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Resumen.

Las dietas ricas en grasas y azucares se asocian con el desarrollo de obesidad,
inflamacion sistémica, disfuncion de la barrera intestinal y activacién proinflamatoria
de la microglia en modelos humanos y murinos. Diversos estudios han demostrado
que la fibra dietética y los compuestos fendlicos pueden contrarrestar estos efectos
adversos. En este contexto, tanto las semillas como las hojas del frijol (Phaseolus
vulgaris L.), constituyen una fuente relevante de compuestos bioactivos. Su
consumo ha sido vinculado con la reduccién de adiposidad visceral, la modulacién
del perfil inflamatorio sistémico y la promocion de eubiosis intestinal. En particular,
las hojas (HF) y las semillas de frijol (SC) estimulan la biosintesis de acidos grasos
de cadena corta (AGCC), con actividad antiinflamatoria. Asimismo, el papel del
consumo de las semillas y las hojas de frijol en la modulacién de la plasticidad de la
microglia en el cerebro durante obesidad no se ha reportado. Este estudio evalud el
efecto de 12 semanas de consumo de semillas cocidas (SC, 5 % y 15 %) y de hojas
secas (HF, 10 %) de frijol en ratones con obesidad inducida por una dieta alta en
grasa y fructosa (DAGF) administrada durante 14 semanas. Se analizaron la
composicidén corporal, la integridad intestinal (FITC-dextran, histologia de colon e
intestino, grosor de capa de moco), marcadores inflamatorios (IL-6 y LPS sérico), la
morfologia, la distribucion y la activacion microglial (inmunohistoquimica) en la
region CA1 del hipocampo y el desempefio de los animales con el estudio en
pruebas conductuales cognitivas que evalian memoria. La DAGF promovid
obesidad, permeabilidad intestinal, endotoxemia, actividad microglial y deterioro
neuroconductual, efectos que fueron atenuados por la suplementacién con HF y SC.
En particular, el tratamiento mas efectivo fue con 10 % HF ya que redujo la
inflamacion sistémica, restaurd las vellosidades y criptas, la barrera intestinal y
mejord la respuesta comportamental, efectos asociados con una menor plasticidad
proinflamatoria de la microglia. Estos hallazgos posicionan al frijol como una
intervencion dietética sostenible para contrarrestar los efectos adversos de DAGF y
fomentar la alimentacion saludable.

Palabras clave: obesidad, plasticidad de la microglia, integridad intestinal, frijol
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Abstract

High-fat and high-sugar diets are associated with the development of obesity,
systemic inflammation, intestinal barrier dysfunction, and proinflammatory microglial
activation in both human and murine models. Various studies have demonstrated
that dietary fiber and phenolic compounds can counteract these adverse effects. In
this context, both the seeds and leaves of common bean (Phaseolus vulgaris L.)
represent a relevant source of bioactive compounds. Their consumption has been
linked to reductions in visceral adiposity, modulation of the systemic inflammatory
profile, and promotion of intestinal eubiosis. Bean leaves (BL) and seeds (BS)
stimulate the biosynthesis of short-chain fatty acids (SCFAs), which have anti-
inflammatory activity. However, the role of bean seed and leaf consumption in
modulating microglial plasticity in the brain during obesity has not been previously
reported. This study evaluated the effect of 12 weeks of dietary supplementation with
cooked bean seeds (BS, 5% and 15%) and dried bean leaves (BL, 10%) in mice with
diet-induced obesity, fed a high-fat, high-fructose diet (HFFD) for 14 weeks. Body
composition, intestinal integrity (FITC-dextran assay, colon and intestine histology,
mucus layer thickness), inflammatory markers (serum IL-6 and LPS), microglial
morphology, distribution, and activation (via immunohistochemistry) in the CA1
region of the hippocampus, and cognitive performance in behavioral memory tests
were analyzed. The HFFD promoted obesity, increased intestinal permeability,
endotoxemia, microglial activity, and neurobehavioral impairment effects attenuated
by supplementation with HF and SC. Notably, the most effective treatment was 10%
HF, which reduced systemic inflammation, restored villi and crypt architecture,
improved intestinal barrier integrity, and enhanced behavioral responses associated
with reduced proinflammatory microglial plasticity. These findings are commonly
used as a sustainable dietary intervention to counteract the adverse effects of HFFD
and promote healthy eating.

