA) y el Qubit (Thermo Fisher, USA). La figura 36
corresponde al espectro de absorcion obtenido en el Nanodrop. Todas las muestras de
ADN obtenidas son de buena calidad, y se obtuvieron en concentraciones aceptables.

Para el analisis de microbiota por qPCR, se consideraron las concentraciones obtenidas en
el Qubit, debido a que es una medicion fluorimétrica la cual permite diferenciar entre dsDNA
o RNA, y con mayor sensibilidad de cuantificacién. La determinacion espectrofotométrica
(Nanodrop) por absorbancia a 260 nm es incapaz de distinguir entre DNA, dsDNA, RNA o
nucleotidos libres, dando generalmente una sobreestimacion de la cantidad de muestra. Se
verificd la integridad del ADN realizando un gel de electroforesis capilar Qiaxcel (Qiagen)

(Figura 37) o
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Figura 36.- Espectro de absorcién de las muestras de ADN.

Figura 37.- Gel de electroforesis capilar para muestras de ADN (Qiaxcel, Qiagen). Muestras
de izquierda a derecha, 1: muestra control Cas 1, 2: control Cas 2, 3: concentrado de frijol
2, 4: concentrado de frijol 4, 5: frijol entero 3, 6: frijol entero 5, 7: DAG Cas+S 2, 8: DAG
Cas+S 5, 9: DAG+S+ Conc. frijol 1, 10: DAG+S+ Conc. frijol 2, 11: DAG+S + frijol entero 1,

12: DAG+S+ Frijol entero 3.
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Tabla 26.- Concentraciones obtenidas de las muestras de ADN.

Nanodrop 2000 Qubit
Concentracion Concentracion
Muestra (ng/ul) 260/280 (ng/pl)
Control Cas 1 96.9 2.08 28.65
Control Cas 2 142.6 2.02 44.05
Control Cas 3 104.3 2.03 38.3
Control Cas 4 132 2.09 42.9
Control Cas 5 79.8 2.08 30.5
Control Cas 6 221.9 2.06 57.5
Control Cas 7 147.8 2.05 43.5
Concentrado frijol 1 290 2.11 57
Concentrado frijol 2 53.8 1.97 39.5
Concentrado frijol 3 176.1 2.02 74.7
Concentrado frijol 4 261 2.09 58.5
Concentrado frijol 5 335.8 1.98 90.6
Concentrado frijol 6 261.6 2.07 60
Frijol entero 1 318.9 2.03 92.7
Frijol entero 2 529.7 2.03 111
Frijol entero 3 457.4 2.02 105
Frijol entero 4 271.8 2 90.4
Frijol entero 5 457.6 2.05 106
Frijol entero 6 292.2 2.08 901
DAG Cas +S 1 139.6 1.96 41.65
DAG Cas +S 2 235.5 2.08 58.5
DAG Cas +S 3 126.6 212 40.25
DAG Cas +S 4 159 2.06 45.3
DAG Cas +S 5 136.2 2.03 36.8
DAG Cas +S 6 199.4 2.09 50.5
DAGCas +S 7 121.7 2.06 37.3
DAG + S + Conc. frijol 1 185.5 2.09 52
DAG + S + Conc. frijol 2 219.9 2.08 56.5
DAG + S + Conc. frijol 3 205.1 1.9 56
DAG + S + Conc. frijol 4 204.4 2.09 49.85
DAG + S + Conc. frijol 6 230.2 2.05 52.5
DAG+S+ Frijol entero 1 183.1 2.09 42.95
DAG+S+ Frijol entero 2 333.1 2.05 59.7
DAG+S+ Frijol entero 3 187.4 2.07 46.75
DAG+S+ Frijol entero 5 281.2 2.09 55.5
DAG+S+ Frijol entero 6 191.2 2.08 50.1
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8.11.2. Caracterizacion por gPCR

Se determiné la abundancia relativa de las diferentes phyla y algunos microorganismos de
interés mediante el método de Paffal y metodologia de gPCR usando la técnica de Sybr
Green. De acuerdo a los valores de abundancia relativa, se observd una disbiosis en el
grupo obeso (grupo DAG Cas+ S), ya que mostr6 menor abundancia de Bacteroidetes,
Actinobacteria y Verrucomicrobia, y mayor abundancia de Firmicutes respecto al grupo
control; lo anterior concuerda con lo ya reportado en la literatura (Guo et al., 2008).

