UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION HUMANA

Uso de agavihas sobre los efectos adversos intestinales
provocados por la fraccién concentrada en lectinas de frijol Tépari
(Phaseolus acutifolius) en ratas.

TESIS

Que como parte de los requisitos para obtener el titulo de
Maestro en Ciencias de la Nutriciéon Humana

Presenta:
L.N. Mery Ashley Gomez Garay

Dirigido por:
Dra. Margarita Teresa de Jesus Garcia ﬁ/sca

Dra. Margarita Teresa de Jesus Garcia Gasca / Z%

Presidente /Firma / /

Dr. Alejando Blanco Labra
Secretario

Dra. Andrea Margarita Olvera Ramirez

Vocal
Dra. Mercedes Guadalupe Lépez Pérez Hu ul “
Suplente Firma ‘

Dr. Roberto Augusto Ferriz Martinez ~ ,’;’a it
Suplente p / Firma

—ﬁiﬁt Q?(l{i A

Dra. Juana Elizabeth Elton Puente Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifa
Directora de la Facultad de Ciencias Naturales Directora de Investigacion y Posgrado

Centro Universitario
Septiembre, 2018
Querétaro, Qro.
México



Resumen

Las lectinas han sido descritas como compuestos anticancerigenos con alto grado
de especificidad. La fraccion concentrada en lectinas (FCL) de frijol Tépari
(Phaseolus acutifolius) es capaz de inducir apoptosis en células de cancer de
colon e inhibe la tumorogénesis colonica temprana in vivo. Sin embargo, la
administracion de la FCL produce efectos adversos en intestino, tal como atrofia
de las vellosidades y modificaciones en los perfiles de la microbiota. Por otra
parte, las agavinas son carbohidratos no digeribles producidos por el agave,
constituidos por polimeros de fructosa y una molécula de glucosa. Funcionan
como prebidticos que, al ser suplementados en la dieta, aumentan la produccién
de metabolitos implicados en el mantenimiento de la integridad epitelial intestinal y
favorecen el crecimiento de bacterias benéficas en ciego e intestino grueso. En el
presente trabajo se estudi6 el uso de agavinas sobre los efectos adversos
provocados por la FCL de frijol Tépari obtenida mediante cromatografia en
columna de exclusion de peso molecular, en ratas Sprague Dawley. Para la
prueba se utilizaron 24 ratas macho, de 5 semanas de edad (6 por grupo). Grupo
control: se administré solucion salina. Grupo FCL; se administré cada tercer dia
una dosis de 50 mg/kg de peso de FCL por via intragastrica, durante 6 semanas.
Grupo agavinas/FCL: Consumieron 10% de agavinas 2 semanas antes del
tratamiento con FCL. Grupo agavinas + FCL: Consumieron 10% de agavinas 2
semanas previas Yy durante el tratamiento con FCL. Las agavinas disminuyeron la
ganancia de peso como consecuencia de la disminucién del consumo de alimento.
En las ratas tratadas con FCL no hubo disminucion en la ganancia de peso, sin
embargo, se encontr6 atrofia intestinal. La atrofia intestinal fue menor en los
grupos que consumieron agavinas, observada en cortes histologicos del intestino
delgado, asi como en colon ascendente. Los cambios en los perfiles bacterianos
fueron dependientes de la edad y el tratamiento, principalmente por el consumo de
agavinas. Los efectos adversos generados en el intestino por el tratamiento de la
FCL disminuyeron con las agavinas.

Palabras clave: Agavinas, frijol Tépari, lectinas, microbiota, Phaseolus acutifolius,

prebidticos.



Summary

Lectins have been described as anticancer compounds with a high degree of
specificity. The Tepary bean (Phaseolus acutifolius) lectin fraction (TBLF) is
capable of inducing apoptosis in colon cancer cells and inhibits early in vivo colon
tumorogenesis. However, the administration of TBLF produces adverse effects in
the intestine, such as villous atrophy as well as changes in microbiota profiles.
Agavins are non-digestible carbohydrates from agave, consisting of polymers of
fructose and a molecule of glucose. When this prebiotic is supplemented in the
diet, it can increase the production of metabolites involved in the maintenance of
intestinal integrity and promote the growth of beneficial bacteria in cecum and
colon. The aim of this research was to study the use of agavins to reduce the
adverse effects caused by TBLF obtained by molecular weight exclusion column
chromatography, in Sprague Dawley rats. For acute test male rats of 5 weeks old
were used (6 per group). Control group: saline was administered. TBLF group: A
dose of 50 mg/kg of TBLFwas intragastrically administered every third day of 6
weeks. Agavins/TBLF group: The animals were fed with 10% of agavins 2 week
before treatment with TBLF. Agavins+TBLF: They were fed with 10% of agavins 2
weeks before and during the treatment with TBLF. Agavins decreased weight gain
by decreasing feed intake. In rats treated with TBLF there was no decrease in
weight gain, however, intestinal atrophy was found. The intestinal atrophy was
lower in the groups that consumed agavins, observed in histological sections of the
small intestine, as well as in the ascending colon. Changes in bacterial profiles
were dependent on age and treatment, mainly due to the consumption of agavinas.
The adverse effects generated in the intestine by the treatment of TBLF were
found to decrease with agavins.

Key words: Agavins, Tepary bean, lectins, microbiote, Phaseolus acutifolius,

prebiotics.
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I. INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune, capaces de
reconocer carbohidratos y enlazarse reversiblemente a ellos. Su ubicuidad es
extensa, especialmente en plantas donde actian como parte de los mecanismos
de defensa contra plagas (Castillo y Abdullaev, 2005). Son abundantes en
leguminosas, las cuales han mostrado efectos sobre la adhesién y sefalizacion en
células animales, tanto normales como cancerigenas. De esta forma, se propone
que reconocen carbohidratos especificos alterados en las membranas de las
células cancerigenas (Sharon, 2008). Diversos estudios se han realizado sobre las
lectinas como alternativa para el tratamiento del cancer debido a que las células
cancerigenas presentan alteraciones en su glucocélix (Ferriz-Martinez y col.,
2010). La fraccion concentrada en lectinas (FCL) de frijol Tépari (Phaseolus
acutifolius) inhibe la proliferacién celular e induce apoptosis en células de cancer

de colon de forma diferencial (Garcia-Gasca y col., 2012).

Se ha observado que la FCL administrada por via intragastrica cada tercer dia
durante seis semanas con una dosis de 50 mg/kg de peso corporal, es capaz de
inhibir la tumorogénesis temprana en cancer de colon (Ferriz-Martinez, 2015). Por
lo anterior se espera que la fraccion concentrada en lectinas pueda ser usada en
el tratamiento de céancer de colon. Sin embargo, el tratamiento con la FCL ha
mostrado efectos antinutricios caracterizados por una disminucién en el consumo
de alimento asi como disminucién en la ganancia de peso corporal, ademas de
causar atrofia en las vellosidades del intestino y atrofia pancreatica, efectos que
son reversibles al suspender el tratamiento (Ferriz-Martinez y col., 2015; Pita-
Lépez, 2015; Alatorre-Cruz y col., 2017).

Las lesiones causadas en el intestino por la administracion de FCL pueden afectar
la absorcion de nutrientes. Se propone que estos efectos adversos también son
dependientes de la interaccion con la microbiota intestinal por lo que podria
generar una disbiosis, esto es cambios en la estructura y funciones de la

microbiota presente en el intestino del huésped (Pusztai y Bardocz, 1996; Rhodes.



1999). La microbiota cumple con funciones metabdlicas fundamentales para el
organismo, entre ellas la proteccion del tracto digestivo, principalmente por la
generacion de metabolitos como los acidos grasos de cadena corta obtenidos de

la fermentacion de prebidticos (Thorburn y col., 2024; Xiao y col., 2015).

Los prebidticos son sustratos importantes para la microbiota ya que aumentan
poblaciones bacterianas benéficas, activando la funcién inmune del intestino y
manteniendo funciones intestinales, energéticas y preventivas contra el cancer.
También mejoran la absorcion de nutrimentos inorganicos y regulan el
metabolismo de lipidos (Xiao y col., 2015). El uso de prebidticos reduce la
formacién de fosas cripticas aberrantes causada por carcinogénicos, debido a que
mantienen la integridad de la mucosa intestinal y neutralizan factores bacterianos
de virulencia. Los mecanismos de accidn estan sujetos a la alteracion de la
actividad metabdlica microbiana colénica, reduccion del pH cecal, estimulacion de
la proliferacion de bacterias benéficas, asi como la produccion de &cidos grasos
de cadena corta (Pattananandecha y col., 2016). Entre los tipos de prebidticos se
encuentran los fructanos, que son metabolizados por plantas y utilizados como su
fuente de energia. Segun las variaciones en su estructura, se encuentran
fructanos tipo inulina, fructanos tipo levano, neoserie y graminado (Ritsema y
Smeekens, 2003). Una fuente importante de fructanos es el agave, principalmente
de agavinas; su estructura consiste en polisacaridos ramificados y una molécula
de glucosa. Los fructanos de agave, al ser suplementados en la dieta al 10%
incrementan significativamente la produccion de acidos grasos de cadena corta en
ciego y colon de ratas sanas (Garcia-Curbelo y col., 2015). Por lo anterior, el
presente trabajo determiné el uso de agavinas para disminuir los efectos adversos

de la administracion de la FCL de frijol Tépari sobre intestino.



Il. ANTECEDENTES
2.1. Lectinas vegetales

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune que pueden
enlazarse de manera reversible a carbohidratos complejos y azucares libres. La
capacidad de aglutinar células es su principal caracteristica. Estas moléculas
estan disponibles en organismos como bacterias, hongos, animales y plantas.
Entre sus principales funciones biolégicas se pueden mencionar la interaccion con
grupos sanguineos especificos, aglutinacion de linfocitos, eritrocitos,
espermatozoides, plaquetas, bacterias y células tumorales, induccion de mitosis
en linfocitos y efectos citotoxicos sobre células de cancer (Castillo y Abdullaev,
2005; Ferriz-Martinez y col., 2010).

Las lectinas vegetales se caracterizan por tener glicosilaciones y reconocer de
forma diferencial células animales. La mayoria es capaz de unirse a la membrana
de eritrocitos generando aglutinacion. Las lectinas vegetales se pueden encontrar
en hojas, tallos, cortezas y frutos pero mayormente en los cotiledones y
endospermos de las semillas (Lis y Sharon, 1998; Hernandez-Cruz, 2005). La
funcién de las lectinas vegetales esta implicada con el proceso de culminaciéon de
la fase productiva de las semillas, participan como sustratos en la biosintesis de
algunos nutrientes, y son parte del mecanismo de defensa de las plantas ante
situaciones de estrés, contra el ataque de hongos, bacterias, insectos, nematodos
y animales, ademas de ser parte de las estructuras de las proteinas de reserva de
la semilla (Elizalde y col., 2009). De acuerdo a su estructura molecular, se
describen seis familias de lectinas vegetales (Figura 1).

1. Lectinas de leguminosas. Constituyen entre el 2 al 10% del contenido proteico
total (Gupta, 1987). La estructura de las lectinas de leguminosas generalmente
consta de dos o cuatro subunidades idénticas y en cada subunidad hay un sitio de
unién para iones metalicos como Ca®*, Mn®** y Mg®*". Cada subunidad esta
constituida aproximadamente por 250 aminoacidos y pueden contener una o dos

N-glicosilaciones. Cada subunidad esta compuesta por doce hojas (3 antiparalelas



conectadas entre si por bucles, lo que les confiere una estructura aplanada en
forma de domo. Cuatro bucles localizados en la parte superior del monémero
forman el sitio de unién a carbohidratos y reconocen carbohidratos o azucares
simples uniéndose mediante enlaces débiles como puentes de hidrogeno, idnicos
y fuerzas de Van der Waals (Hernandez-Cruz y col., 2005). La estructura descrita
es rigida y fuerte por lo que son capaces de resistir al ataque proteolitico
enzimatico (Lis y Sharon, 1998).

2. Lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina. Generalmente
presentan subunidades idénticas, ricas en cisteina contrariamente a las lectinas de
leguminosas. Cada subunidad esta constituida por cuatro dominios tipo heveina
con puentes disulfuros, por lo cual no hay estructuras secundarias regulares a
excepcion de una pequefa a-hélice de cinco residuos. Cada dominio presenta un
sitio de reconocimiento a carbohidratos que no necesita la presencia de iones
metalicos (Hernandez-Cruz y col., 2005).

3. Lectinas aisladas de monocotiledéneas especificas de manosa. Estas lectinas
se obtienen de orquideas, ajo y amarilis, con secuencias de aminoacidos
altamente conservadas. Son tetraméricas y cada mondmero tiene un peso
aproximado de 12 kDa y una secuencia de 36 aminoacidos que se repite tres
veces. El sitio de reconocimiento a carbohidratos esta constituido por cuatro hojas
de B antiparalelas unidas entre si por giros. El conjunto se asocia de manera que
forma una corona aplanada, dejando aparecer un gran tunel central (Hernandez-
Cruz y col., 2005).

4. Lectinas en forma de prisma [ o del tipo jacalina. Las estructuras
tridimensionales de estas lectinas vegetales son muy similares a la de Artocarpus
integrifolia (jacalina). Son lectinas tetraméricas glicosiladas donde cada sub-
unidad contiene una cadena pesada (a) y una cadena ligera (B). Estan
constituidas por tres hojas B antiparalelas arregladas a manera de un prisma

triangular (Hernandez-Cruz y col., 2005).



5. Lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas. Consideradas
toxicos. Son de las estructuras mas complejas de lectinas. Constituidas por dos
cadenas, A y B, diferentes y unidas por enlaces disulfuro. La cadena A es la
responsable de la toxicidad (actividad de N-glicosidasa sobre el ribosoma que
inactiva la traduccion), mientras que la cadena B posee la actividad de lectina. La
cadena B estd constituida por dos dominios de cuatro sub-unidades, las cuales
contienen a-hélices y hojas 3 (Hernandez-Cruz y col., 2005).

6. Lectinas tipo amaranto. Dentro de este grupo estan lectinas provenientes de
distintas especies de amaranto, entre las que destacan Amaranthus caudatus y
Amaranthus leucocarpus. Cada proteina se encuentra formada por dos
monomeros en los que existen dominios N y C, unidos por una pequefia hélice.
Cada dominio muestra una conformacion observada en la cadena B de la lectina

Ricinus communis (Hernandez-Cruz y col., 2005).

Figura 1. Representacion esquematica de las estructuras tridimensionales de
lectinas vegetales. (1) Lectinas aisladas de leguminosas; (2) Lectinas con dominio tipo
heveina, en donde cada dominio se representa con las letras de la A-D; (3) Lectinas
aisladas de monocotiledoneas, especificas de manosa; (4) Lectinas con estructura tipo
primas 3; (5) Lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas; (6) Lectinas
tipo amaranto. (*) Sitio de union al carbohidrato (Hernandez-Cruz y col., 2005).



2.2. Efectos antinutricios de las lectinas

Las lectinas de la dieta son consideradas factores antinutricios debido a la union
efectiva con los receptores de superficie de las células epiteliales del intestino,
donde ejercen su actividad biolégica e inmunoldgica (Lajolo y Genovese, 2002;
Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005). Se ha encontrado que son resistentes a la
degradacion por bacterias presentes en el tracto digestivo y que tienen la
capacidad de sobrevivir a la digestion enzimatica en los mamiferos (Pusztai y
Bardocz, 1996; Rhodes, 1999). Estos efectos pueden evitarse cuando las lectinas
son sometidas a tratamientos térmicos, lo que causa desnaturalizacion irreversible
de la proteina. La actividad hemaglutinante ha sido eliminada bajo tratamiento
térmico a 92° C por 5 min (Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005). Se ha reportado
gue la lectina de soya se inactiva mediante tratamiento térmico a 100° C por 10

min (Lajolo y Genevese, 2002).

La disminucién de los procesos de absorcion de nutrimentos es el principal efecto
antinutricio debido a que las lectinas se adhieren a los carbohidratos de la
membrana del intestino delgado (principalmente duodeno y yeyuno), lo cual
provoca dafios en la pared intestinal caracterizados por hipertrofia e hiperplasia.
Provocan mayor permeabilidad en las células del intestino, permitiendo la
internalizacion de lectinas y péptidos, lo que puede desencadenar efectos
perjudiciales sobre el sistema inmune y otros 6rganos. Se ha descrito que la unién
de lectinas a la mucosa intestinal modifica la actividad de las enzimas digestivas,
lo que afecta el catabolismo de macronutrientes obtenidos endégenamente debido
a la descamacion de las células dafiadas. Se ha observado inhibicion del
crecimiento y aumento de mucinas. Se presume que el dafio a la mucosa intestinal
permite el paso de bacterias al sistema circulatorio y afecta 6érganos internos
(Pusztai y Bardocz, 1996; Elizalde y col., 2009). EI consumo diario de 0.73 mg/g
de lectina de soya en ratas ha mostrado reduccién en la retencién de nitrégeno y
aumento en su excrecion a traves de la orina, interpretandose como interferencia

con el metabolismo de proteinas (Czerwinski y col., 2005). Se ha reportado



también que las lectinas de soya reducen la produccién de insulina a una dosis

oral mayor de 0.02 g/kg de peso corporal (Bardocz y col., 1996).

Respecto a su resistencia, se ha observado que la Concavalina A, administrada
por via oral, se recuperd en un 90% en heces 4 dias después del tratamiento
(Nakata y Kimura, 1985). La lectina del frijol kintoki adminsitrada a ratones se
encontré en el tracto digestivo a niveles de hasta 78.6% 24 h después de
intubacién gastrica (Hara y col., 1984). En el caso de lectinas de frijol Tépari, se ha
observado que conservan su actividad aglutinante en heces por mas de 72 h

(Ferriz-Martinez y col., 2015).

Se propone que los efectos adversos también son dependientes de la interaccion
con la microbiota intestinal. Se ha descrito que las lectinas pueden estimular
selectivamente el crecimiento bacteriano en el intestino delgado, causando una
mayor endocitosis por células epiteliales. Lo anterior puede provocar
internalizacion de lectinas y bacterias asi como de sus metabolitos, lo que puede
inducir procesos toxicos en el organismo. Las dietas altas en lectinas, modifican
los perfiles bacterianos ya que pueden interactuar directamente con algunas
bacterias residentes del intestino y eliminarlas selectivamente con el paso de la
materia intestinal. Otro mecanismo descrito esta dado por la eliminacién de sitios
de unién potenciales para bacterias particulares mediante la interaccion directa de
las lectinas con borde del cepillo, donde se acelera la rotacion de células
epiteliales y se modifican las glicosilaciones de los receptores (Pusztai y Bardocz,
1996; Rhodes, 1999). Las lectinas de frijol han favorecido el crecimiento de E. coli
en el intestino de rata, mostrando ser dependientes de las dosis dado que, al
retirar la administracién de lectina, el exceso de E. coli disminuyé. Un aumento
excesivo de esta bacteria puede generar problemas gastrointestinales (Pusztai y
col., 1993). Se ha observado modificaciones en los perfiles bacterianos fecales en
ratas tras la administracion de lectinas de frijol Tépari, efecto reversible al

suspender el tratamiento (datos no publicados).



2.3. Lectinas de frijol Tépari

El frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) es originario del Noroeste de México y
Suroeste de los Estados Unidos. Se caracteriza por su alta resistencia a sequias,
se adapta a ambientes célidos, requiere poca humedad y es resistente a plagas.
Tiene un ciclo de produccion muy corto, sus semillas son de alta calidad proteinica
por lo cual ha sido utilizado para mezclarse con el frijol comun (Phaseolus
vulgaris) para su mejoramiento (LOpez-Soto y col., 2005; Jiménez-Galindo y
Acosta Gallegos, 2013). Es una leguminosa poco consumida por el ser humano ya
que necesita de largos tiempos de coccion y es de alta dureza. La composicién en
crudo del frijol Tépari es similar a otras variedades de leguminosas en
concentracion de cenizas, grasas y carbohidratos totales, pero especificamente
posee compuestos antinutricios como inhibidores de proteasas, fitatos y lectinas,
que son eliminados casi en su totalidad por coccién, lo que hace seguro su
consumo. Una importancia biolégica de las lectinas del frijol Tépari es que son
encontradas en menor concentracion pero mayor actividad hemaglutinante.

(Gonzalez de Mejia y col., 1989; Osman y col., 2003).

Lectinas de frijol Tépari han sido obtenidas por cromatografia de exclusién de
peso molecular, en lo que se ha denominado fraccién concentrada en lectinas
(FCL) y ejercen efecto citotoxico diferencial sobre lineas celulares cancerigenas,
particularmente sobre células de cancer de colon (Garcia-Gasca y col., 2012).
Estudios in vivo determinaron como dosis maxima sin efectos adversos la de 50
mg/kg de peso via intragastrica (L6épez-Sanchez y col.,, 2010). Esta dosis se
administr6 en ratas Sprague Dawley con cancer de colon inducido por 1,2-
Dimetilhidrazina, encontrandose inhibicion de la tumorogénesis temprana (Ferriz-
Martinez, 2015). La administracion subcrénica mostré pérdida de la ganancia de
peso corporal en un 10% con respecto al control, ademas de una disminucién
significativa en el consumo de alimento en la tercera semana de haber iniciado el
tratamiento, sin embargo se observo recuperacion en las siguientes tres semanas.
La dosis de 50 mg/kg de FCL no presento efectos toxicos sistémicos de acuerdo a

marcadores séricos para funcién hepatica, pancreatica y renal. Al analizar la



respuesta inmunoldgica después de 24 h de una dosis Unica de FCL se encontr6
disminucién de linfocitos y aumento de neutréfilos y eosindfilos, lo cual sugiera
activacion del sistema inmune (Ferriz-Martinez y col., 2015). Se ha reportado que
la administracion diaria de FCL por via intragastrica reduce la altura de las
vellosidades intestinales en ratas Sprague Dawley, manifestando atrofia intestinal
e hipertrofia pancreatica reversible al suspender el tratamiento (Figura 2)
(Alatorre-Cruz y col., 2017).

A Control
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Figura 2. Analisis histopatolégico de ileon después del tratamiento con FCL.
Microfotografias 5X de ileon muestran que las ratas tratadas mostraron vellosidades
atréficas (a) y un aumento de la altura de la cripta (b) después de 43 dias de tratamiento.

2.4. Microbiota intestinal

Los microorganismos mas estudiados son los que se encuentran en el tubo
digestivo dado que la poblacion es numerosa, diversa y dinamica. La microbiota
intestinal se ha adecuado a la vida en las superficies mucosas o en la luz del
intestino a través de los cambios adaptativos del ser humano desde su existencia.
Se ha comprobado que la funcion y composicion de los perfiles bacterianos se

modifican por diversas condiciones del huésped como son salud y enfermedad, las



diferentes etapas de la vida y a factores externos como el tipo de parto (cesarea o
parto natural), tipo de lactancia (materna o de formula), ciclo circadianos,
exposicién al estrés, uso de antibidticos, el lugar geogréfico donde habita el
huésped asi como los habitos alimenticios. Ante la modificacion de estos factores
se pueden presentar procesos inflamatorios, autoinmunes e infecciosos propios de
enfermedades como sindrome del intestino irritable, enfermedad inflamatoria
intestinal, cAncer de colon, Ulcera gastrica y obesidad (O"Hara y Shanahan, 2006;

Nicholson y col., 2012; Cigarran-Guldris y col., 2016).

Existen bacterias que habitan permanentemente en el tubo digestivo y se van
adquiriendo a través de la interaccion con el medio ambiente, son denominadas
bacterias nativas. Por otro lado se encuentran las bacterias pasajeras, ya que solo
se mantienen temporalmente en la luz o mucosas y después desaparecen, son
obtenidas principalmente de los alimentos y bebidas que consumimos (Guarner,
2010). La microbiota intestinal del ser humano se compone de mas de 100
trillones de microorganismos, supera 10 veces al nUmero de células somaticas y
constituyen aproximadamente 1.5 a 2 kg del peso corporal (Backhed y col., 2005;
Cigarran-Guldris y col., 2016). Se encuentran distribuidas en diferente tipo de perfil
bacteriano y cantidad segun la porciéon del tubo digestivo. En el estébmago y
duodeno corresponden a aproximadamente 10° UFC/mL, en esta porcién se
encuentran en menor cantidad ya que las bacterias son destruidas por las enzimas
digestivas ademas de que el transito es rapido lo que impide la colonizacion
estable. En la parte distal del intestino delgado la cantidad es de 10*-10® UFC/mL,
encontrandose en mayor cantidad en el colon debido a que el transito es lento, lo
que permite la proliferacibn de microorganismos y a su vez la generacion de
metabolitos por la fermentacion de materia organica presente. El promedio en esta
seccion es de 10° hasta 10*? UFC/mL en su mayoria son bacterias anaerobias y
estan adheridas a mucinas, criptas y colonocitos (Shanahan, 2002; Blaut y Clavel,
2007; Guarner, 2010). Por ubicaciéon y mecanismos se han descrito las siguientes

funciones:
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e Metabdlicas y nutricias: Intervienen en la asimilacion de nutrimentos de la dieta
y glicanos endégenos. La actividad bioquimica de la microbiota incluye la
recuperacion de energia en forma de acidos grasos de cadena corta,
produccién de vitaminas y efectos favorables sobre la absorcion de hierro y
calcio en el colon (Shanahan, 2002).

e Protectoras: Contribuyen al efecto barrera y al desplazamiento de
microorganismos patdgenos (Guarner, 2010).

e Troficas: intervienen en la modulacion del sistema inmune, en el desarrollo y la
proliferacion celular y en la diferenciacion del epitelio intestinal (Dominguez-
Vergara y col., 2009).

La dieta, higiene, los antibidticos o estadios de enfermedad pueden modificar la
microbiota, sin embargo, ésta tiene una gran capacidad de resiliencia, es decir,
que se adapta a las situaciones adversas que se presentan y es capaz de
recuperarse al estado inicial cuando cesa la perturbacion; este estado natural
positivo para el huésped se conoce como eubiosis (Alarcén-Cavero y col., 2016).
Cuando los diversos factores modifican la composicion microbiana al grado de
comprometer su funcionamiento se dice que se ha producido una disbiosis. Esto
puede ocasionar enfermedades relacionadas con las funciones intestinales y
sistémicas dependiendo de la susceptibilidad del huésped (Greer y O"Keefe, 2011;
Cigarran-Guldris y col., 2016). Para mantener el funcionamiento adecuado de la
microbiota se ha propuesto el uso de suplementos dietéticos que pueden
influenciar la composicion de la microbiota y proveer salud, como prebioticos,
probiodticos; microorganismos viables, definidos en nameros suficientes, no
patdgenos y no toxicos, que alteran la microbiota, por implantaciéon o colonizacion,
en un compartimiento del huésped, y simbidticos; productos que contienen
prebioticos y probidticos, cuya combinacion podria mejorar la supervivencia del
organismo probidtico, debido a que su sustrato especifico esta facilmente
disponible para su fermentacién, y dar como resultado ventajas para el huésped
(Collins y Gibson, 1999; Schrezenmeir y De Vrese, 2001).
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2.5. Prebiodticos

Un prebidtico es aquel ingrediente alimentario que no puede ser digerido por

enzimas humanas, sin embargo, influye en el crecimiento selectivo o la actividad

de una o de un ndmero limitado de bacterias en el colon, por lo que confiere

beneficios para la salud del huésped. Debe entonces cumplir con las siguientes

caracteristicas (Collins y Gibson, 1999; De Vrese y Schrezenmeir, 2008).