Keywords: obesity, microglial plasticity, intestinal integrity, common bean
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1. INTRODUCCION

El consumo crénico y excesivo de grasas y azucares simples favorece la obesidad,
caracterizada por acumulacion desproporcionada de tejido adiposo y alteraciones
metabodlicas como dislipidemias, hiperglucemia y resistencia a la insulina. Este
desequilibrio se asocia con una modificacion adversa del microbioma y dafio en la
integridad intestinal, aumentando la permeabilidad y facilitando la translocacion de
lipopolisacaridos (LPS) a la circulacion sistémica, generando endotoxemia
metabdlica. Estos antigenos inducen inflamacion sostenida en 6rganos como el

higado y el sistema nervioso central (SNC) (Agusti et al., 2018; Horne et al., 2020).

La neuroinflamacién constituye una de las consecuencias clave de este proceso y
se caracteriza por una activacidén desregulada de las células inmunocompetentes
del sistema nervioso central, particularmente de la microglia, la cual, ante la
estimulacion por moléculas asociadas a patéogenos (PAMPs, por sus siglas en
inglés), tiende a polarizarse hacia un fenotipo proinflamatorio (Masuda et al., 2020).
Una region especialmente vulnerable a esta alteracién es el hipocampo, estructura
cerebral fundamental para la consolidacion de la memoria y el aprendizaje, que se
ha visto comprometida en condiciones de inflamacién crénica asociada a obesidad
(Noble et al., 2017; Martinez-Orozco, 2020). En este sentido, diversos estudios han
documentado que el exceso de tejido adiposo junto a la inflamacién sistémica de
bajo grado contribuye significativamente al deterioro de las funciones cognitivas,
afectando la memoria a corto y a largo plazo (Shi et al., 2020; Wang et al., 2020;
Yang et al., 2020).

Por otro lado, estudios previos indican que alimentos funcionales ricos en
compuestos bioactivos podrian tener efectos protectores frente a alteraciones
metabdlicas e intestinales. Tal es el caso de las SC de frijol (Phaseolus vulgaris L.),
cuyo consumo en modelos murinos con dietas hipercaldricas ha mostrado restaurar
el microbioma y reducir el tejido adiposo (Monk et al., 2021; Zhao et al., 2021). De

forma complementaria, la administracién de la HF en ratas con obesidad inducida
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por una DAGF previno el desarrollo de alteraciones metabdlicas, incluyendo la
ganancia excesiva de peso, la expansion del tejido adiposo y la resistencia a la
insulina en etapas tempranas. Se evidencié que estos efectos se asociaron a un
aumento en la concentracién de AGCC en el contenido del colon proximal, lo que
sugiere una potencial via de accion mediada por metabolitos microbianos
beneficiosos (Becerril-Campos et al., 2022). La HF presenta un perfil nutricional
caracterizado por un alto contenido de fibra insoluble y una mayor concentracion de
compuestos fendlicos, mientras que las SC contienen mas fibra soluble y también
compuestos fendlicos (Kadyan et al., 2024; Ocampo-Anguiano et al., 2024). Ambas
matrices vegetales se han vinculado con mejoras en la homeostasis metabdlica y la
integridad intestinal; sin embargo, no se ha estudiado su efecto sobre la funcion

neuronal.

En este contexto, resulta relevante investigar el efecto y los mecanismos
subyacentes asociados a la ingesta de las HF y las SC como intervenciones
nutricionales para restaurar la integridad de la barrera intestinal, mitigar la
inflamacion y reducir la endotoxemia mediada por LPS inducida por una DAGF.
Aunque se reconoce la comunicacién bidireccional del eje intestino-cerebro, no se
ha explorado especificamente el potencial terapéutico del frijol (HF y SC) como
moduladores de la actividad proinflamatoria de la microglia y el deterioro cognitivo
asociado a obesidad. Ambos son fuentes importantes de fibra y compuestos
fendlicos, pero difieren en cantidad y tipo, sugiriendo posibles mecanismos e
impactos distintos. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto
diferencial del consumo de SC y HF sobre la barrera intestinal, la inflamacion, la

plasticidad microglial en hipocampo y el deterioro de la memoria inducido por DAGF.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Alteraciones selectivas en el tracto gastrointestinal a partir de la dieta
hipercalérica