En los grupos de concentrado vy frijol entero, y sus respectivos grupos DAG, la abundancia
de Bacteroidetes que presentaron es menor respecto al grupo Control Cas (caseina).

La abundancia de Firmicutes de los grupos DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+ Frijol entero, es
significativamente menor que la obtenida por el grupo DAG Cas +S. Esta menor proporcion
de Firmicutes esta relacionada con la menor ganancia de peso en los grupos de DAG
suplementados con concentrado y/o frijol entero, a pesar del consumo de una dieta alta en
grasa y con sacarosa en agua de bebida, y tener un consumo caldrico de alimento similar.
La abundancia relativa de Actinobacteria, es significativamente menor la de los grupos con
dieta de frijol entero y DAG+S+ Conc. frijol.

La mayor abundancia relativa de Verrucomicrobia se encontrdé en los grupos con dieta de
frijol entero y DAG+S+ Conc. frijol, mientras que en el grupo DAG Cas +S se encontré
menor abundancia de este phylum.

El aumento de abundancia de Prevotella spp. de acuerdo a la literatura (Shin et al., 2014) se
ha relacionado con la obesidad, en el grupo DAG Cas +S se observé un aumento
significativo respecto al control. Los grupos DAG+S + Conc. frijol y DAG+S + Frijol entero no
mostraron diferencias significativas vs. los grupos control de concentrado de proteina de
frijol y de frijol entero, lo cual concuerda con el estado metabdlico presentado por ambos
grupos.

La abundancia relativa de Akkermansia spp. es significativamente diferente en todos los
grupos experimentales, siendo en todos los grupos menor la abundancia respecto al grupo
control Cas.

La abundancia de Bifidobacterium spp.es diferente significativamente entre el grupo control
Cas y los grupos con DAG Cas+ S. Se obtuvo menor abundancia al consumir una dieta alta
en grasa lo cual era de esperarse de acuerdo a reportes previos (Nava et al., 2012; Zhang

et al., 2010). Sin embargo el grupo de concentrado de frijol mostré menor abundancia
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respecto al control y la dieta de frijol entero. Los grupos con DAG + concentrado de
proteina de frijol y frijol entero, a pesar de que su tipo de fibra dietética pudiera diferir por
contener una cierta proporcion de AR, presentaron una abundancia relativa similar de

bifidobacterias al grupo DAG Cas+S.
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Figura 38.- Abundancia relativa de las diferentes Phyila.

Los resultados se expresaron en promedio + SEM. Bacteroidetes, Firmicutes y
Verrucomicrobia : p<0.0001, Actinobacterias: p=0.0003 Las letras significan diferencias
entre los grupos a>b>c. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 1 via (p<0.05) y
prueba post-hoc de Turkey.
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Figura 39.- Abundancia relativa de Prevotella spp., Akkermansia spp. y Biffidobacterium
spp. Los resultados se expresaron en promedio + SEM. p<0.0001, Las letras significan
diferencias entre los grupos a>b>c. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de 1 via
(p<0.05) y prueba post-hoc de Turkey.