Ser resistente a la acidez gastrica, asi como a la hidrélisis de enzimas de
mamiferos, por lo tanto no pueden ser absorbidos.

Ser fermentado parcialmente por bacterias en el intestino grueso, siendo un
sustrato fermentable nutricional para la microbiota intestinal.

Estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad bacteriana en el intestino
que provea salud y bienestar, especificamente aumentando poblacion de
bacterias acidofilas fermentativas (Bifidobacterium y Lactobacillus) y ser capaz,
en consecuencia, de altera la microbiota colénica hacia una composicion mas

saludable.

Son considerados prebidticos los oligosacaridos compuestos de 3 a 30 moléculas

de monosacaridos los cuales estan unidos por enlaces glicosidicos tipo B. Se

consideran los siguientes tipos y fuentes (Hernandez y col., 2015):

Fructooligosacaridos (FOS) e inulina. Se adquieren de achioria, cebolla, ajo,
alcachofa, yacon, puerro, esparragos, entre otros. Son obtenidos a partir de la
sacarosa mediante transfructosilacion por la enzima B-fructofuranosidasa. Los
FOS estan formados por 3-4 unidades de fructosa unidas con enlaces (3(1,2)
con residuo terminal D-glucosa.

Galacto oligosacarido (GOS). Sus fuentes son la leche y legumbres. Son
producidos por la accion de la p-galactosidasa con actividad de
transgalactosilacion. Las uniones son entre dos unidades de galactosa,
principalmente tipo B(1,4) o tipo B(1-6), utilizando como sustrato lactosa.

Xilo oligosacarido (XOS). Presentes en verduras, fruta, miel y leche.
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Isomalto oligosacarido (IMOS). Presentes en soya y miel.

Lactulosa. Se produce mediante la isomerizacion alcalina de la lactosa de la
leche de vaca. Es un disacérido galactosa-fructosa, se ha utilizado como
tratamiento para el estrefiimiento en la encefalopatia hepatica.

Oligosacéridos de la leche materna. La lactosa como tal se describe por su
efecto prebidtico y ésta a su vez origina (B-galactooligosacaridos (B-GOS). La
unién de B-GOS a fucosa forma OS neutros (fucosilados) y por unién a acido
sialico produce OS acidos (acido acetilmuramico). Dichos compuestos cambian

Su concentracion segun sea calostro o leche madura.

Los efectos de los prebidticos hasta ahora reportados son (Xiao y col., 2015):

Funciones intestinales: aumentan la presién osmatica luminal, secrecion del
agua, el peristaltismo, la generacion de gases y el volumen de las heces.
Favorecen la prevencion de infecciones, diarrea, estrefiimiento y mejoran los
sintomas de la enfermedad inflamatoria intestinal.

Aumento en la produccion de acidos grasos de cadena corta: Son una fuente
importante de nutrimentos para el epitelio intestinal. El butirato estimula la
proliferacion celular de la mucosa cecal y colénica en humanos y animales
como cerdos y ratas. Después de la primera captacién, tanto el butirato como
el propionato son metabolizados por los hepatocitos. El acético es absorbido
directamente por el higado, contribuyendo asi a la ingesta energética del
huésped.

Efecto preventivo de apariciébn de tumores malignos en el epitelio del colon:
Existe evidencia sobre el efecto protector del butirato contra la carcinogénesis
y como antiinflamatorio en las células de cancer de colon. Actia como
regulador del crecimiento celular al retardar la proliferacion celular y favorecer
la diferenciacién y apoptosis.

Metabolismo de lipidos: Reducen el colesterol LDL (lipoproteinas de baja
densidad) y el nivel de triglicéridos sanguineos ya que la produccién de acidos
grados de cadena corta inhibe las enzimas implicadas en la sintesis de

triglicéridos y colesterol en el higado en humanos y ratas. Ademas existe
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reporte de que aumentan HDL (lipoproteinas de alta densidad) que estan
implicadas en el transporte adecuado del colesterol.

e Absorcion de nutrimentos inorganicos: Favorecen el aumento de la
biodisponibilidad de nutrimentos inorganicos como el calcio, zinc, el magnesio
y el hierro. Lo anterior cobra importancia en el tratamiento de osteoporosis y
sus sintomas al disminuirse moderadamente la excrecion urinaria de calcio y
aumentarse su absorcion.

e Funcion inmunologica: Aumentan la proliferacion de bacterias productoras de
acido Ilactico, especies de Bifidobacterium y Lactobacillus; y atendan
componentes patégenos de la microbiota como Enterobacteriaceae,

Clostridium sensu strictu, Streptococcus faecalis y Proteus sp.
2.6. Fructanos

Los fructanos son polisacaridos de moléculas de fructosa unidas por enlaces
glicosidicos B 2-1 y B 2-6, pueden presentar en su estructura una molécula de
glucosa terminal o interna y pueden ser lineales o ramificados. El agave produce a
su vez diferentes fructanos como; inulina, levanos, neofructanos, graminados y
agavinas (Mancilla-Margalli y Lopez. 2006). Las agavinas son consideradas
fructanos tipo inulina debido a su grado de polimerizacion, ya que los fructanos
que contienen 3 a 10 moléculas en su estructura se denominan
fructooligosacéridos y los que contienen mas de 10 se catalogan como inulinas

(Figura 2) (Mancilla-Margalli y Lépez. 2006).
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Figura 3. Estructuras moleculares basadas en los tres grupos propuestos de
agavinas (Mancilla-Margalli y Lépez. 2006).

La suplementacion de oligofructosa e inulina de cadena larga en modelos murinos
ha mostrado un aumento de las vellosidades asi como criptas mas profundas y
estabilizacion de la barrera de la mucosa intestinal debido a la interaccion de los
prebiodticos con las bacterias presentes en el intestino, con efecto trofico positivo
del prebidtico en la barrera mucosa (Kleesen y col., 2003). En modelos de cancer
en ratas se ha observado que la adiccion de inulina de cadena larga disminuye la
formacion de fosas de criptas aberrantes, ademas aumenta la proliferacién de
bacterias benéficas como Bifidobacterium y Lactobacillus (Pattananandecha y col.,
2016; Reddy y col., 1997).
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Estudios en modelos in vivo han mostrado que la administracion de agavinas
reduce la ingesta de alimentos, el peso corporal, la glucosa, los triglicéridos y el
colesterol en ratones con sobrepeso, asociado al incremento en los niveles de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente propionico y butirico, en la
porcion distal del intestino grueso; asi como a la restauracion de la relacion
Firmicutes/Bacteroidetes (Huazano-Garcia y Lopez. 2015). En cuanto a estudios
clinicos, se ha observado que la suplementacion de inulina de agave altera la
composicion y actividad de la microbiota en adultos sanos. Estos resultados se
atribuyen a la estructura molecular propia de la inulina de agave asi como a la
cantidad administrada. Los pacientes que consumieron las mayores dosis
propuestas en el estudio (5 y 7.5 g de inulina) aumentaron poblaciones de
bacterias que confieren beneficios al huésped, principalmente Bifidobacterium
(Holscher y col., 2015).

2.7. Acidos grasos de cadena corta (AGCC)

Resultado de la fermentacién de los polisacaridos complejos, que no son digeridos
en el intestino delgado, la microbiota del colon genera metabolitos como los AGCC
y gases (CO, y Hj), entre otros (Chassard y Lacroix, 2013). Se describen
principalmente la produccién tres AGCC: acetato, propionato y butirato en
proporcion 3:1:1. Esta produccion estd mediada por la cantidad en forma fisica y
composicion quimica de los sustratos fermentables asi como de las bacterias
presentes y su interaccién con los demas microorganismos en el tubo digestivo y
el vaciamiento intestinal (Macfarlane y Macfarlane, 2003; Louis y col., 2014). La
mayoria de bacterias intestinales utilizan la via glicolitica para obtener energia de
los carbohidratos, que de primera instancia se convierten en piruvato y acetil-CoA.
A partir de estos se da el control para la generacion de amplia gama de productos
obtenidos por metabolismo fermentativo (Macfarlane y Macfarlane, 2003). Las
principales bacterias sacaroliticas generadoras de AGCC se muestran en el
Cuadro 1 (Puertollano y col., 2014).

16



Cuadro 1. Principales grupos de bacterias intestinales y metabolitos de la

fermentacién sacarolitica (Puertollano y col., 2014)

Especies de bacterias Metabolitos

Bacteriodes Acetato y propionato
Bifidobacterium Acetato, lactato
Clostridium Acetato, butirato, lactato, propionato
Lactobacillus Acetato y lactato
Atopobium Acetato y lactato
Faecalibacterium Butirato

Fusobacterium Acetato, butirato y lactato
Ruminococous Acetato y lactato
Enterobacterium Acetato y lactato
Eubacterium Acetato, butirato y lactato
Enterococcus Lactato

Prevotella Propionato

Roseburia Butirato

Los AGCC son utilizados por las células epiteliales del intestino, principalmente de
zona distal, como fuente de energia ademas, estan implicados en la regulacion de
la proliferacion, diferenciacion y modulacion celular de los colonocitos. También se
destaca su importancia en funciones fisioldgicas en diferentes tejidos y como usos
terapéuticos en trastornos metabdlicos e inflamatorios (Puertollano y col., 2014).
Entre los mecanismos mediante los cuales estan implicados en el mantenimiento

funcional y estructural del intestino se encuentran (Thorburn y col., 2014):

1. Promocion de la secrecion del moco. El moco es un elemento importante para
la separacion fisica de las bacterias de la superficie intestinal y es un
contribuyente critico para la homeostasis intestinal y tolerancia inmune. Esta
descrito que las especies de alta produccibn de acetato Bacteroides
thetaiotaomicron promueven la diferenciacion de células caliciformes y la

expresion de genes para la produccion de moco.
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2. Promocién de la secrecion de IgA, implicada en el mantenimiento no
inflamatorio entre el huésped y la microbiota intestinal. Los AGCC promueven la

secrecion de esta inmunoglobulina por las células B.

3. Reparacion tisular. La mucosa intestinal es propensa a ulceracion y dafio fisico
por acciones de parasitos, y dependera de la capacidad y eficiencia del proceso
de reparacion. Los AGCC estan implicados en estos procesos de reparacion al
participar en la proliferacion y diferenciacion celular del epitelio intestinal. Por
ejemplo la inhibicion de NF-KB por AGCC.

4. Mantenimiento de la integridad epitelial.- Este mecanismo se debe a la
implicacién del sistema inmunitario innato para la produccién de interleucina 18
(IL-18).

2.8. Uso de modelos murinos para el estudio de microbiota intestinal

Los murinos (murinae) son una subfamilia de roedores pertenecientes a la familia
Muridae, que incluye ratas y ratones. Estos modelos disminuyen factores de
confusibn como la genética, edad y dieta. Su genoma estd completamente
secuenciado, son de rapida reproduccion, su manipulacién y mantenimiento es
facil por su tamafio en comparacion con otros modelos animales. Son utilizados
como modelos en la investigacidbn de la microbiota intestinal humana, ya que
existe similitud en la anatomia del tracto gastrointestinal con los humanos. Las
diferencias entre la microbiota de los humanos y los modelos murinos pueden
estar dadas por las diferencias en estructuras anatémicas y un pH diferente a lo
largo del tracto digestivo, ademas de que la capa de mucosa es mas gruesa en el
colon de humanos que en ratas y ratones. Se ha reportado que los filos mas
abundantes de bacterias en humanos son Firmicutes y Bacteroidetes, siendo
también los filos mas abundantes en estos modelos pero difieren en su
composicion. Sin embargo, los taxones encontrados comparten la capacidad de
degradar fibras dietéticas, un ejemplo claro es la inulina que en humanos aumenta
la abundancia relativa de B. adolescentes y Faecalibacterium praunsnitzii mientras

gue en ratas aumenta la abundancia de Bacteroides uniformis, Blautia glucerasea,
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Clostridium indolis y Bifidobacterium animalis (Hillman y col., 2017; Pereira y
Berry, 2017). El Cuadro 2 muestra los taxones mas abundantes entre estas
especies (Brooks y col 2003, Zoetandol y col., 2006; Hillman y col., 2017).

Cuadro 2. Principales taxones en la microbiota intestinal en humanos y
modelos murinos (Brooks y col 2003, Zoetandol y col., 2006; Hillman y col.,
2017).