El intestino delgado es la porcion mas extensa del tracto gastrointestinal al y es el
principal sitio de absorcion de los nutrimentos de la dieta (Treuting et al., 2018). A
bajas concentraciones luminales, la absorcion de glucosa ocurre por via transcelular
e involucra al transportador SGLT1 (del inglés sodium glucose cotransporter 1) y al
transportador GLUTZ2; mientras que, los lipidos de la dieta se absorben en mas del
94 % en el yeyuno (Farré et al., 2020). En esta misma region del intestino delgado,
la fructosa es transportada hacia los enterocitos y su consumo excesivo se ha
asociado con la disbiosis intestinal en modelos murinos, caracterizada por un
aumento de la permeabilidad intestinal y una reduccion en la produccion de AGCC.
Después de su incorporacion a los enterocitos mediada por GLUT5, la fructosa es
posteriormente liberada hacia la circulacion sistémica a traveés del transportador
GLUT2. Una vez en el torrente sanguineo, la fructosa es metabolizada
principalmente en el higado, donde su conversion a intermediarios como
dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehido-3-fosfato favorece la sintesis de acidos
grasos Yy triglicéridos. Este proceso lipogénico contribuye al desarrollo de
dislipidemia y otras disfunciones metabdlicas asociadas al consumo excesivo de
fructosa (Ribeiro Hudson et al., 2020).

Con el incremento en el contenido de lipidos y azucares de la dieta aumentan el
consumo de energia, el peso y la grasa corporal, asi como las concentraciones de
glucosa, insulina, colesterol, triglicéridos y acidos grasos libres en sangre que
conducen a la obesidad (Buettner et al., 2007). La obesidad se considera un factor
de riesgo para el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas, asi como
alteraciones neuronales, entre ellas la ansiedad, el estrés, la depresion y la
demencia (Agusti et al., 2018). Asimismo, el consumo excesivo de azucares en la

dieta, en combinacidén con regimenes alimentarios ricos en grasas, ha demostrado
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inducir dafo en la integridad de la barrera intestinal (Al-Sadi et al., 2011; Tan et al.,
2021).

A nivel del colon, la fibra dietética, los compuestos fendlicos y, en menor proporcion,
las proteinas que escapan a la digestién y absorcidn en el intestino delgado son
metabolizados por la microbiota intestinal a través de procesos fermentativos
anaerobicos. Esta fermentacién anaerobia conduce a la produccion de AGCC,
compuestos fendlicos biotransformados, amoniaco y otros metabolitos con

diferentes efectos biolégicos (Lecomte et al., 2015).

La diversidad bacteriana, caracterizada por un predominio de especies
potencialmente beneficiosas, se asocia positivamente con procesos fisioldgicos
clave, como la digestion, la absorcion y el metabolismo de los macronutrimentos
(Chenghan et al., 2025). Aunado a lo anterior, los AGCC inciden en la sintesis de
proteinas de union estrecha del epitelio intestinal, actuando como barrera para los
antigenos presentes en el lumen. Estas uniones estan constituidas por proteinas y
rodean el apice celular, uniéndose con células vecinas (Ribeiro Hudson et al., 2020).
La alteracion en la expresion de proteinas de union estrecha incrementa el paso de
antigenos, como el LPS (Al-Sadi et al., 2011). Esto puede desencadenar inflamacion
mediada por la activacion de macréfagos y células inmunitarias en diferentes
organos (Tan et al., 2021). Ademas, se ha demostrado que los AGCC,
particularmente el butirato, ejercen efectos antiinflamatorios modulando la expresién
de citocinas y promoviendo la homeostasis de la barrera intestinal (Coppola et al.,
2021).

En el colon, la ingesta combinada de grasas saturadas con carbohidratos simples y
el bajo consumo de proteinas, caracteristico de la dieta occidental, propicia que
haya sustratos para las especies bacterianas que sintetizan enzimas digestivas que
incrementan la sintesis de metabolitos proinflamatorios como los acidos
indoxilsulfarico, araquidénico y estearico, promoviendo la inflamacién y la disrupcion

de la barrera intestinal (Tan et al., 2021). Por el contrario, dietas caracterizadas por
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un alto contenido de grasas saturadas y proteinas, con una restriccion significativa
de carbohidratos, como las dietas cetogénicas y carnivoras, han mostrado efectos
beneficiosos en la reduccién de la inflamacion intestinal en pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal (Norwitz & Soto-Mota, 2024; Calabrese, 2025).
Asimismo, se ha demostrado que, aun en el contexto de una dieta occidental, la
ingesta de fibra dietaria y compuestos fendlicos puede contribuir al mantenimiento
de la salud intestinal (Bian et al., 2022; Shi et al., 2020).