8.11.3. Conclusiones parciales

e La disbiosis en el grupo obeso (DAG Cas + S) se demuestra por una menor abundancia de
Bacteroidetes, Actinobacteria y Verrucomicrobia, y una mayor abundancia de Firmicutes
respecto al grupo control.

e Las dietas de concentrado de proteina de frijol y frijol entero modificaron la abundancia

relativa de Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacterias y Verrucomicrobia.
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9. DISCUSION FINAL

Se presentaron diferencias significativas entre el grupo con dieta Control Cas y el grupo
DAG Cas + S, en: ganancia de peso, composicion corporal, flexibilidad metabdlica,
pardmetros bioquimicos en suero, curva de tolerancia a la glucosa, insulina, leptina,
adiponectina, genes relacionados en lipogénesis y abundancia relativa de la microbiota.
Estas diferencias muestran los cambios en el estado metabdlico generados por un modelo
de obesidad inducido por dieta, acompafados de ganancia de grasa, pérdida de musculo,
aumento de LPS, resistencia a la insulina y leptina.

La obesidad promueve la activacion de distintas respuestas celulares entre las que se
incluyen el estrés oxidativo, el estrés de reticulo endoplasmatico y la inflamacion (Olefsky et
al., 2010), ademas de contribuir al desarrollo de diabetes y resistencia a la insulina. Se ha
reportado que el consumo de una dieta alta en grasa promueve un cambio en la microbiota
intestinal, a su vez aumenta la permeabilidad intestinal y absorciéon de LPS, lo cual se
relaciona con un incremento y aparicion de endotoxemia metabdlica, consecuente
inflamacién y la aparicién de desérdenes metabdlicos como los presentados por el grupo
DAG Cas+S. Ademas se presentd resistencia a la leptina, por lo que se ve afectada la
regulacion del apetito, del metabolismo basal de lipidos y glucidos.

El aumento, en el ayuno, de la expresién de SREBP en el grupo DAG Cas+S, es debido a
que SREBP es regulado por la concentracién de insulina en sangre. Ademas se observo un
aumento de lipogénesis, regulado por la mayor expresion de FAS.

En este estudio, el consumo de frijol negro y concentrado de proteina de frijol, permitieron
mantener los niveles de glucosa e insulina a niveles normales en lo animales alimentados.
Ademas al acompanar una DAG con proteinas de frijol o frijol entero cocido, permitieron
contrarrestar los efectos adversos. En cuanto a la ganancia de peso, porcentaje de grasa y
pérdida del porcentaje de masa magra final en los grupos DAG+S+ Conc. frijol y DAG+S+
Frijol entero resultaron menores en comparacion con el grupo DAG Cas + S, e incluso igual
a los obtenidos por los grupos con dieta balanceada (concentrado de proteina de frijol y
dieta con frijol entero). Esto puede ser debido a la proporcién de almiddn resistente presente
en el frijol, el cual se ha reportado (Darzi, et al. 2011; Tapsell, 2004) que ayuda a
contrarrestar los mecanismos de hiperlipidemia mediante la disminucion de la absorcién de

grasas, su utilizacion y la sensacién de saciedad mediante la unién de los acidos biliares;
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ademas del efecto hipolipidémico de las saponinas y fitoesteroles (Ramirez et al., 2015;
Champ., 2002; Campos-Vega et al., 2009).

Los valores de RER y VO, obtenidos por los grupos DAG+S + Conc. frijol y DAG+S + Frijol
entero presentaron un uso de sustrato mixto, por lo que en esta condicion aun no se
presenta inflexibilidad metabdlica. Ademas, el frijol entero con DAG logré mantener en
mayor proporcion la eficiencia de O, consumido y la capacidad oxidativa de la mitocondria
para la obtencion de energia.