Humano Rata Ratén
Firmicutes Firmicutes Firmicutes
Clostridium coccoides- Bacillus, lactobacillus, Bacteroidetes
Eubacterium rectale 1 streptococcus 1
Clostridium leptum 1 Clostridium leptum
Veillonella Clostridium coccoides
Eubacterium cylindroides Ruminococcaceae
Lactobacillus- Lachnospiraceae
enterococcus Bacteroidetes
Bacteria/ Ruminoccoccaceae Bacteroides y Cytophaga 1
Géneros Lachnospiraceae Prevotellaceae
presentes Bacteroidetes Rikenellaceae
Bacteroides-Prevotella 1 Cyanobacteria

Actinobacteria
Bifidobacterium
Atopobium
Proteobacteria
Enterobacteriaceae
Verrucomicrobia
Akkermansia

Methanobrevibacter Methanobrevibacter Methanobrevibacter
Archaea .
Nitrososphaera
Herpesviridae Variable Variable
. Papillomaviridae
Virus -
Polyomaviridae
Adenoviridae
Candida Ascomycota Ascomycota
HoNOOS Malassezia Basidiomycota Basidiomycota
9 Saccharomyces Chytridiomycota Chytridiomycota
Cladosporium Zygomycota Zygomycota

2.9. Técnicas moleculares para el estudio de comunidades microbianas

El ser humano tiene interaccion directa con diversos microorganismos, incluyendo
bacterias, hongos, arqueas y virus, que residen en el interior o exterior de su
cuerpo, llamados microbiota. Puede variar dependiendo al ambiente del huésped

en estados de salud y enfermedad. Estos microorganismos pueden diferenciarse
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en comensales, mutualistas y patdégenos (Marchesi y Ravel, 2015; Alarcén-Cavero
y col., 2016; Murray y col., 2017). Al conjunto de material genético, es decir el
genoma, de los microorganismos que habitan en un ambiente definido se conoce
como microbioma (Gill y col., 2006; Marchesi y Ravel, 2015). Un nicho es un
conjunto de relaciones para una poblacion de especies en particular en una
comunidad determinada, es decir, la funcion de una especie dentro de una
comunidad dada. Mientras que el habitat es la respuesta distributiva de dicha
especie a factores ambientales intercomunitarios (Whittaker y col, 1973).La
complejidad de los conceptos ecoldgicos en la microbiologia ha dado lugar al uso
de términos especificos, por ejemplo, se habla de dimensiones bibticas para referir
a las interacciones entre organismos Yy dimensiones abibticas cuando las
interacciones son entre el organismo y su entorno. Entendiendo a cada especie
individual en el sistema como un bionte, es decir un arbol, humano o bacteria.
Entonces un holobionte, describe a una comunidad ecolégica de microorganismos
comensales, simbidticos y patégenos que se retroalimenta debido a las
actividades y caracteristicas de sus componentes. Mientras que hologenoma, es la
suma total de los genomas componentes de un organismo eucariota, comprende
el genoma del hospedero y su microbiota. La teoria del hologenoma postula que;
a) Los microorganismos adquieren de su huésped un entorno protegido y rico en
nutrientes, b) afectan la aptitud del holobionte y se ven afectados por él, c) la
variacion del hologenoma puede ser provocada por cambios en el genoma del
huésped o en el microbioma y d) estas variaciones pueden transmitirse de
generacion en generacion (Rosenberg y Zilber-Rosenberg, 2011; Guerrero y col,
2013; Cerqueda y Falcon, 2016)

Las técnicas moleculares para el andlisis de comunidades microbianas se han ido
desarrollando a partir de los objetivos de la investigacion como: caracterizacion de
la diversidad bacteriana de las muestras, enumeracion de grupos de bacterias
relacionados filogenéticamente, seguimiento o monitoreo de organismos o
poblaciones especificos tanto cuantitativa como cualitativamente, asi como
identificacion definitiva de bacterias aisladas. Existen dos herramientas esenciales

para organizar la diversidad de la vida que son la taxonomia y la filogenia. La
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taxonomia clasifica a los organismos basado en una jerarquia de nombres
taxondmicos, para bacterias son tres dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya hasta
millones de especies. La filogenia es una estimacion de la historia evolutiva de los
microorganismos Yy clasifica cada organismo por una serie de divisiones
correspondientes a eventos estimados en los que un ancestro comdn mas reciente
se especiaba para formar dos especies hijas. El andlisis filogenético de los datos
puede permitir categorizar microorganismos no clasificados, probar hipotesis
evolutivas sobre asociaciones de rasgos o0 caracteristicas que impulsan las
asociaciones de habitat, y comprender mejor como difieren las comunidades
bacterianas y como cambian con el tiempo, espacio y los tratamientos (Washburne
y col., 2018). La Figura 3 muestra la clasificacion general de las técnicas utilizadas

para los analisis de comunidades bacterianas.
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Figura 4. Técnicas moleculares para el analisis de comunidades bacterianas. (Diaz-
Ruiz y Wacher-Rodarte, 2003; Doringo y col., 2005; Suarez-Moya, 2017.)

Las técnicas para el analisis de relaciones filogenéticas entre bacterias estan

basadas en el DNA y secuencias de nucleétidos, especialmente en genes que
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codifican para las subunidades ribosomicas como 16S y 23S asi como sus
espacios intergénicos. La secuencia génica del ARNr 16S es la mas ampliamente
utilizada, este marcador se presenta como una familia de multigenes u operones
cuya funcion no se modifica con el tiempo y actia como marcador eficiente de
evolucion ademas, proporciona informacién atil y rapida sobre su identificacion y
filogenia mediante la comparacion con bases de datos publicas que contienen un
amplio nimero de secuencias bacterianas (Diaz-Ruiz y Wacher-Rodante, 2003).

Bibliotecas de clonas de rDNA 16S: El primer paso en esta técnica es clonar los
productos obtenidos de PCR, y posteriormente se realiza una secuenciacion
aleatoria a través de bases de datos de secuencias existentes (GenebankTM o
EMBL) para identificar especies o similitud con especies ya conocidas (Dorigo y
col., 2005; Nocker y col., 2007).

DGGE (electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante), TGGE
(electroforesis en gel con gradiente de temperatura): Se amplifican los genes
que codifican el 16S rDNA y posteriormente se realiza una electroforesis en un
gel de poliacrilamida. Los fragmentos obtenidos de DNA tienen la misma longitud
pero difieren por lo menos en un nucleotido, pueden separarse por electroforesis a
través de un gradiente lineal de desnaturalizantes quimicos (urea y formamida) en
DGGE o mediante un gradiente de temperatura lineal (TGGE). Inicialmente los
productos se separan de acuerdo a su peso molecular y la desnaturalizacion
produce la separacion de las cadenas de DNA bicatenario. EI comportamiento de
fusién depende principalmente de la longitud del producto, su contenido de GC y
la secuencia de nucleotidos (Dorigo y col., 2005; Nocker y col., 2007; Deng y col.,
2008)

RISA (Analisis de espaciadores intergénicos ribosomicos) y ARISA (Andlisis
de espaciadores intergénicos ribosémicos automaticos): En este método se
amplifican las regiones espaciadores transcritas intergénicas (ITS) localizadas
entre los genes rDNA 16S y 23S. Los productos de la amplificacion difieren en

longitud y se separan mediante electroforesis en funcion de su tamafio y se
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visualizan bajo tincion. En ARISA, se usa un cebador directo marcado
fluorescentemente, que detecta los amplicones mediante electroforesis capilar
automética. EI numero total de picos fluorescentes distintos en los datos de ARISA
dentro de una muestra dada se toma como una estimacion de la diversidad de
especies, y los tamafios de los fragmentos se pueden comparar con los de la base
de datos de GenBank (Dorigo y col., 2005; Nocker y col., 2007).

SSCP (Poliformismo de conformacion de cadena Uunica): Detecta las
variaciones de secuencias entre los fragmentos de DNA, que generalmente son
secuencias del gen 16s rDNA amplificadas por PCR. Posteriormente se realiza
electroforesis para analizar los amplicones en funcion de su tamafio, la
desnaturalizacion se realiza antes de cargar la muestra en el gel. La deteccién se
lleva a cabo mediante tincién o se marcan fluorescentemente para ser detectados
por un secuenciador de DNA automatizado (Dorigo y col., 2005; Nocker y col.,
2007).

Polimorfismo de conformacion de cadena uUnica (SSCP): El andlisis del
polimorfismo de conformacién monocatenario (SSCP) detecta las variaciones de
secuencia entre los fragmentos de ADN, que generalmente son secuencias del
gen rRNA 16S amplificadas por PCR. A bajas temperaturas, el ADN
monocatenario adoptara una conformacion tridimensional determinada por las
interacciones intramoleculares que influyen en su movilidad electroforética en un
gel de poliacrilamida no desnaturalizante. Los fragmentos de PCR del mismo
tamafo, pero con diferentes secuencias de nucleétidos se separaran debido a su
diferente movilidad electroforética. Las diferencias en la movilidad se detectan en
autorradiogramas (deteccion radiactiva), mediante tincion con plata de las bandas
o andlisis automatizado de alto rendimiento usando cebadores marcados

fluorescentemente (Dorigo y col., 2005; Nocker y col., 2007).

RFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion): Es un método
simple basado en la digestion de restriccion del DNA de la comunidad ribosomal

amplificado por PCR seguido de separacion electroforética de fragmentos de
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restriccion en alto porcentaje de agarosa o geles de acrilamida. El polimorfismo se
basa Unicamente en un parametro, la longitud del fragmento. Un estandar de
tamafio etiquetado con un fluoréforo diferente permite la asignacion precisa de
longitudes de fragmentos con una resolucion de par de bases uUnica (Dorigo y col.,
2005; Nocker y col., 2007).

T-RFLP (Polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion terminal): Es
una técnica de toma de huellas dactilares de la comunidad que se basa en la
digestion de restriccion de los fragmentos de PCR marcados en el extremo
fluorescente de doble cadena. Como regla general, una sola especie contribuird
con un solo fragmento terminal de un tamafio dado, aunque varias especies
pueden tener fragmentos terminales de tamafio idéntico. Se realiza electroforesis
en gel en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes o por electroforesis capilar,
y se distinguen por deteccion fluorescente inducida por laser. Estos datos de
fluorescencia se convierten en electroforegramas, en los cuales los picos
representan fragmentos que difieren en tamafio, y las areas debajo de los picos
indican las proporciones relativas de los fragmentos (Dorigo y col., 2005; Nocker y
col., 2007).

FISH (Hibridacion fluorescente in situ), TSA-FISH (Amplificacion de la sefial
de la tiramida de FISH): En la hibridacion fluorescente in situ se utilizan sondas
fluorescentes dirigidas a rDNA, se usa en microbiologia para investigar la
composicién taxonémica general de comunidades bacterianas o ensamblajes. Las
sondas pueden disefiarse para ser complementarias a sitios objetivo especificos
de especie, grupo o reino. Las células se fijan para que sean permeables a la
sonda, que luego hibrida con su sitio objetivo especifico. Después de la
hibridacion, las comunidades microbianas son tipicamente examinadas por
microscopia epifluorescente. La TSA-FISH es la modificacion de la técnica FISH,
donde se aumenta la sefal fluorescente de las células hibridadas 20-40 veces
(Dorigo y col., 2005).

24



Re-asociacion de DNA: En esta técnica se realizan comparaciones enteras de
DNA entre dos comunidades o para estudiar la variedad de la secuencia de una
sola comunidad. EI DNA se extrae y se purifica. Se monitorea la cinética de re-
asociacion del DNA monocatenario desnaturalizado con secuencia homoéloga, lo
que refleja finalmente el tamafio del genoma o la complejidad del DNA. Cuanto
mayor es el grado de similitud entre dos comunidades o hay mayor homologia de
secuencia de una sola comunidad, mas rapido es el proceso de reagrupacion y

viceversa (Dorigo y col., 2005).

Las secuenciacion del DNA para crear el primer borrador del genoma humano dio
paso al desarrollo de nuevas tecnologias para la secuenciaciéon masiva de DNA
(Nikolaki y Tsiamis, 2013). Con un gen de referencia comprobado por los métodos
clasicos y nuevas herramientas para el analisis de datos, se ha conseguido
informacioén sobre el microbioma humano, con un nivel de detalle sin precedente

en cuanto a la taxonomia y funcién de los microorganismos.

La primera generacion de técnicas de secuenciacion surgié con el método de
Sanger en el cual el uso de didesoxinucleétidos trifosfato (ddNTP) como
terminadores de la cadena de DNA permite la secuencia de DNA directamente a
partir de la placa de rayos X o de la imagen de gel (Suarez-Moya, 2017). La
pirosecunciacion es un método de secuenciacion de DNA basado en la
monitorizacion en tiempo real de la sintesis de DNA, utiliza perlas y comienza con
una sola molécula patron, que se amplifica con PCR en emulsion (Nikolakiy y
Tsiamis, 2013). A partir de este fundamento se desarrollaron técnicas de segunda

y tercera generacion (Nikolakiy y Tsiamis, 2013; Suarez- Maya, 2017):
Segunda generacion

Roche: Aplica una técnica basada en la polimerizacion no fluorescente, que mide
la liberacion del pirofosfato en una reaccion de polimerizacion mediante una serie
de reacciénes enzimaticas acopladas, que liberan luz cada vez que se incorpora
un nucledtido. La longitud de las lecturas generadas permite la secuenciacion de

novo de genomas.
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SOLID (Sequencing by Oligo Ligation Detection): Usa secuenciadores de
“Applied Biosystems: Life Technologies” y obtiene la secuencia por ligacion de
octameros marcados de secuencia conocida a la cadena de DNA, con la posterior

deteccidn de la sefal fluorescente emitida tras cada ligacion.