La disbiosis intestinal favorece el aumento de la permeabilidad intestinal y permite
el paso de moléculas téxicas hacia la circulacién, como el LPS proveniente de
bacterias Gram negativas, y su unidon a macréfagos residentes en los distintos
organos, como la microglia en cerebro, lo que incrementa la polarizacion
proinflamatoria (Cai & Liu, 2011).

El LPS contiene lipido A que puede cruzar la mucosa gastrointestinal a través de
uniones estrechas intestinales con fugas, debido a las alteraciones por la DAGF
(Ismail et al., 2020). Una vez en tejidos periféricos, el LPS puede ser reconocido por
los receptores tipo toll 4 (TLR4) promoviendo la polarizacion de los macréfagos
hacia el fenotipo proinflamatorio M1 (Gomes et al., 2018). La via NF-kB dependiente
de TLR asociado a la proteina de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) es crucial para
la polarizacién de los macrofagos al tipo M1 y la expresion inducible de citocinas
proinflamatorias. Una vez unido el LPS a TLR4, la sefalizacion implica la activacion
del complejo IRAK (cinasa asociada al receptor de interleucina 1), la ubiquitinacion
(Ub) y degradacion de TRAF6 (familia de proteinas del factor asociado a TNF) y el
reclutamiento de complejo TAK1 (Factor de crecimiento transformador B cinasa
activada por cinasa 1) — TAB1/2 (proteinas de union a TAK1). Una vez activa, TAK1
fosforila y activa las cinasas IkB, la cual a su vez fosforila a la proteina inhibitoria de
NF-kB, IkBa. Esta fosforilacién en IkBa induce su marcaje o ubiquitinacién, lo que
estimula la degradacion de IkBa por el proteosoma (Figura 1). Lo anterior favorece
la liberacién y translocacion de NF-kB al nucleo y su posterior uniéon a secuencias

especificas de DNA en las regiones promotoras de diversos genes blanco. De esta
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forma, NF-kB regula de manera coordinada la transcripcion de genes

proinflamatorios (Ismail et al., 2020).
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Figura 1. Via de senalizacion de NF-kB para la transcripcion de genes proinflamatorios.
Abreviaturas: TLR4, receptor tipo toll 4; MyD88, proteina de diferenciacion mieloide 88; IRAK, cinasa
asociada al receptor de interleucina 1; TRAF6, familia de proteinas del factor asociado a TNF; TAK1,
cinasa activada por el factor de crecimiento transformante beta 1; IKK, cinasa que fosforila a IkBa;
IkBa, proteina inhibitoria de NF-kB; NF-kB, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas; IL, interleucina; TNF-q, factor de necrosis tumoral alfa. Modificado de Liu
et al. (2017) y elaborado en BioRender.com.

Por otro lado, los AGCC producidos por bacterias beneficiosas actuan como
agonistas de los receptores de acidos grasos libres FFAR2 y FFAR3 (Free Fatty
Acid Receptors 2 y 3) expresados en diversos tipos celulares, incluyendo las células
caliciformes del epitelio intestinal. La activacion de estos receptores en las células
caliciformes induce la sintesis de mucinas 1y 2, componentes esenciales del moco
intestinal que protegen y refuerzan la barrera epitelial, contribuyendo al
mantenimiento de su integridad (Mishra et al., 2020; Rutsch et al., 2020). Asimismo,
la activacion de FFAR2/3 por los AGCC ha demostrado promover la expresion de
proteinas de las uniones estrechas en la barrera hematoencefalica, como se ha
observado en modelos murinos colonizados con bacterias productoras de AGCC, lo
que sugiere un vinculo entre la salud intestinal, el microbioma y la integridad de las

barreras epiteliales y del sistema nervioso central (Chenghan et al., 2025).
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2.2. Eje intestino-cerebro y neuroinflamacion

El eje intestino-cerebro consta de la comunicacion entre el sistema nervioso central
(SNC) y el sistema nervioso entérico, donde se monitorean e integran las funciones
intestinales vinculadas con los centros emocionales, los cognitivos y las funciones
periféricas del cerebro. El eje intestino-cerebro se asocia con la produccion de
metabolitos intestinales que participan en la sintesis de neurotransmisores
relacionados con el estado de animo como la serotonina y las hormonas péptido
similar al glucagén-1 (GLP-1), colecistocinina (CCK) y péptido YY (PYY) secretadas
por las células enteroenddécrinas que controlan la ingesta de alimento (Carabotti et
al., 2015).