En diversos estudios se ha reportado la presencia de antocianinas en el frijol negro, en el
grano entero se ha encontrado una concentracion de 213 mg/ 100 g frijol y en la testa 2.37
g/ 100 g frijol. El contenido de antocianinas varia de acuerdo con las condiciones de cultivo y
localidad de siembra, pero el perfil de antocianinas se conserva: delfinidina 3-glucésido,
petunidina 3-glucésido y malvidina 3-glucosido (Yoshida et al.,, 1996). En el presente
estudio no se realizd cuantificacion de antocianinas, sin embargo es importante aclarar que
su contenido en el concentrado de proteina de frijol es inferior al presente en el frijol entero
(Salinas, 2014) esto debido a que durante el proceso de extraccion de proteinas se pierden
o solubilizan compuestos fendlicos de la testa y del grano entero molido (Salinas, 2014). La
mayor proporcion de antocianinas, fibra dietaria y almidén resistente en el frijol entero
podrian estar altamente relacionados con el aumento de la sensibilidad a la insulina,
tolerancia a la glucosa y la disminucién de la inflamacion lo cual se ve reflejado en la
capacidad oxidativa (RER y VO,) presentada por la DAG acompafada de frijol entero, en
comparacion con el grupo DAG+S+ Conc. frijol.

La proporcién de fibra dietaria y almidén resistente presente en el frijol entero y el
concentrado, fue un modulador de la diferencia en la abundancia relativa de las phyla en la
microbiota intestinal comparadas con el resto de los grupos evaluados. Campos-Vega et al.,
reportaron como resultados de su estudio in vitro que el frijol comun es una excelente fuente
de polisacaridos los cuales pueden ser fermentados en el colon y producir SCFAs,
encontrando que el acetato es el mas abundante producido a partir de las variedades que
evaluaron. La absorcidén del acetato genera una menor respuesta glicémica, esto debido a
gue mejora la sensibilidad a la insulina (Guarner et al., 2003).

El estado metabdlico, ganancia de peso y parametros bioquimicos observados en los grupos
DAG+S + Conc. frijol y DAG+S + Frijol entero, también pueden deberse a la capacidad de
las antocianidinas de inhibir la actividad de a-amilasa, maltasa y sacarasa, lo cual causa

disminucion de glucosa postprandial (Williamson., 2013).
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El consumo de frijol y concentrado de frijol en la dieta permite tener menores
concentraciones de LPS en suero, previniendo asi la aparicion de un estado de endotoxemia
metabdlica, su consecuente estado pro inflamatorio y la aparicion de enfermedades
metabdlicas.

Los resultados, obtenidos en el reto metabdlico ensayado, muestran la importancia de
consumir una dieta nutritiva y balanceada, ya que a pesar de que en algunos parametros no
se ven cambios de inmediato, si influye en la capacidad y estado metabdlico, con la
posibilidad de acarrear problemas metabdlicos futuros. De acuerdo a los resultados
obtenidos, el consumo de concentrado de proteina de frijol y/o de frijol entero permite
mantener un buen estado metabdlico, permite contrarrestar los efectos de una dieta alta en
grasa, incluso al enfrentarse a un reto metabdlico.

En diversos estudios se han investigado las caracteristicas y compuestos bioactivos del
frijol, sin embargo, esta investigacion es la primera en realizar un estudio in vivo del frijol en

un modelo de obesidad inducida por dieta en ratas.

10. CONCLUSIONES

¢ Se generd un modelo de OID (Obesidad inducido por dieta) en ratas Wistar macho.

eEl modelo de obesidad, generd alteraciones en las concentraciones de parametros
bioguimicos (glucosa, insulina, colesterol, leptina, LPS y adiponectina).

e Durante la obesidad se desarroll6 inflexibilidad metabdlica e intolerancia a la glucosa.

¢ El consumo de una dieta de concentrado de frijol y frijol cocido entero permite contrarrestar
los efectos de una dieta alta en grasa.

¢ El consumo de una dieta suplementada con concentrado de proteina de frijol y/o frijol entero
permite mejorar la sensibilidad a la insulina, a pesar de consumir una dieta alta en grasa.

¢ El consumo de una dieta de concentrado de frijol y frijol cocido entero permiten contrarrestar
los efectos de una dieta alta en grasa, incluso al enfrentarse a un reto metabdlico.