[llumina: Adapta la familia de secuenciadores Solexa, aplica también un método
basado en la polimerizacion del DNA, donde la incorporacion de un nucleétido
marcado con fluorescencia y protegido en la cadena naciente impide que esta siga
creciendo. Después de detectar la sefal fluorescente se elimina el grupo protector

que puede incorporar otro nucleétido marcado e inicial un nuevo ciclo.

lon-Torrent: Se basa en una secuenciacion con “chips” semiconductores. Detecta

iones H" liberados por la polimerasa tras la incorporacion de un nucleétido.
Tercera generacion

Estas técnicas aplican la tecnologia SMRT (single molecule real time sequencing)
basada en la lectura de la hebra molde del DNA, llevando al limite los avances de

la nanotecnologia de las pequefias moléculas. Las principales plataformas son:

HeliScope: desarrollada por Heliscos BioScience Corporation, estd basada en la
secuenciacion a tiempo real de miles de millones de pequefias moléculas Unicas

de DNA adheridas a una superficie sélida.

PacBio (Pacific Biosciences): Se basa en la deteccién de una sola molécula de
DNA polimerasa trabajando de manera continua para obtener mayor velocidad.
Con esta estrategia el equipo es tan sensible que es capaz de detectar la

fluorescencia pegada a un solo nucleétido.

Mini ON (Oxford Nanopore): Es una de las mas recientes tecnologias que
permite secuenciar DNA y proteinas especificas por electricidad. Mide el cambio
en la corriente resultante de las cadenas de DNA que interactian con un nanoporo

de proteina cargada.
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La eleccion del método de andlisis depende de la complejidad de la comunidad, la
experiencia de personal en el laboratorio, la profundidad de analisis requerida,
disponibilidad de instrumentacién y limitaciones presupuestarias y de tiempo.
Muchas técnicas de creacion de perfiles comunitarios se utilizan junto con la
secuenciacion. Los métodos de perfil a menudo se usan para seleccionar y
comparar rapidamente comunidades, pero la necesidad de identificar
filogenéticamente a los miembros de la comunidad hace que la secuencia de
sefales individuales o de una biblioteca de clones sea inevitable (Nocker y col.,
2007).

La recomendacion general para "un buen andlisis del rDNA 16S mediado por PCR
a partir de muestras ambientales” consiste en estudios comparativos que
incorporan diferentes estrategias de extraccion de ADN, amplificacion por PCR y
clonacién, con condiciones de replicaciébn y PCR controlada. Para el refinamiento
del protocolo se recomienda realizar la técnica por triplicado, que implica alicuota
la muestra (McCartney, 2002). En esta investigacion se utilizé la secuenciacion de
la region ITS 16S-23S, esta técnica ha sido util para la identificacion rapida para el
estudio de cambios generales en la diversidad y adecuada para el andlisis de
estructuras de comunidades microbianas (Leblond-Bourget y col., 1996; Cardinale
y Inchausti, 2004; Popa y col., 2009).
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ll. JUSTIFICACION

La FCL de Frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) presenta efecto citotoxico
diferencial sobre lineas celulares de cancer de colon, mientras que en pruebas in
vivo ha mostrado efecto antitumorogénico temprano en ratas. Sin embargo, se ha
encontrado que también se presentan efectos adversos como son la pérdida de la
ganancia de peso corporal, la disminucion en el consumo de alimentos en las
primeras etapas de la administracion, atrofia intestinal e hipertrofia pancreética,

ademas de generar cambios en la microbiota intestinal.

La microbiota intestinal genera metabolitos implicados en la regulacion de la
integridad intestinal, asi como de proteccion. Se sabe que la administracion de
prebidticos en la dieta modifica la produccion de metabolitos como los &cidos
grasos de cadena corta. Las agavinas, prebiotico clasificado como fructano tipo
inulina, ha demostrado que al ser incluidas en la dieta aumenta la produccion de
acidos grasos de cadena corta en todas las porciones del tracto digestivo,

principalmente en la porcién distal.

Por lo anterior, resulta importante estudiar el uso de agavinas para disminuir los
efectos adversos causados por la administracion de la FCL en ratas Sprague

Dawley.
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IV. HIPOTESIS

La administracion de agavinas disminuye los efectos adversos como pérdida de la
ganancia de peso, disminucion del consumo de alimento, atrofia intestinal y
cambios de la microbiota intestinal provocados por la administracion intragastrica

de la FCL Tépari en tracto digestivo de ratas Sprague Dawley
V. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

Evaluar el uso de agavinas sobre los efectos adversos provocados por la FCL de

frijol Tépari.
5.2. Objetivos especificos

+ Evaluar el efecto de la administracion de agavinas sobre el peso corporal y
consumo de alimento en ratas tratadas con la FCL de frijol Tépari.

+ Determinar el efecto de las agavinas sobre histologia en intestino delgado y
grueso en ratas tratadas con la FCL de frijol Tépari.

* Analizar los cambios en la microbiota fecal a partir de diferencias en
regiones intergénicas ribosomales tras la administracion de agavinas

posterior al tratamiento de FCL en ratas.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. Disefio de estudio
El disefio de estudio fue longitudinal, experimental y comparativo.

6.2. Obtencion de la fracciébn concentrada en lectinas de frijol tépari

(Phaseolus acutifolius)

La semilla del frijol Tépari se obtuvo de la central de abastos de Hermosillo,
Sonara. La fraccion concentrada en lectinas obtenida del frijol Tépari se purifico en
el Laboratorio de Mecanismos de Defensa de Plantas del CINVESTAV Unidad
Irapuato, mediante cromatografia de exclusién de peso molecular. Los solventes
empleados fueron de J.T. Baker. Las matrices para cromatografia de exclusién

molecular Sephadex G-75 fueron de Pharmacia.

Se obtuvo la FCL de acuerdo al método desarrollado por Garcia-Gasca y col.
(2012). Brevemente, se obtuvo la harina de frijol utilizando un molino Tekmar A-10,
la cual fue desgrasada utilizando cloroformo y a una proporcion 4:1 p/v 3 veces.
Se pesaron 100 g de harina y se obtuvo el extracto crudo de proteina en 500 mL
de agua desionizada agitado durante 12 h a 4°C. Posteriormente se centrifugo a
32,000 g's durante 30 min. Se realizd precipitacion al 40% de saturacion de sulfato
de amonio con agitacion magnética lenta. El resultado se equilibré6 por 30 min a
4°C enseguida se centrifugo a 32,000 g's durante 1 h. Se obtuvo el sobrenadante
y se llevo al 60% de saturacion con sulfato de amonio que se centrifugé a 32,000
g’s por 1 h. El precipitado se recuperé y se descarté el sobrenadante que fue
disuelto en un volumen minimo de agua desionizada y se dializd para eliminar total
de sales presentes; posteriormente fue liofilizada y almacenada a -20°C hasta su
uso. La FCL se obtuvo mediante cromatografia de exclusion molecular en una

columna de Sephadex G-75, fue liofilizada y almacenada a -20°C hasta su uso.

Utilizando una muestra de 1 mg de liofilizado/mL de solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS), se cuantificd el contenido de proteinas (Bradford, 1976) y se
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determind la actividad aglutinante (Jaffé, 1980). Brevemente, en una placa de 96
pozos se distribuydé muestra de la siguiente manera: en el pozo 1A se colocaron
100 pL de PBS; en el pozo 1B se colocaron 100 pL de una muestra de FCL con la
concentracion de proteina previamente conocida. A partir del pozo 2 hasta el pozo
12 de toda la placa se colocaron 50 pL de PBS. Posteriormente se realizaron las
diluciones dobles seriadas. Finalmente se agregaron 50 pL de eritrocitos tipo A+
fijados en glutaraldehido en una concentracion al 1% en cada pozo. Las placas se
dejaron incubando durante 2 h a 37°C y se almacenaron en refrigeracion durante
24 h para posterior observacion al microscopio invertido al 10X. Se establecio la
zona del centro y la parte inferior de cada pozo como punto de observacién, con el
fin de estandarizar y asi evitar sub o sobre estimaciones. La actividad aglutinante
se determind utilizando una escala arbitraria y apreciativa: alta actividad (+++),

media (++), baja (+) y nula (-). Estos resultados se cuantificaron mediante la

ecuacion:
211
AE = —
mg
Donde:
AE= Actividad especifica aglutinante expresada en unidades por mg de proteina
(U/mg)

n= Ultima dilucién con aglutinacion apreciable al microscopio
mg= Cantidad de proteina inicial.
Para poder obtener resultados mas seguros, esta técnica cualitativa se repitio 5

veces por duplicado y se eliminaron valores extremos.
6.3. Obtencion del agavinas

Las agavinas de alto grado de polimerizacion fueron donadas por el Laboratorio de
Quimica y Productos Naturales del CINVESTAV Unidad Irapuato quien es

responsable Dra. Mercedes Lopez Pérez. Se prepararon en agua al 10%.
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6.4. Modelo experimental in vivo

Se utilizaron ratas Sprague Dawley macho de 5 semanas de edad que se
obtuvieron del Bioterio del INB-UNAM, Juriquilla. Se colocaron en jaulas
individuales con ciclos de luz oscuridad 12 h por 12 h a una temperatura de 22 *
2°C y humedad relativa entre 45% y 60% (NORMA OFICAL MEXICANA NOM-
062-Z00, 1999; Protocolo de uso de animales de laboratorio FCN, 2015) y se les
dio una semana de aclimatacion. Se alimentaron con dieta para roedores de
marca Rodent Lab Chow 5001 y agua ad libidum. Los animales fueron
aleatorizados por peso en 4 grupos Yy se trataron segun el grupo de estudio al que
pertenecian, con la finalidad de evaluar la administracién subcrénica de la FCL. El
protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de

Ciencias Naturales de la UAQ.

Grupo control (n=6): Se les administr6 solucion salina mediante canula
intragastrica cada tercer dia durante 6 semanas a partir de la semana 3 del

experimento, posteriormente fueron sacrificados.

Grupo FCL (n=6): Se les administr6 la FCL por via intragastrica con dosis ajustada
a 50 mg/kg de peso cada tercer dia durante 6 semanas a partir de la semana 3 del

experimento, posteriormente fueron sacrificados.

Grupo agavinas/FCL (Ag/FCL) (n=6): A partir de la semana 1 del experimento se
les adicion6 agavinas al 10% en agua solo durante 2 semanas, enseguida fueron
administradas con FCL por via intragastrica con dosis ajustada a 50 mg/kg de

peso durante 6 semanas. Posteriormente fueron sacrificadas.

Grupo agavinas + FCL (Ag/Ag-FCL) (n=6): Se les adicioné agavinas al 10% en
agua a partir de la semana 1 del experimento durante 2 semanas. Posteriormente
se les administr6 la FCL por via intragastrica con dosis ajustada a 50 mg/kg de
peso cada tercer dia, la suplementacion de las agavinas contindo hasta el final del

tratamiento y fueron sacrificados.
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Cada grupo de estudio contuvo el numero minimo de animales para alcanzar
significancia, el planteamiento de la metodologia se disefié de tal manera que no
existiera duplicacién innecesaria de experimentos. Los animales se sacrificaron
por decapitacion causando el dolor minimo, este procedimiento fue realizado por
personal capacitado bajo los procedimientos del protocolo de uso de animales de
laboratorio FCN, 2015 y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999.

6.5. Evaluacién de los efectos de la administracion subcrdénica de cada

tratamiento

Las ratas fueron pesadas semanalmente durante el transcurso del experimento. El
alimento se pesoO una vez a la semana. Se colectaron las heces semanalmente y
se almacenaron en tubos libres de nucleasas a -80°C para posterior analisis por
PCR.

Después del sacrificio, las muestras de sangre fueron recolectadas en tubos BD
vacutainer® con EDTAK2, posteriormente se determinaron marcadores
hematoldgicos en el analizador Sysmex modelo KX-21N. Los 6rganos fueron
pesados y medidos, enseguida se fijaron en formaldehido al 10% para posterior

analisis.

6.5.1. Andlisis histolégicos

En los intestinos (grueso y delgado) perfundidos con formaldehido al 10% se
realizaron cortes macroscopicos de 1 cm aproximadamente. Posteriormente se
realizaron cortes finos de grosor aproximado de 5 pm con un equipo micrétomo
marca Leica. A continuacion, la muestra fue montada en un portaobjetos adherido
utilizando gelatina en agua caliente, se llevé a cabo la rehidratacion y la tincién
con hematoxilina-eosina y se llevé a cabo la medicion, el analisis y la obtencion de
fotografias de las vellosidades intestinales utilizando un microscopio 6ptico VE-
BC3 PLUS.
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6.5.2. Andlisis de cambios en la microbiota

La extraccion de DNA se llevdé a cabo mediante un kit comercial de extraccion
(QlAamp DNA mini kit) con columnas de silice, pero con algunas modificaciones
que se mencionan a continuacion. En un tubo eppendorf se pesaron 0.200 g de
muestra, cada tubo contenia materia fecal de dos ratas (pool). La
homogeneizacion vy lisis celular de las muestras se realizO mediante accion
quimica agregando 1 mL de buffer inhibitEX. Se agitd6 en vortex hasta que la
muestra se homogeneizé. En seguida se hizo una incubacion a 70°C por 5 min.
Posteriormente se centrifugd la muestra 1 min a 16,770 g's a temperatura
ambiente. Se tomaron 600 pL del sobrenadante y se vertieron en un tubo
eppendorf que contenia 15 pL de proteinasa K, para digerir las proteinas. Se
afiadieron 200 pL de buffer AL y se agitd en vortex por 15 s, después se incubo la
muestra a 70°C por 10 min, en este paso el DNA se unié a la membrana de silica.
A continuacién se agregaron 200 pL de etanol, para purificar el DNA de cualquier
proteina o compuesto fendlico que estuviera adherido al DNA. Se tomaron 600 pL
de muestra y se realizé doble centrifugacion 1 min a 16,770 g’s a temperatura
ambiente para quitar el etanol de la columna, ya que los residuos de etanol
pueden inhibir la PCR. En seguida se llevaron a cabo dos lavados con buffer AW1
y AW2 del kit, se agregaron 500 pL de cada buffer. Se centrifugé la muestra 1 min
con el buffer AW1 y con el buffer AW2 se realiz6 doble centrifugacion de 1y 3 min.
Para finalizar, se agregaron 50 puL de buffer AE (solucion de elucion). Se centrifugo
1 min a 16,770 g’s. El DNA paso a través de la columna, obteniendo la muestra en
un tubo eppendorf. Se realizaron pruebas de pureza e integridad mediante geles
de agarosa al 0.7% y usando un espectrofotometro NANODROP 2000c. Los geles
se corrieron en una camara de electroforesis horizontal a un voltaje contante de 70
V durante 45 min. Se colocaron 2 pL de cada muestra con 1 pL de buffer de carga
(Red gel, marca Biotium). La visualizacion de los geles se llevo a cabo con luz UV

mediante un foto documentador (Gel doc XR System, BioRad, Singapore).