A través del eje intestino-cerebro se puede modular la actividad proinflamatoria de
las células inmunitarias, como la microglia, y la pérdida de memoria, donde el
hipocampo es una zona crucial para su mantenimiento (Fogwe et al., 2021). El
hipocampo en humanos y roedores se asocia con la memoria que incluye las fases
de registro, almacenamiento y recuperacion de la funcion cognitiva (Fogwe et al.,
2021). El hipocampo es una estructura curva de sustancia gris, ubicada en la
superficie medial del |6bulo temporal el cual esta constituido por tres regiones
principales: el giro dentado (GD), el hipocampo propiamente dicho y el subiculo. El
GD es una capa densamente empaquetada de células granulare, el CA se subdivide
en tres subregiones conocidas como Cornu Ammonis (CA): CA1, CA2 y CA3
(Romani et al., 2022) que contienen neuronas piramidales (Figura 2) de las cuales
se ha identificado que la region CA1 juega un papel crucial en procesos de memoria
y aprendizaje, lo cual lo hace especialmente vulnerable a lesiones, y su dafio se

asocia con déficits en dichas funciones (Liu et al., 2018; Fogwe et al., 2021).

CAT1 recibe aferencias tanto de CA3, a través de las colaterales de Schaffer, como
de la corteza entorrinal, permitiéndole integrar informacion contextual y espacial de
forma precisa. La actividad de las neuronas piramidales de CA1 se organiza en
patrones espaciales especificos, fundamentales para la navegacion y la codificacion

del entorno; ademas, esta implicada en procesos de aprendizaje asociativo, lo cual,
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se ha demostrado mediante estudios experimentales que revelan que su
inactivacion interfiere con la capacidad de los animales para actualizar sus
expectativas en tareas de recompensa dinamica, aunque no afecta la seleccion de
acciones basada exclusivamente en el estimulo (Ma et al., 2024). Estos hallazgos
sugieren que CA1 participa activamente en la flexibilidad cognitiva y en la
actualizacion de la informacién aprendida, elementos esenciales para la toma de

decisiones adaptativa (Fogwe et al., 2021; Ma et al., 2023).

Recientemente, se ha demostrado que la actividad secuencial de las neuronas de
CA1 (es decir, la activaciéon organizada y ordenada de grupos neuronales a lo largo
del tiempo) funciona como un mapa temporal de la memoria, lo cual permite
organizar eventos cronoldgicamente y facilita la toma de decisiones en contextos de
aprendizaje asociativo (Ma et al., 2023). CA1 actua como un integrador multimodal
de sefales espaciales, temporales y motivacionales en conjunto con otras regiones
cerebrales como CA3. Este tipo de codificacién temporal es crucial para enlazar
informacion distribuida a lo largo de diferentes momentos, un proceso esencial en
la consolidaciéon de la memoria episodica. Por lo que, este tipo de codificacion
temporal es crucial para enlazar informacion distribuida a lo largo de diferentes

momentos, un proceso esencial en la consolidacion de la memoria episodica.

Figura 2. Fotomicrografia representativa de un corte coronal de cerebro de ratén tefido con
eosina. El hipocampo (hip) comienza en la circunvoluciéon dentada (GD) del Cornu ammonis (CA).
Modificado de Treuting et al. (2018).
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Todo organismo depende del mantenimiento de estados internos estables, un
fendmeno habitualmente conocido como homeostasis. La existencia de multiples
mecanismos para la plasticidad homeostatica concuerda con la posibilidad de que
cada tipo celular disponga de un conjunto completo de herramientas para mantener
un nivel equilibrado de actividad, y sugiere un grado significativo de flexibilidad en
la forma en que una red puede responder a diferentes desafios (Turrigiano &
Nelson, 2004).