¢ El consumo de frijol negro y concentrado de proteina de frijol, permite mantener los niveles
de glucosa e insulina a niveles normales.

e Los grupos con dieta DAG + concentrado y DAG + frijol entero (ayuno) disminuyeron la
expresion de SREPB1 y FAS respecto al grupo DAG, sugiriendo con ésto la disminucién de
la lipogénesis mediada por SREBP1 y FAS.

e Ademas en los grupos con dietas de frijol, se modificé la microbiota intestinal.
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e Los resultados obtenidos sugieren que el consumo cotidiano de frijol negro regula la
respuesta metabdlica postprandial, lo que contribuye a la salud metabdlica y contrarresta en

cierto grado las consecuencias de la obesidad.
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12. ANEXO

ANEXO I. Determinacion de insulina

Rat Insulin ELISA (Alpco. cat. 80-INSRT-E01).

Preparacion de reactivos: Preparar solucion 1x a partir de la solucién del conjugado (11x)
(diluir con buffer del conjugado) y 1x de la solucidon concentrada de Buffer de lavado (21x)
(diluir con agua desionizada).

1. Pipetear 10 uL de cada uno de los estandares (0.15, 0.4, 1, 3 y 5.5 ng/mL), controles,
blanco de muestra y muestras en su pozo respectivo de la microplaca proporcionada
por el kit. La curva estandar se analizé por triplicado y las muestras se analizaron por
duplicado.

2. Agregar a cada pozo 75 uL del conjugado (1x). Cubrir la placa con una cubierta e incubar
durante 2h en agitacion a 800 rpm a temperatura ambiente.

3. Decantar el sobrenadante y lavar 6 veces cada pozo con 350 puL de buffer de lavado (1x)

utilizando micropipeta multicanal, entre cada lavado se debe invertir la placa para

eliminar el liquido sobrenadante y golpear firmemente sobre papel absorbente. Después

del ultimo lavado, eliminar residuos de buffer y burbujas de cada pozo.

Pipetear 100 pL de solucion de sustrato TMB en cada pozo.

Incubar las placas durante 15 min en agitacion a temperatura ambiente.

Pipetear 100 uL de solucién de paro en cada pozo.

N o o &

Leer la absorbancia a 450 nm en espectrofotdmetro lector microplacas (xMark™ Biorad),
se debe analizar inmediatamente después de agregar la solucién de paro.
8. Construir la curva estandar de OD vs. Concentracion. Calcular los ng/mL de cada

muestra interpolando en la curva estandar obtenida.
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ANEXO II. Determinacion de leptina

Rat ELISA kit para Leptina (ALPCO, cat. ab100773)

Preparacién de reactivos:

Preparar soluciones 1x diluyendo con agua desionizada de cada uno de los siguientes
reactivos: Diluyente D, diluyente B, solucién de lavado.

Preparar soluciones 1x diluyendo con el diluyente B de cada uno de los siguientes
reactivos: Anticuerpo Biotinilado para la deteccion de leptina y de la solucién de
Steptavidina-HRP.

Preparar la curva estandar: Preparar el Stock estandar de 50 ng/mL agregando 400 uL del
diluyente D. A partir del stock anterior preparar diluciones seriales para obtener
concentraciones de 8000, 2667, 888.9, 296.3, 98.77, 39.92, 10.97 y 0 pg/mL.

1. Pipetear 100 puL de cada uno de los estandares, blancos y muestras en un pozo
respectivo de la microplaca proporcionada por el kit. La curva estandar se analizé por
triplicado y las muestras se analizaron por duplicado.

2. Cubrir la placa con una cubierta e incubar durante 2.5 h a temperatura ambiente.

3. Decantar el sobrenadante y lavar 4 veces cada pozo con 300 puL de buffer de lavado (1x)
utilizando micropipeta multicanal, entre cada lavado se debe invertir la placa para eliminar
el liquido sobrenadante y golpear firmemente sobre papel absorbente. Después del ultimo
lavado, eliminar residuos de buffer y burbujas de cada pozo.

4. Pipetear 100 pL del anticuerpo biotinilado en cada pozo. Incubar durante 1 h a
temperatura ambiente mantener en agitacién gentil.