La identificacion de la diversidad microbiana se realiz6 mediante una modificacién

de la técnica molecular de RISA-PCR (Ribosomal InterSpace Analysis). Cada
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reaccion contenia un total de 10 pL, compuesta por los siguientes elementos: 4.38
uL de agua, 1 L de buffer (10X), 1 uL de BSA (Albumina de suero bovino) a 0.2%
p/v, 0.8 pL de dNTP’s (nucledtidos), 0.4 uL de oligonucledtidos ITSF sentido (5'-
GTCGTAACAAGGTAGCCGTA-3), 0.4 pyL de ITS ReubAntisentido (5'-
GCCAAGGCATCCACC-3), 0.06 pL de enzima Taq (TAKARA) y 2 uL de DNA
previamente extraido de cada muestra, a una concentracion de 5 ng/ pL. El ciclo
de amplificacién se realizé en un termociclador punto final (Bio Rad c¢1000,
singapure) de acuerdo a lo descrito por Cardinale y col (2004). La
desnaturalizacion inicial fue de 94° C por 3 min, con 35 ciclos de desnaturalizacion
de 94° C por 45 s, alineacion de 55° C por 1 min y extension de 72° C por 2 min, la

extension final fue a 72° C durante 7 min.

La visualizacion de los productos de la PCR se realizé en geles de agarosa al 3%.
Los geles se corrieron en una camara de electroforesis horizontal a un voltaje
contante de 70 V durante 90 min. Se colocaron 5 pyL de cada muestra con 2 uL de
buffer de carga (Red gel, marca Biotium). La visualizacion de los geles se llevo a
cabo con luz UV mediante un foto documentador (Gel doc XR System, BioRad,
Singapore). El analisis de las bandas de los geles fue con el programa Quantity
One, en el cual se obtuvo un perfil de bandas y una matriz binaria la cual se
analizé en el software Phylip versibn 3.6 para hacer la comparacién entre

tratamientos.
6.6. Andlisis estadistico

Se realizaron ANOVA de medidas repetidas para las variables continuas
(consumo de alimento, ganancia de peso, altura de vellosidades) por tratamiento,
con una significancia estadistica de p<0.05 mediante el programa SPSS version
23. El analisis para los cambios de microbiota fue mediante arbol filogenético y se
utilizo el software Quantity One y Phylip version 3.6.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1. Determinacion de la actividad aglutinante

Se utilizé una curva patrén con albumina (y= 1405x + 15.915) para determinar la
concentracion de proteina de la una muestra de FCL 1:1 en PBS. El resultado fue
321.3 ug de proteina/mL. La actividad aglutinante promedio fue de 4,000 UA/mg

de proteina.

7.2. Experimento in vivo.

7.2.1. Peso y consumo de alimento

Los cambios para la ganancia de peso corporal se muestran en la Figura 5. No se
encontré diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre grupo control y el
tratado con la FCL. Alatorre-Cruz y col. (2017) observé que en ratas jovenes
administradas con FCL no hay pérdida de la ganancia de peso, en contraste con lo
reportado por Ferriz-Martinez y col. (2015), quienes encontraron un 10% de
pérdida en la ganancia de peso. Los grupos que consumieron agavinas
presentaron menor ganancia de peso en comparaciéon con el grupo control y el
tratado con FCL, principalmente en las uUltimas semanas. El cambio en el peso
puede estar relacionado con la disminucién del consumo de alimento (Figura 6), el
consumo de agua no se vio afectado (Figura 7). Se ha observado que las
agavinas disminuyeron la ganancia de peso en un modelo de osteoporosis y
promovieron la pérdida de peso corporal en ratones con sobrepeso (Garcia-Vieyra
y col., 2014; Huazano y L6pez, 2015). Lo anterior se sugiere esté relacionado con
la induccién de hormonas implicadas en la regulacion del apetito, lo que sugiere

gue en las ratas estudiadas pudo provocar el mismo efecto.
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Figura 5. Efecto de la administracion de agavinas sobre el peso corporal en ratas
tratadas con la fraccién concentrada en lectinas de frijol Tépari. FCL, Fraccion
concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante
2 semanas Yy posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado
previamente con agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el
tratamiento con FCL. Las fechas negras indican el inicio y final del tratamiento con FCL o
sus vehiculos. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre
grupos (Tukey, p< 0.05).
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Figura 6. Efecto de la administracion de agavinas sobre el consumo de alimento en
ratas tratadas con la fraccion concentrada en lectinas de frijol Tépari. FCL, Fraccion
concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante
2 semanas Yy posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado
previamente con agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el
tratamiento con FCL. Las fechas negras indican el inicio y final del tratamiento con FCL o
sus vehiculos. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre
grupos (Tukey, p< 0.05).
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Figura 7. Efecto de la administracion de agavinas sobre el consumo de agua en
ratas tratadas con la fraccién concentrada en lectinas de frijol Tépari. FCL, Fraccion
concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante
2 semanas Yy posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado
previamente con agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el
tratamiento con FCL. Las fechas negras indican el inicio y final del tratamiento con FCL o
sus vehiculos. Las letras minusculas representan diferencia estadistica significativa entre
grupos (Tukey, p< 0.05).

En el caso del peso y longitud de los 6rganos de las ratas del grupo administrado
con FCL, se observd aumento no significativo del peso del intestino delgado
(Figura 8). Alatorre-Cruz y col. (2018) reportaron que el intestino delgado aumenté
de peso debido a un posible mecanismo de compensacion que se activa por la
atrofia intestinal causada por la FCL. Este aumento de peso también se ha
reportado tras la administracion de lectinas de leguminosas en ratas (Leiner,
1994). En el grupo que consumié agavinas durante todo el experimento se
observd menor peso del intestino delgado (p<0.05) pero mayor longitud, lo que
sugiere que las agavinas causan este efecto considerando que la produccién de
metabolitos generados por la fermentacion de prebidticos participa en el

mantenimiento de la integridad epitelial (Xiao y col., 2015).

Resultados previos han mostrado que la administracion de FCL provoca aumento

en el peso e hipertrofia del pancreas, dado que la atrofia intestinal anteriormente
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reportada pudiera aumentar el tamafio del pancreas y a su vez el peso (Alatorre-
cruz y col., 2018). Las lectinas de leguminosas aumentan la secrecion exogena
pancredtica, resultando en aumento de tamafio del pancreas (Leiner, 1994,
Bardocz y col., 1995; Li y col., 2003). En el higado se presenté aumento de peso
en el grupo tratado con la FCL, pero no se encontré diferencia significativa (datos
no publicados). Las lectinas de leguminosas aumentan el peso del higado como
consecuencias de la hiperactividad metabdlica en el tracto intestinal, dependiendo
del tiempo de exposicion y la dosis (Bardocz y col., 1995). Por otra parte, en los
grupos gue consumieron agavinas se observdo menor peso del higado. Se sabe
que las agavinas disminuyen la produccion de triglicéridos y colesterol en higado
(Huazano-Garcia y Lopez, 2015) lo cual puede disminuir su peso.

mControl MFCL mAg/FCL mAg/Ag-FCL
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INTESTINO DELGADO INTESTINO GRUESO INTESTINO DELGADO INTESTINO GRUESO

PESO LONGITUD

Figura 8. Efecto de la administracion de agavinas sobre peso y longitud de los
o6rganos de ratas tratadas con la fraccion concentrada en lectinas de frijol Tépari.
FCL, Fraccion concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo administrado previamente con
agavinas durante 2 semanas y posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo
administrado previamente con agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion
durante el tratamiento con FCL. El peso y longitud de los 6rganos se ajustaron al peso
corporal individualmente y se normalizaron con respecto a la media del grupo control. Las
letras mindsculas representan diferencia estadistica significativa entre grupos (Tukey, p<
0.05).
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En cuanto a los marcadores hematologicos (Cuadro 3), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre grupos. Estos resultados
concuerdan con los datos reportados al evaluar la tolerancia de la FCL en ratas
(Ferriz-Martinez y col., 2015).

Cuadro 3. Marcadores hematoldégicos después del tratamiento con fraccion

concentrada en lectinas

Parametro en sangre =~ CONTROL ~ Ag/IFCL  Ag/Ag-FCL
Leucocitos (x10*/uL) 74+12 82+22 8+15 8.74+28
Eritrocitos (x10%/pL) 82+04 8.3+0.3 85+£0.3 85+0.3
Hemoglobina (g/dL) 16 £ 0.7 16+ 0.6 16.5+0.6 16.4+0.5
Hematocrito (%) 447+ 1.9 45+1.8 47+ 1.4 47+1.3
VCM (fL) 54.7+1.8 54.3+0.8 555+1.1 55.3+1.4
HbCM (pg) 19.5+£0.5 19.1+£0.3 195+ 04 19.3+£0.6
CHDbCM (g/dL) 35.8+.3 35.2+0.3 35.1+0.7 35+0.6
Plaquetas (x10*/pL) 687 + 167.7 727 +167.7 7945+100.3 855.4+725
Linfocitos (%) 83.9+44 85.7+1.8 84.3+49 83.46+1.5
# Linfocitos (x10%/uL) 6.3+1.2 7+1.9 6.8+1.4 7.3+£25

No se encontré diferencia estadisticamente significativa (Tukey, p< 0.05).

VCM, volumen corpuscular medio; HbCM, hemoglobina corpuscular media; CHbCM, concentracién
de hemoglobina corpuscular media; FCL, Fraccién concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo
administrado previamente con agavinas durante 2 semanas y posteriormente tratadas con FCL;
Ag/Ag-FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante 2 semanas sin suspender
administracion durante el tratamiento con FCL.

7.2.2. Histologia en intestino delgado y grueso

En el andlisis realizado en cortes de intestino delgado mostré disminucion de la
altura de las vellosidades y aumento de la profundidad de las criptas en el grupo
tratado con FCL en duodeno. Los grupos que consumieron agavinas mostraron
menor dafo (Tukey, p< 0.05). El grupo que consumid agavinas previamente al

tratamiento de la FCL present6 recuperacion en la altura de vellosidades, mientras
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que el grupo que consumié agavinas durante todo el tratamiento con FCL mostro
recuperacion en la profundidad de las criptas (Figura 9). En el analisis histolégico
del yeyuno (Figura 10) e ileon (Figura 11) se encontré el mismo patron. El dafio
ocasionado por la FCL en el intestino delgado ha sido reportado anteriormente y
es reversible al suspender el tratamiento de la FCL (Alatorre-Cruz y col., 2018) asi

como con otras lectinas de leguminosa (Bardocz y col., 1995).

En el caso de los grupos que fueron tratados con FCL, la arquitectura del intestino
delgado en sus diferentes secciones (duodeno, yeyuno e ileon) se vio
comprometida debido a la atrofia caracterizada por vellosidades ensanchadas y
fusionadas. Se observo infiltracion leve de células inflamatorias y leucocitos en la
capa de la mucosa. Es importante mencionar que la presencia de leucocitos fue
local, ya que en marcadores hematolégicos no se encontraron cambios
significativos. No se encontré pérdida de células caliciformes, lo que indicaria
gravedad de la inflamacién intestinal (Erben y col., 2014). La importancia de las
células caliciformes radica en que son encargadas de generar moco Yy
glicoproteinas conocidas como mucinas. Las mucinas ayudan a neutralizar los
acidos producidos por el estbmago y lubrican el epitelio para facilitar el paso de los
alimentos (Kim y Ho, 2010). Esta es una respuesta descrita por lectinas de
leguminosas que reconocen carbohidratos de glicoproteinas y glicolipidos de la
membrana del intestino a los cuales se adhieren, lo que genera hiperplasia de las
células de las criptas, por tanto, pueden unirse a las células caliciformes e inducir
sobreproduccion del moco. Estos cambios son dependientes de la dosis y tiempo

de exposicién a las lectinas (Leiner, 1994; Bardocz y col., 1995; Liy col., 2003).