En el SNC la homeostasis en parte se regula por las células gliares asociadas con
la neuroinflamacion que incluyen la microglia y los astrocitos, tras una agresién o
lesion en el SNC estos dos tipos de células sufren polarizacion, como lo indican los
cambios en su morfologia y fenotipo (Eggen et al., 2013; Jensen et al., 2013). La
microglia son las células inmunitarias del cerebro que juegan un papel en la
homeostasis tisular eliminando patégenos (Erny et al.,, 2015). En estado de
vigilancia, las células microgliares residentes expresan en su membrana receptores
que registran el microambiente e intervienen en la homeostasis del SNC. Cuando
se presentan (patrones moleculares asociados a dafio) DAMP’s o PAMP’s como el
LPS proveniente de las bacterias Gram negativas del tracto gastrointestinal, las
células microgliares polarizan a un estado proinflamatorio M1 (Martinez Tapia &
Estrada Rojo, 2018). El fenotipo M1 promueve la produccién y expresion de
citocinas y quimiocinas proinflamatorias en el cerebro, generando a su vez
neuroinflamacion. En contra parte, la activacion alterna o el fenotipo M2 se da por
la presencia de interleucinas como IL-4, IL-13 o IL-10 y se asocia a marcadores
antiinflamatorios como el cluster de diferenciaciéon 206 (CD206) y la arginasa 1
(ARG1). EI fenotipo M2 disminuye controla la inflamacion y promueve la
supervivencia neuronal y la regeneracion, mediante la liberacion de factores
troficos; ademas, estimula la neurogénesis en el hipocampo (Martinez Tapia &
Estrada Rojo, 2018; Jurga et al., 2020).

Enfoques mas recientes basados en transcriptomica unicelular han revelado que

esta dicotomia M1/M2 no representa adecuadamente la diversidad funcional de la
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microglia. En su lugar, se han propuesto nuevos fenotipos mas especificos y
contextuales, como la microglia asociada a enfermedades, caracterizada por la
activacion de rutas relacionadas con la fagocitosis, la homeostasis lipidica y la
respuesta a proteinas mal plegadas, particularmente en el contexto de Alzheimery
otras tauopatias (Keren-Shaul et al., 2017). Asimismo, se ha descrito la microglia
neurodegenerativa, cuyo perfil se asocia a fases avanzadas de neurodegeneracion
y pérdida funcional (Deczkowska et al., 2018). Estos hallazgos han impulsado un
cambio de paradigma en la comprension de la microglia, considerando ahora un
espectro continuo de activacion, altamente dependiente del contexto
microambiental, la etapa de la enfermedad y la region cerebral involucrada (Masuda
et al., 2020). Por lo tanto, una clasificacion fenotipica mas especifica y dinamica
resulta crucial, incorporando categorias funcionales, lo que permitird no solo
profundizar en los mecanismos neuroinmunoldgicos subyacentes, sino también
guiar el disefio de estrategias terapéuticas dirigidas que favorezcan fenotipos
neuroprotectores y homeostaticos, mientras limitan o revierten aquellos asociados

a disfuncién neuronal y neurodegeneracion.

2.3. Neuroinflamacién inducida por dietas altas en grasa y azucares

La neuroinflamacién es caracteristica en la pérdida de memoria asociada con la
ingesta de dietas hipercaldricas, donde el eje intestino-cerebro juega un papel
importante en la funcién neuronal (Shi et al., 2020). Al desarrollarse la disbiosis
intestinal se disminuye la diversidad de especies bacterianas benéficas y aumentan
las bacterias con efecto patogénico, lo que incrementa la permeabilidad intestinal y
favorece el paso de LPS hacia la circulaciéon, aumentando la inflamacion periférica
y del SNC (Figura 3) (Agusti et al., 2018). Ademas, la microglia y los astrocitos
activados promueven la neuroinflamaciéon y los trastornos neurodegenerativos;
como consecuencia del reconocimiento de PAMP’s se la actividad del fenotipo M1
de la microglia, la induccibn de astrogliosis reactiva, el desarrollo de
neuroinflamacion y el incremento de fagocitosis en hipocampo (Liu et al., 2018).

Este proceso inflamatorio sostenido compromete la plasticidad sinaptica y la
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neurogénesis, deteriorando la funcién cognitiva y facilitando la progresién de
patologias como la enfermedad de Alzheimer. Adicionalmente, se ha observado que
el dafio a nivel del eje intestino-cerebro reduce la produccion de metabolitos con
efecto bioldgico benéfico como los AGCC, lo que agrava la desregulacion
neuroinmunitaria y acentua el deterioro cognitivo (Rutsch et al., 2020; Ma et al.,
2023).
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Figura 3. Desarrollo de disbiosis intestinal, endotoxemia y actividad proinflamatoria de la
microglia por el consumo de DAGF. Abreviaturas: DAGF, dieta alta en grasa y fructosa; LPS,
lipopolisacérido; IL, interleucina; ERO, especie reactiva de oxigeno; NO, éxido nitrico; TLR4, receptor
tipo toll 4. Modificado de Agusti et al. (2018) y elaborado con BioRender.com.