5. Descartar el sobrenadante, repetir 4 lavados.

6. Agregar 100 uL de la solucién de Streptavidina HRP (1x) a cada pozo. Incubar por 45 min
a temperatura ambiente mantener en agitacion gentil.

7. Descartar el sobrenadante, realizar 4 lavados (repetir paso 3).

8. Agregar 100 pL del reactivo de sustrato de TMB One Step a cada pozo. Incubar por 30
min a temperatura ambiente y oscuridad, mantener en agitacién gentil.

9. Agregar 50 uL de solucion de paro en cada pozo.

10. Leer la absorbancia a 450 nm en espectrofotémetro lector microplacas (xMark™ Biorad),

se debe analizar inmediatamente después de agregar la solucién de paro.
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11. Construir la curva estandar de OD vs. log Concentracion. Calcular los ng/mL de cada

muestra interpolando en la curva estandar obtenida.

ANEXO IlIl. Determinacion de adiponectina

ELISA Assay Kit for Adiponectin (ADP) (Cloud-Clone Corp., cat. SEA605Ra)

Preparacion de reactivos:

Diluir los reactivos de deteccion A 'y B con los diluyentes A y B correspondientes.

Preparar solucién 1x de solucion de lavado diluyendo con agua desionizada.

Preparar la curva estandar: Reconstituir el estandar con 1 mL de Diluyente Estandar (400
ng/mL), realizar diluciones seriadas para obtener concentraciones de 200, 100, 50, 25,
12.5,6.25, 3.12, 0 ng/mL, diluir con diluyente D.

1. Pipetear 100 uL de cada uno de los estandares, blancos y muestras en un pozo
respectivo de la microplaca proporcionada por el kit. La curva estandar se analizé por
triplicado y las muestras se analizaron por duplicado.

Cubrir la placa con una cubierta e incubar durante 2 h a 37°C.
Descartar el sobrenadante.

4. Agregar 100 uL de la solucién de deteccién A a cada pozo. Cubrir con una cubierta e
incubar por 1 h a 37°C.

5. Descartar el sobrenadante y lavar 3 veces con 350 pL de soluciéon de lavado (1x)
utilizando micropipeta multicanal, entre cada lavado se debe invertir la placa para
eliminar el liquido sobrenadante y golpear firmemente sobre papel absorbente. Después
del ultimo lavado, eliminar residuos de buffer y burbujas de cada pozo.

6. Agregar 100 pL de la solucién de deteccién B a cada pozo. Cubrir con una cubierta e
incubar por 30 min a 37°C.

7. Descartar el sobrenadante y lavar 5 veces (repetir paso 5).

8. Agregar 90 uL de solucién de sustrato a cada pozo. Cubrir con una cubierta e incubar
por 20 min a 37°C en oscuridad.

9. Pipetear 50 puL de solucién de paro en cada pozo.

10. Leer la absorbancia a 450 nm en espectrofotometro lector microplacas (xMark™

Biorad), se debe analizar inmediatamente después de agregar la soluciéon de paro.
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11. Construir la curva estandar de log Concentracion vs. OD. Calcular los ng/mL de cada

muestra interpolando en la curva estandar obtenida.

ANEXO IV. Determinacion de LPS (Lipopolisacarido)

ELISA Assay Kit for Adiponectin (LPS) (Cloud-Clone Corp., cat. CEB526Ge)

Preparacion de reactivos:

Reactivo de deteccion A: Reconstituir con 150 uL de reactivo diluyente. Posteriormente diluir
los reactivos de deteccion A y B con los diluyentes A y B correspondientes.

Preparar solucion 1x de solucion de lavado diluyendo con agua desionizada.

Preparar la curva estandar: Reconstituir el estandar con 0.5 mL de Diluyente Estandar (1000
ng/mL), realizar diluciones seriadas para obtener concentraciones de 333.33, 111.11, 37.04,
12.35, 0 ng/mL, diluir con diluyente D.