En cuanto a los grupos que consumieron agavinas, también se encontrd atrofia
intestinal, sin embargo, en menor grado. Se ha reportado que el consumo de
prebidticos aumenta poblaciones bacterianas especificas, generalmente
Lactobacillus spp y Bifidobacterium ssp, que generan metabolitos encargados del
mantenimiento de la integridad intestinal, principalmente acido butirico que actua
como un combustible respiratorio y regulador del crecimiento celular (Wang y
Gibson, 1993; Garcia-Curbelo y col., 2015)
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Figura 9. Andlisis histol6égico del duodeno. FCL, Fraccion concentrada en lectinas;
Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante 2 semanas Yy
posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado previamente con
agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el tratamiento con
FCL. A) Micrografias de duodeno 10x de ratas con los diferentes tratamientos que
muestran (a) altura de vellosidades y (b) profundidad de criptas. B) Andlisis cuantitativo de
altura de vellosidades y profundidad de las criptas. Las letras minUsculas representan
diferencia estadistica significativa entre grupos (Tukey, p< 0.05).
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Figura 10. Analisis histolégico del yeyuno. FCL, Fraccion concentrada en lectinas;
Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante 2 semanas Yy
posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado previamente con
agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el tratamiento con
FCL. A) Micrografias de yeyuno 10x de ratas con los diferentes tratamientos que
muestran (a) altura de vellosidades y (b) profundidad de criptas. B) Analisis cuantitativo de
altura de vellosidades y profundidad de las criptas. Las letras mindsculas representan
diferencia estadistica significativa entre grupos (Tukey, p< 0.05).
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Figura 11. Analisis histolégico del ileon. FCL, Fraccion concentrada en lectinas;
Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante 2 semanas Yy
posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado previamente con
agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el tratamiento con
FCL. A) Micrografias de ileon 10x de ratas con los diferentes tratamientos que muestran
(a) altura de vellosidades y (b) profundidad de criptas. B) Andlisis cuantitativo de altura de
vellosidades y profundidad de las criptas. Las letras mindsculas representan diferencia
estadistica significativa entre grupos (Tukey, p< 0.05).
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El andlisis histolégico del intestino grueso mostré que la FCL generd disminucion
de la profundidad de las criptas en comparacion con el grupo control (Tukey,
p<0.05). El grupo que consumid agavinas previamente al tratamiento con lectinas
y el grupo que consumié agavinas durante el tratamiento con lectinas en colon
ascendente no mostraron diferencia significativa (Tukey, p<0.05) respecto al
control, lo que sugiere que el consumo de agavinas disminuy6 el dafio. En el colon
transversal los tres grupos tratados de la FCL mostraron disminucion de la
profundidad de las criptas respecto al grupo control. En el colon descendente, el
grupo tratado con la FCL también mostr6 dafio sin que se viera revertido por el
consumo de agavinas. Unicamente se observo aumento de la profundidad de las
criptas en el grupo que consumid agavinas antes del tratamiento con la FCL sin
ser estadisticamente significativo respecto al grupo control (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis histolégico del intestino grueso. FCL, Fraccion concentrada en
lectinas; Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante 2 semanas y
posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado previamente con
agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el tratamiento con
FCL. A) Micrografias de las diferentes secciones del intestino grueso 10x de ratas con los
diferentes tratamientos. Las flechas indican la profundidad de la cripta. B) Analisis
cuantitativo de la profundidad de las criptas. Las letras minUsculas representan diferencia
estadistica significativa entre grupos (Tukey, p< 0.05).

Un aumento en la profundidad de las criptas es caracteristico de hiperplasia
moderada debido a un aumento de células epiteliales en inflamacién intestinal
grave (Erbeny col., 2014). En las porciones estudiadas del colon todos los grupos
tratados con FCL no se observé aumento en la profundidad de las criptas por lo

qgue fue importante analizar la arquitectura del tejido. En los cortes histoldgicos se
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observo infiltracion minima de células inflamatorias en el area de la lamina propia,
esto se podria describir como respuesta la inflamacion reportada previamente por
la FCL (Ferriz-Martinez y col., 2015). También se encontrd hiperplasia minima, se
observd un ligero aumento de células caliciformes, lo que podria aumentar la
secrecion de moco como mecanismo compensatorio para mantener la integridad
de las capas protectoras. Se ha descrito que la induccién de células caliciformes,
asi como la sintesis y secrecibn de mucina son caracteristicos de infeccion
intestinal aguda (Kim y Ho, 2010). La administraciéon de FCL generd un cambio en
la estructura celular epitelial del intestino mas no en la capa submucosa ni en la
muscular. Es importante mencionar que, aunque se presentd atrofia intestinal por
el tratamiento con la FCL, no se reflejo en la ganancia de peso de las ratas. Lo
gue supone que, en edades tempranas, si bien podria disminuir la absorcion de

nutrientes, la tasa de crecimiento de las ratas no se ve afectada.

Por otra parte, en los grupos que consumieron agavinas se encontré disminucion
parcial del dafio causado por la FCL. Es probable que las agavinas hayan sido
metabolizadas en su totalidad en porciones anteriores al colon, por lo que ya no
alcanzaron a llegar a porciones distales o probablemente la microbiota presente
en el intestino grueso no esté lo suficientemente desarrollada para aprovechar las
agavinas que alcanzan a llegar a la porcién distal del intestino grueso vy, por lo
tanto, no se generaron los metabolitos necesarios para mantener la integridad
intestinal. Particularmente se esperaba mayor recuperacién en el grupo que
consumié agavinas antes y durante el tratamiento con la FCL, posiblemente se
necesite mas tiempo de acondicionamiento a las agavinas. Si bien no se ha
reportado toxicidad al consumir frutooligosacéridos, se sabe que pueden provocar
sintomas gastrointestinales que van desde flatulencias, distension abdominal
hasta diarreas que son dependientes de la dosis y microbiota intestinal presente al
inicio de la exposicion (Roberfroid, 2000). Estos mecanismos deben ser

estudiados en futuras investigaciones.
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7.2.3. Cambios en la microbiota

La microbiota puede ser modificada por diferentes factores entre ellos la edad.
Este cambio se observo en el grupo control entre las diferentes semanas de
experimentacion. El tratamiento con FCL disminuy6 notablemente las bandas en el
perfil bacteriano (Figura 13). Durante las dos semanas de consumo de agavinas
se encontré aumento la diversidad de la microbiota sin embargo, una vez que

comenzo el tratamiento con FCL, la diversidad bacteriana disminuyo6 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Reporte total de bandas del perfil bacteriano por semanas de

tratamiento con la FCL (Quantity One).

Semana 0 Semana 2 Semana4 Semana 6
Control 13 12 10 10
FCL 13 8 8 7
Ag/FCL 15 14 13 9
Ag/Ag-FCL 15 15 13 11

FCL, Fraccién concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo administrado previamente con agavinas
durante 2 semanas y posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado
previamente con agavinas durante 2 semanas sin suspender administracion durante el tratamiento
con FCL.
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Figura 13. Perfil electroforético de DNA bacteriano de los pools de ratas por
semanas. FCL, Fraccion concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo administrado
previamente con agavinas durante 2 semanas y posteriormente tratadas con FCL; Ag/Ag-
FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante 2 semanas sin suspender
administracion durante el tratamiento con FCL.
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Los cambios de los perfiles bacterianos fueron dependientes de la dieta de las
ratas, dado que el grupo control y el grupo tratado con la FCL presentan cambios
agrupados durante las semanas de experimentacién (Figura 14). Los cambios de
la microbiota en los grupos que consumieron agavinas se encontraron agrupados
independientemente si consumieron agavinas antes del tratamiento con la FCL o
antes y durante el tratamiento con la FCL. Se encontré que el perfil bacteriano se
mantuvo por tratamiento a lo largo del tiempo de experimentacion, si bien se
encontraron pequefios cambios entre semanas, se atribuye a la edad del animal.
Estas modificaciones pueden estar relacionadas con los efectos adversos

generados por la FCL en la estructura del epitelio intestinal.

Se ha observado que lectinas de frijol comun inducen el crecimiento de
Escherichia coli, bacteria que al aumentar su poblacién puede ser perjudicial para
la salud del huésped. El aumento de Escherichia coli fue suprimido al administrar
lectinas aisladas de monocotiledéneas especificas de manosa sin embargo, los
efectos adversos en el epitelio del intestino delgado no se modificaron (Pusztai y
col., 1993). Bacterias lacticas, consideradas probioticos, pueden unirse a lectinas
de leguminosas disminuyendo sus efectos adversos (Badot y col., 2016). Debido a
sus caracteristicas estructurales, muchos oligosacaridos de cadena ramificada
pueden unirse a lectinas de leguminosas (Pan y col., 2018). Si bien puede haber
interaccidn entre lectinas, agavinas y poblaciones bacterianas, la atrofia intestinal
presente en los grupos administrados con la FCL en esta investigacion, podria
sugerir que la afinidad de las lectinas de frijol Tépari es mayor por sus sitios de
unién en las células epiteliales intestinales que la afinidad a las agavinas. Sin
embargo, en el presente estudio no se revisd ningun sitio de union de alguna
bacteria con lectinas o agavinas por lo que se propone analizarlo en futuras

investigaciones.

Las agavinas, asi como otros fructooligosacaridos, estimulan selectivamente el
crecimiento de bacterias benéficas en la microbiota intestinal, principalmente de
los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus. A su vez, reducen los niveles de

poblaciones bacterianas que al aumentar drasticamente pueden resultar
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perjudiciales, en ello reside su importancia como prebidticos (Gomez y col., 2010;
Moreno-Vilet y col., 2014; Pan y col., 2018). Los oligosacéridos, en general, se
describen por mejorar la estructura y funcién de la mucosa, asi como proteger la
integridad de la estructura intestinal, modular la inmunidad y moderar la microbiota
intestinal (Pan y col., 2018). EI consumo de agavinas puede propiciar estas
funciones benéficas para la salud del huésped, mecanismo que sugiere la
disminucién del dafio causado por la administracion de FCL. No obstante la
técnica de RISA-PCR realizada no es especifica para familias y grupos de
bacterias, por lo que se propone realizar PCR-cuantitativo de Bifidobacterium y
Lactobacillus para analizar los cambios al adicionar agavinas y/o lectinas de frijol
Tépari. También se puede realizar secuenciacion masiva para analizar otros
cambios en géneros y familias de bacterias que pudieran dar mayor explicacion a

los resultados aqui reportados.

Agl Ag-FCL_S0
Ag/FCL_S0

Agl Ag-FCL_S2

Agl/ FCL_S2
Ag/ FCL_S4

FCL_S4
Agl Ag-FCL_S4

FCL_S2

Agl Ag-FCL_S6
Agl FCL_S6

Control_S6

Control_s4

Control_S2 Control_S0

FCL_S0

Figura 14. Dendograma (UPGMA) de los perfiles de bandas bacterianas de los pools
de ratas, por semanas. FCL, Fraccion concentrada en lectinas; Ag/FCL, Grupo
administrado previamente con agavinas durante 2 semanas y posteriormente tratadas con
FCL; Ag/Ag-FCL, Grupo administrado previamente con agavinas durante 2 semanas sin
suspender administracién durante el tratamiento con FCL. Los numeros seguidos del
nombre grupo indican la semana evaluada con base al tratamiento con la FCL (PHYLIP
3.6).
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Otro mecanismo que puede explicar los cambios en la microbiota, es la produccion
de acidos grasos de cadena corta. Dietas suplementadas con lectinas de
leguminosas aumentan el contenido de acidos volatiles en intestino, lo que indica
aumento de la actividad microbiana intestinal (Schulze y col., 1995). Por su parte,
los fructooligosacaridos aumentan especialmente la produccion de acido butirico,
el cual es la principal fuente de energia de los colonocitos, regula el crecimiento y
diferenciacion celular (Wang y Gibson, 1993). En ratas que consumieron fructanos
de agave de alto grado de polimerizacion se encontr6 un aumento en la
concentracion de acido acético y butirico. El acido butirico también es utilizado por
las células encardas de liberar GLP-1 ademas, disminuye la produccién de leptina,
hormona que regulan la ingesta de alimentos (Garcia-Curbelo y col., 2015;
Huazano-Garcia y Lépez, 2015). El resultado de la fermentacion de carbohidratos
depende de varios factores como su estructura, composicion quimica y microbiota
presente en el intestino. Serd importante caracterizar los géneros de microbiota
intestinal y la produccion de acidos grasos de cadena corta en el presente modelo
de estudio.
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VIII. CONCLUSIONES

Las agavinas disminuyeron la ganancia de peso como consecuencia de la
disminucién del consumo de alimento, mientras que en las ratas tratadas con FCL
no hubo disminucion en la ganancia de peso, sin embargo, se encontrd atrofia
intestinal.

Los cambios en los perfiles bacterianos fueron dependientes de la edad y el
tratamiento. El perfil bacteriano cambié tras la administracion de la FCL,
observado como una reduccién de bandas electroforéticas, asi como un pefrfil
distinto en el dendograma. Por su parte, la administracion de agavinas cambio el
perfil bacteriano respecto al control y al tratamiento con la FCL.

La atrofia intestinal, caracterizada por la disminucion en la altura de vellosidades y
aumento de la profundidad de las criptas en intestino delgado y disminucion de la
profundidad de las criptas en intestino grueso, fue menor en los grupos que
consumieron agavinas, principalmente antes del tratamiento con la FCL. Se
sugiere que esté resultado esta relacionado con los cambios en la microbiota y
posiblemente a un aumento en la produccién de metabolitos. Por lo que, los
efectos adversos generados en el intestino por el tratamiento de la FCL
disminuyeron con las agavinas.
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X. ANEXOS
ANEXO 1. Histologia del intestino
Intestino delgado

El intestino delgado se encuentra después del estbmago, y comprende desde el
orificio pilérico hasta la union ileocecal, y es seguido por el intestino grueso. Esta
compuesto por tres zonas: duodeno, yeyuno e ileon. La principal funcién es
digestion y absorcion de nutrientes, asi como reabsorcion de liquidos. Esta

conformado por mucosa, submucosa, muscular y serosa (Figura 15).