Aunado a lo anterior, se ha demostrado que ratas alimentadas con dietas altas en
grasa, dietas altas en fructosa o DAGF presentan alteraciones en pruebas de
conducta relacionadas con el aprendizaje y la memoria, menor expresion de
proteinas de unidn estrecha en intestino e incremento de LPS en circulacion (Noble
et al., 2017; Martinez-Orozco, 2020). Asi mismo, en ratones adultos macho con
dieta alta en grasa (55 % del total de energia) y baja en fibra (5 %), con 30 % de la
energia proveniente de carbohidratos, se encontré un incremento de LPS en
circulacion, relacionado con el aumento en la expresion de Iba-1 (proteina de union

a calcio presente en macrofagos y microglia) y GFAP (proteina acida fibrilar glial
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que se expresa en astrocitos e incrementa en respuesta a lesiones o dafo cerebral
denominado gliosis reactiva) en hipocampo (Messing & Brenner, 2020; Shi et al.,
2020). Chiazza et al (2021) demostraron que ratones alimentados durante una
semana con una dieta hiperlipidica (60 % de la ingesta caldrica total),
complementada con 21 % de calorias provenientes de carbohidratos y 19 % de
calorias derivadas de proteinas, mostraron una disminucién en la cantidad de
células neuronales del hipocampo, regidén cerebral estrechamente relacionada con
la funcidon cognitiva (Figura 3). Lo anterior sugiere que el consumo excesivo de
grasa, junto a un moderado consumo de carbohidratos y proteinas, favorecen el
dafio a nivel del hipocampo y en funciones como la memoria. En la Figura 4 se
representa el efecto de una dieta DAGF en el desarrollo de inflamacién intestinal
por alteracion de las barreras y el proceso de la disbiosis intestinal que desencadena
endotoxemia metabdlica y plasticidad proinflamatoria de la microglia promoviendo

la actividad del factor transcripcional NF-«kB.
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Figura 4. Efecto del consumo de la dieta DAGF sobre la inflamacion intestinal y la
neuroinflamacién en hipocampo. Abreviaturas: DAGF, dieta alta en grasa y fructosa; FFAR2/3:
receptores de acidos grasos libres 2/3; GLP-1, péptido similar a glucagén- 1; PYY, polipéptido Y;
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LPS, lipopolisacarido; TLR, receptor tipo toll; MYD88, proteina de diferenciacion mieloide 88; IRAK,
cinasa asociada al receptor de interleucina; TRAF6, familia de proteinas del factor asociado a TNF;
NF-kB, factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; TNF-q,
factor de necrosis tumoral alfa; IL, interleucina.

Segun lo previamente descrito, se hizo énfasis sobre el estudio de las interacciones
que se asocian con el desarrollo de obesidad, dafo de la integridad intestinal y la
actividad proinflamatoria de la microglia, inducidas por el consumo de DAGF. Como
estrategia para contrarrestar las alteraciones del eje intestino-cerebro, se propone
la adopcién de un estilo de vida saludable, que incluya especificamente la
incorporacion de alimentos ricos en compuestos bioactivos, como fibra dietética y
compuestos fendlicos. Estos componentes son capaces de mitigar los efectos
adversos asociados al consumo de dietas ricas en grasas y azucares, promoviendo
asi la salud intestinal al favorecer la integridad de la barrera epitelial y la
homeostasis microbiana. De manera particular, estos tratamientos podrian modular
la polarizacién anti-inflamatoria de la microglia en el hipocampo, lo cual es esencial
para preservar las funciones cognitivas y prevenir alteraciones neurodegenerativas

vinculadas a la ingesta de dietas hipercaloricas.
2.4. Compuestos bioactivos con efecto anti-obesogénico y anti-inflamatorio

241. El consumo de la fibra dietética disminuye las complicaciones
metabdlicas de la obesidad y atenua la inflamacién

Fisiolégicamente, la ingesta de fibra dietética promueve el mantenimiento de la
microbiota intestinal y el funcionamiento adecuado del tracto gastrointestinal desde
la boca hasta el ano (Matarese & Gottschlich, 2004). Respecto a estudios realizados
en ratones se ha reportado que la combinacion de una dieta alta en grasa (60 %
lipidos, 21 % de carbohidrato y 19 % de proteinas) y baja en fibra fermentable (5 %)
promueve la disbiosis intestinal caracterizada por la disminucién en la diversidad de
bacterias fermentadoras y productoras de moco, menor produccion de AGCC con
diminucion en las expresion de proteinas de union estrecha y aumento de LPS en
circulacién; mientras que, la suplementacion de fibra fermentable (10 %) junto a la