Pipetear 50 uL de cada uno de los estandares, blancos y muestras en un pozo respectivo
de la microplaca proporcionada por el kit. La curva estandar se analizd por triplicado y
las muestras se analizaron por duplicado.

2. Agregar 50 uL de la solucion de deteccion A a cada pozo. Cubrir con una cubierta e
incubar por 1 h a 37°C.

3. Descartar el sobrenadante y lavar 3 veces con 350 uL de solucién de lavado (1x)
utilizando micropipeta multicanal, entre cada lavado se debe invertir la placa para eliminar
el liquido sobrenadante y golpear firmemente sobre papel absorbente. Después del ultimo
lavado, eliminar residuos de buffer y burbujas de cada pozo.

4. Agregar 100 pL de la solucion de deteccion B a cada pozo. Cubrir con una cubierta e
incubar por 30 min a 37°C.

5. Descartar el sobrenadante, repetir 5 lavados (Repetir paso 3)

6. Agregar 90 uL de solucion de sustrato a cada pozo. Cubrir con una cubierta e incubar por
20 min a 37°C en oscuridad.

Pipetear 50 uL de solucién de paro en cada pozo.

8. Leer la absorbancia a 450 nm en espectrofotdmetro lector microplacas (xMark™ Biorad),
se debe analizar inmediatamente después de agregar la solucién de paro.

9. Construir la curva estandar de log Concentracion vs. OD. Calcular los ng/mL de cada

muestra interpolando en la curva estandar obtenida.
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11.

12

15.
16.
17.

18.
19.

20.

ANEXO V. Extraccion de RNA

Limpiar el area de trabajo con etanol

Agregar 1 mL de TRIzol®(cat. 15596-018, Invitrogen) en tubo para Tissue Lyser
(Qiagen).

Colocar un balin de acero inoxidable (Stainless Stell Beads, Qiagen) a cada tubo del
punto anterior.

Los tejidos se encuentran en el ultracongelador, por lo que se deben sacar y colocar en
nitrégeno liquido.

Cortar aproximadamente 250mg de tejido. Colocar el tejido en el tubo para Tissue Lyser
con TRIzol preparado en el punto 1.

Colocar los tubos en el equipo Tissue Lyser Il (cat. 85300, Qiagen) para su
homogenizacion durante dos minutos a 300 rpm.

Posteriormente sacar los tubos del Tissue Lyser I, agregar 200 uL de cloroformo al
100% a cada muestra y agitar en vortex brevemente.

Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 10,000 x g, 15 min, 4°C.

. Recuperar el sobrenadante (fase acuosa) y transferir a tubo eppendorf de 1.5 mL.

Adicionar en proporcion 1:1 de isopropanol al 100% .

Mezclar por inversion e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

. Centrifugar a 10,000 x g, 15 min, 4°C.
13.
14.

Decantar el sobrenadante

Agregar 1 mL de etanol al 75% frio. Homogenizar en vortex hasta desprender la pastilla
(sedimento).

Centrifugar a 10,000 x g, 15 min, 4°C.

Desechar el etanol por inversion y dejar secar el tubo en posicién horizontal.
Resuspender con 100 uL de agua DEPC y homogenizar en vértex hasta disolver
completamente.

Calentar 5 minutos, 65°C. Homogenizar en vértex y mantener en hielo.

Cuantificar el RNA en un espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA).
Evaluar la integridad del RNA mediante electroforesis capilar en equipo Qiaxcel
(Qiagen).

Conservar el RNA a -70°C.
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ANEXO VI. Extraccion de DNA a partir de heces fecales de rata mediante kit QlAamp

o M w0 dh =

11.
12.
13.

14.
15.
16.

17.

18.
19.
20.
21.

DNA Mini Kit Stool (Qiagen)

Se pesaron 220-250 mg de heces en un tubo eppendorf de 2 mL.

Se agregaron 1.6 mL de buffer ASL y se homogenizé en vortex.