Figura 15. Capas de intestino delgado de rata. Secciones tefiidas con A) Tricrémico de
Masson, B) Hematoxilina-eosina (Atlas de histologia vegetal y animal, 2016)

e Mucosa: Su principal funcidon es aumentar la superficie interna del intestino,
asegurando el mantenimiento de la absorcion de nutrientes. Presenta tres
capas diferenciadas: epitelio, lamina propia y muscular de la mucosa. La
mucosa se expande en porciones pequefias en la superficie del intestino,
llamadas vellosidades formadas a su vez por epitelio cilindrico simple en la
parte externa, mientras que la interna tejido conectivo laxo. Este tejido es
irrigado por capilares sanguineos y vasos linfaticos. En la base de las
vellosidades se ubican las criptas de Lieberkiihn (Figura 16). Las células del

62



epitelio encargadas directamente de la absorcion de nutrientes son los
enterocitos, células mas frecuentes y encargadas del paso selectivo de
moléculas desde la luz intestinal hasta los vasos sanguineos; células
caliciformes, cumplen con el proceso de produccién de moco a lo largo del
tracto digestivo; células de Paneth, situadas en la base de las vellosidades,
producen variados tipos de enzimas y mantienen la microbiota intestinal;
células enteroendocrinas, encargadas de la liberacibn de hormonas
intestinales; y células M, interactian con las células del sistema inmune,

presentando microorganismos y moléculas no propias
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Figura 16. Esquema de los principales linajes celulares del intestino delgado. La
maduracion celular fluye hacia la parte superior de la vellosidad intestinal. Hay una mayor
proporcion de enterocitos (modificado Barker, 2014).

Submucosa: Compuesta por el tejido conectivo denso, pueden presentarse
adipocitos. En la primera porcion del intestino delgado estan presentes las
glandulas de Brunner encargadas de la producciébn de sustancias muy
alcalinas, con la finalidad de disminuir la acides del quimo.

Muscular externa: El musculo liso esta presente en dos capas, inervadas con
plexos de terminales nerviosas; la interna, donde las células orientadas

circularmente, provocan desplazamiento hacia delante y hacia atras con la
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finalidad de mezclar el contenido intestinal con sustancias digestivas. La
externa, aqui las células estan orientadas longitudinalmente y permiten el flujo
del contenido géstrico a través del intestino.

e Serosa: Constituida por el tejido conectivo que en algunas porciones se puede

encontrar revestido por el peritoneo.
Intestino grueso

El intestino grueso es la parte final del tracto digestivo, esta constituido por ciego,
colon (ascendente, transverso y descendente) y recto. Lleva a cabo las funciones
de absorcion de agua y electrolitos, compactacion y eliminacion de materia fecal.
Este érgano no cuenta con vellosidades ni pliegues circulares, como las demas
porciones del tracto digestivo. En la pared del intestino grueso se pueden distinguir

4 capas: mucosa, submucosa, muscular y serosa (Figura 16).
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Figura 17. Capas del intestino grueso de rata. Secciones teflidas con hematoxilina-
eosina (Atlas de histologia vegetal y animal, 2016).

Mucosa: Constituida por un epitelio simple cilindrico, se forman invaginaciones en
la superficie epitelial, llamadas criptas de Lieberkihn. El linaje celular es igual que
en el intestino delgado y cumplen las mismas funciones, solo existe una diferencia

en cuanto a las cantidades de los tipos de células. Hay una mayor proporcion de
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células mucosas que en el intestino delgado, esto ayuda al transporte del material
intestinal. ElI recambio de las células epiteliales va de la base de las criptas de
Lieberkiihn y en direccidon de la superficie intestinal (Figura 17). La lamina propia
del intestino grueso, a diferencia de otras porciones del tracto digestivo, no posee
de vasos linfaticos o una capa gruesa de colageno entre la membrana basal del
epitelio y los vasos sanguineos proximos. La mucosa estd constituida por dos
capas con diferente orientacion y en algunas zonas es delgada. Las células
epiteliales intestinales ademas de ser la primera linea de defensa contra bacterias
patdgenas, reconocen bacterias comensales por lo que desarrollan la capacidad
de detectar cambios ambientales y reacciona a ellos, por ejemplo activando la
reaccion inflamatoria en la lamina propia (Schiffrin y Blum, 2002).
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INTESTINO Célula penachada

GRUESO enteroendocrina
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2
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B amplificadora
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Lieberkiihn *
C & Célula
madre

Figura 18. Esquema de los principales linajes celulares del intestino grueso. La
renovacién celular inicia en la base de la cripta y va en direccion a la superficie intestinal.
Hay una mayor proporcién de células caliciformes (modificado Barker, 2014).

e Submucosa: estad constituida por tejido conectivo muy denso. Los vasos
sanguineos son de gran calibre y en algunas zonas se observa tejido adiposo.

e Muscular: La capa longitudinal del masculo liso es mas delgada que la capa
circular.

e Serosa:. Se caracteriza por ser una capa muy delgada de conectivo y en

algunos puntos se extiende con el peritoneo.
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Anexo 2. Analisis de pureza e integridad de DNA en NANODROP 2000c

Muestra

260/280

260/230

Concentracion

Muestra

260/280

260/230

Concentracién

Ag/FCL_S0_15/20

C S0 9/18 187 14 55.2ng/mL 195 1.41 91.1ng/mL
C_S0_25/26 1.84 116 78.1ng/mL Ag/FCL_S0 21/22 1.92  1.19 65.9 ng/mL
C_S0_27/30 193 150 81.1ng/mL Ag/FCL_SO0 31/33 1.84 1.07 72.1 ng/ mL
C2 9/18 191 1.42 65ng/mL Ag/FCL 2_15/20 1.90 1.54 83.3 ng/mL
C2_25/26 1.82 1.32  70.1 ng/mL Ag/FCL 2_21/22 1.85 1.53 103.5 ng/mL
C2_27/30 1.89 154 67 ng/mL Ag/FCL 2_31/33 1.80 1.08 63.8 ng/mL
C4_9/18 1.86 2.24 113.4ng/mL Ag/FCL 4 _15/20 1.87 1.88 75.1 ng/mL
C4_25/26 1.82 1.17 96.8 ng/mL Ag/FCL 4 21/22 1.94 1.53 63 ng/mL
C4_27/30 1.88 1.79 56.5ng/mL Ag/FCL 4_31/33 1.87 1.35 59.9 ng/mL
C6_9/18 195 1.66 134.0ng/mL  Ag/FCL 6 15/20 185 1.25 41.6 ng/mL
C6_25/26 1.93 145 149.6 ng/mL Ag/FCL 6_21/22 1.80 1.27 35.4 ng/mL
C6_27/30 1.78 .98  63.5 ng/mL Ag/FCL 6_31/33 180 0.95 31.2ng/mL
FCL_S0 _4/8 194 155 99.4 ng/mL Ag/Ag-FCL_S0 _2/5 1.94 0.95 37.7 ng/mL
FCL_SO 13/16 1.89 1.34 86.3 ng/mL Ag/Ag-FCL_S0_6/7 1.94 0.92 48.8 ng/mL
FCL_SO 35/36  2.06 2.36 113.9 ng/mL Ag/Ag-FCL_S0_17/23 1.97 1.14 62.6 ng/ml
FCL2_4/8 201 194 16.5ng/mL Ag/Ag-FCL 2 5 1.87 0.99 68.5 ng/mL
FCL2 13/16 200 25 75.9 ng/mL Ag/Ag-FCL 2_6/7 1.87 0.91 43.5 ng/mL
FCL2_35/36 2.06 1.83 21.3 ng/mL Ag/Ag-FCL 2_17/23 1.88 1.23  74.8 ng/mL
FCL4 4/8 1.82  1.19 80.9 ng/mL Ag/Ag-FCL 4 5 190  1.30 67.1 ng/mL
FCL4 13/16 1.89 1.36 63.1 ng/mL Ag/Ag-FCL 4 _6/7 1.87 1.10 43.1 ng/mL
FCL4 35/36 198 1.64 81.8ng/mL Ag/Ag-FCL 4 17/23 1.90 1.28 78.5ng/mL
FCL6_4/8 200 194 112.1 ng/mL Ag/Ag-FCL 6 5 1.90 1.35 79.8 ng/mL
FCL6_13/16 194 151 75.5ng/mL Ag/Ag-FCL 6_6/7 1.87 1.49 86.8 n/mL
FCL6_35/36 197 165 67.8ng/mL Ag/Ag-FCL 6_17/23 1.84 1.84 82.8 ng/mL

Figura 19. Prueba de integridad mediante electroforesis (gel agarosa 0.7%).
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Anexo 3. Preparacion de muestra para PCR

# Muestra CODIGO C1 (ng/pL) C2 (ng/pL) V2 (uL) V1 (uL) AGUA DEST

1 C_S0_9/18 c2_1 55.2 5 20 1.8115942 18.1884058

2 C_S0_25/26 C2_2 78.1 5 20 1.28040973 18.7195903

3 C_S0_27/30 C2_3 81.1 5 20 1.23304562 18.7669544

4 C_S2 9/18 Ca_1 65 5 20 1.53846154 18.4615385

5 C_S2_25/26 C4_2 70.1 5 20 1.42653352 18.5734665

6 C_S2_27/30 C4_3 67 5 20 1.49253731 18.5074627

7 C_S4.9/18 C6_1 113.4 5 20 0.88183422 19.1181658

8 C_S4_25/26 C6_2 96.8 5 20 1.03305785 18.9669421

9 C_S4_27/30 C6_3 56.5 5 20 1.7699115 18.2300885
10 C_S6_9/18 c8 1 78.1 5 20 1.28040973 18.7195903
11 C_S6_25/26 Cc8 2 98.8 5 20 1.01214575 18.9878543
12 C_S6_27/30 C8_3 63.5 5 20 1.57480315 18.4251969
13 FCL_SO0_4/8 FCL2_1 99.4 5 20 1.00603622 18.9939638
14 FCL_S0_13/16 FCL2_2 86.3 5 20 1.15874855 18.8412514
15 FCL_S0_35/36 FCL2_3 113.9 5 20 0.87796313 19.1220369
16 FCL_S2_4/8 FCL4_1 16.5 5 20 6.06060606 13.9393939
17 FCL_S2_13/16 FCL4_2 75.9 5 20 1.31752306 18.6824769
18 FCL_S2_35/36 FCL4_3 21.3 5 20 4.69483568 15.3051643
19 FCL_S4_4/8 FCL6_1 80.9 5 20 1.23609394 18.7639061
20 FCL_S4_13/16 FCL6_2 63.1 5 20 1.58478605 18.4152139
21 FCL_S4_35/36 FCL6_3 81.8 5 20 1.22249389 18.7775061
22 FCL_S6_4/8 FCL8_1 112.1 5 20 0.89206066 19.1079393
23 FCL_S6_13/16 FCL8_2 75.5 5 20 1.32450331 18.6754967
24 FCL_S6_35/36 FCL8_3 67.8 5 20 1.47492625 18.5250737
25 Ag/FCL_S0_15/20 AF2_1 91.1 5 20 1.09769484 18.9023052
26 Ag/FCL_SO0_21/22 AF2_2 65.9 5 20 1.51745068 18.4825493
27 Ag/FCL_S0_31/33 AF2_3 72.1 5 20 1.38696255 18.6130374
28 Ag/FCL_S2_15/20 AF4_1 83.3 5 20 1.20048019 18.7995198
29 Ag/FCL_S2_21/22 AF4 2 103.5 5 20 0.96618357 19.0338164
30 Ag/FCL_S2_31/33 AF4_3 63.8 5 20 1.56739812 18.4326019
31 Ag/FCL_S4 15/20 AF6_1 75.1 5 20 1.33155792 18.6684421
32 Ag/FCL_S4 21/22 AF6_2 63 5 20 1.58730159 18.4126984
33 Ag/FCL_S4 31/33 AF6_3 59.9 5 20 1.66944908 18.3305509
34 Ag/FCL_S6_15/20 AF8_1 41.6 5 20 2.40384615 17.5961538
35 Ag/FCL_S6_21/22 AF8_2 35.4 5 20 2.82485876 17.1751412
36 Ag/FCL_S6_31/33 AF8_3 31.2 5 20 3.20512821 16.7948718
37 Ag/Ag-FCL_S0_2/5 AFA2_1 37.7 5 20 2.65251989 17.3474801
38 Ag/Ag-FCL_SO0_6/7 AFA2_2 48.8 5 20 2.04918033 17.9508197
39 Ag/Ag-FCL_S0_17/23 AFA2_3 62.6 5 20 1.59744409 18.4025559
40 Ag/Ag-FCL_S2_5 AFA4_1 68.5 5 20 1.45985401 18.540146
41 Ag/Ag-FCL_S2_6/7 AFA4_2 43.5 5 20 2.29885057 17.7011494
42 Ag/Ag-FCL_S2_17/23  AFA4 3 74.8 5 20 1.3368984 18.6631016
43 Ag/Ag-FCL_S4 5 AFA6_1 67.1 5 20 1.49031297  18.509687
44  Ag/Ag-FCL_S4_6/7 AFA6_2 43.1 5 20 2.32018561 17.6798144
45 Ag/Ag-FCL_S4 17/23  AFA6_3 78,5 5 20 1.27388535 18.7261146
46 Ag/Ag-FCL_S6_5 AFA8_1 79.8 5 20 1.25313283 18.7468672
47 Ag/Ag-FCL_S6_6/7 AFA8_2 86.8 5 20 1.15207373 18.8479263
48 Ag/Ag-FCL_S6_17/23 AFA8_3 82.8 5 20 1.20772947 18.7922705
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Anexo 4. Dendograma de los cambios en la microbiota con pruebas por

triplicado
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Figura 20. Dendograma de los cambios de la microbiota con pruebas por triplicado.

68