Centrifugar a 10,000 x g, 5 min, temperatura ambiente.

Colocar en un tubo eppendorf de 2 mL una tableta InhibitEX.

Tomar 1.4 mL del sobrenadante obtenido del paso 3 y transferirlos al tubo eppendorf
preparado en el paso anterior (paso 4).

Homogenizar completamente en vértex. Incubar durante 1 minuto a temperatura
ambiente.

Centrifugar a 10,000 x g, 3 min, temperatura ambiente.

Tomar 700 pL del sobrenadante del paso anterior y transferirlos a un tubo eppendorf
de 1.5 mL.

Centrifugar a 10,000 x g, 3 min.

. Colocar en un tubo eppendorf de 2 mL, 25 ulLde proteinasa K, agregar 600 uL del

sobrenadante del paso 9. Agregar 600 uL de Buffer AL.

Incubar a 70°C por 10 min.

Agregar 600 uL de etanol al 100% frio. Homogenizar en vértex.

Pasar el sobrenadante a través de una de las columnas para retencién de ADN
mediante centrifugacion (10,000 x g, 1 min).

Lavar con 500 pL de buffer AW1. Centrifugar a 10,000 x g, 1 min.

Lavar con 500 uL de buffer AW2. Centrifugar a 10,000 x g, 3 min.

Dejar secar todo el buffer residual mediante centrifugacion a 10,000 x g por algunos
segundos.

Colocar la columna en un tubo nuevo para centrifuga de 1.6 mL y agregar 200 pL de
Buffer AE 1X (medio de elucién).

Dejar reposar a temperatura ambiente durante 20 minutos

Centrifugar 1 min a 10,000 x g, para eluir y colectar el ADN.

Conservar el ADN colectado a -70°C.

Cuantificar el DNA obtenido mediante NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA).
Evaluar la integridad del DNA mediante electroforesis capilar en equipo Qiaxcel

(Qiagen).
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ANEXO VII.- Concentracion de los RNA extraidos y su relacién 260/280.

Tabla 27 .- Concentracién de los RNA extraidos y su relaciéon 260/280.

©

Muestra Concentracion | 5, 9
(ng/pl)

Control Cas 1 10204.4 2.04
Control Cas 2 14019.8 1.98
Control Cas 3 12958.6 1.99
Control Cas 4 11825.1 2.02
Control Cas 5 7201 2.05
Control Cas 6 12496 2.01
Control Cas 7 14508.8 1.94
Concentrado frijol 1 10038.9 2.04
Concentrado frijol 2 15714.7 1.89
Concentrado frijol 3 11560.7 2.02
Concentrado frijol 4 14574 1.95
Concentrado frijol 5 11748.4 2.02
Concentrado frijol 6 13506.8 1.98
Frijol entero 1 6734.6 2.1

Frijol entero 2 12591.7 2
Frijol entero 3 12906.1 2.01
Frijol entero 4 12135.3 2.03
Frijol entero 5 13624.5 1.99
Frijol entero 6 9189.3 2.06
DAG Cas +S 1 6802.2 2.16
DAG Cas +S 2 11516.5 2.01
DAG Cas +S 3 12402 2.01
DAG Cas +S 4 7428 2.06
DAG Cas +S 5 12564 2.01
DAG Cas +S 6 5316.9 2.06
DAG Cas +S 7 4229.6 2.04
DAG + S + Conc. frijol 1 10673.2 2.03
DAG + S + Conc. frijol 2 14276.1 1.96

DAG + S + Conc. frijol 3 12520.5 2
DAG + S + Conc. frijol 4 8805.6 2.03
DAG + S + Conc. frijol 6 8887.6 2.03
DAG+S+ Frijol entero 1 9606 2.02
DAG+S+ Frijol entero 2 6476.2 1.99
DAG+S+ Frijol entero 3 11433.9 2.02

DAG+S+ Frijol entero 5 13037.7 2
DAG+S+ Frijol entero 6 9827.4 2.04
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