misma dieta alta en grasa durante 15 semanas promovio una mayor diversidad de
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bacterias con efecto benéfico que se asocid al incremento de bacterias
fermentadoras y productoras de moco, la produccion de AGCC y la expresion de
proteinas de union estrecha en intestino y la disminucién de la permeabilidad
intestinal y la concentracion sérica de LPS (Shi et al., 2020). También se ha
informado que la inclusion de alimentos fuente de fibra como cereales, vegetales y
leguminosas se ha relacionado con la mejora de la diversidad microbiana intestinal
y la disminucion de la inflamaciéon con menor concentracion de LPS e IL-6 en
circulacion y el decremento de la acumulacion de tejido adiposo en modelos murinos
(McGinley et al., 2020; Wei et al., 2020; Lutsiv et al., 2021).

En respuesta a tratamientos para combatir la disbiosis y los efectos asociados a ella
se ha empleado la suplementacién de la dieta con carbohidratos accesibles a la
microbiota y fermentables o butirato de sodio en modelos de roedores con dieta alta
en grasa y con moderado aporte de carbohidratos y proteinas (Fang et al., 2019;
Shi et al., 2020). En conjunto, la fibra dietética soluble e insoluble disminuyen la
alteraciéon de la integridad intestinal a nivel del colon, observandose una menor
permeabilidad y concentracion de LPS y moléculas pro-inflamatorias en circulacion;

asi como, una disminucion en la neuroinflamacién, como se muestra en la Tabla 1.

Por otro lado, junto con la fibra dietética y los AGCC, se ha estudiado el papel de
los compuestos fendlicos en el incremento en la diversidad de microorganismos
benéficos en comparacion con la disminucion de los patégenos asociados a menor
inflamacion. Los compuestos fendlicos ejercen efectos beneficiosos al modular la
composiciéon y actividad metabdlica de la microbiota, fortalecer la barrera epitelial,
regular la produccién de mucinas y actuar como antioxidantes y anti-inflamatorios,

promoviendo un ambiente intestinal saludable (Han et al., 2023).
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Tabla 1. Tratamientos empleados en mejorar la integridad intestinal y sus

alteraciones relacionadas con la obesidad y la neuroinflamacion.

Estudio

Efecto

Carbohidratos accesibles a la
microbiota en ratones con dieta alta

en grasa y baja en fibra

Butirato de sodio en ratones macho

con dieta alta en grasa

Los AGCC contribuyen al dolor
neuropatico mediante el aumento de
la activacion y polarizacion M1 de la
microglia (ratones con ligadura en

nervio ciatico)

1 diversidad bacteriana, 1 sintesis
de mucinas y proteinas de union
estrecha, | concentracion de LPS,
TNF-a, IL-6 e IL-1B en suero; 1
AGCC en suero, | expresion de
Iba1 y GFAP en cerebro (Shi et al.,
2020).

| peso corporal; 1 expresion de
occludina en ileon; | LPS, IL-6 vy
TNF-a en suero; 1 de la cantidad de
bacterias butirogénicas en el colon
(Fang et al., 2019).

1 contenido de acetato, propionato,
butirato y acido valérico en suero de
ratones con ligadura del nervio
ciatico; 1 expresion proteica de
CD11b y CD68 (proinflamatorio) y |

CD206 (anti-inflamatorio) en
hipocampo (Zhou et al., 2021).

Abreviaturas: LPS, lipopolisacarido; TNF-a, factor de necrosis tumoral alfa; IL-6, interleucina 6; IL-
1B, interleucina 1 beta; AGCC, acidos grasos de cadena corta; Iba1, molécula adaptadora de unién
a calcio ionizado; GFAP, proteina acida fibrilar gliar; CD11b, cluster de diferenciacién 11b; CD68,
cluster de diferenciacion 68; CD206, cluster de diferenciacién 206. 1, incremento; |, decremento de
la cantidad, actividad o expresioén.

2.4.2. El consumo de los compuestos fendlicos reduce las complicaciones
metabdlicas de la obesidad y disminuye la inflamacién sistémica

Los compuestos fendlicos son productos secundarios del metabolismo de las

plantas y estan relacionados con el sabor, el color y el aroma de los alimentos que
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los contienen. Estos metabolitos son un grupo heterogéneo de moléculas simples
como el acido fendlico, pero también compuestos polimerizados como los taninos
(Hernandez & Ruiz Lépez, 2010). La evidencia cientifica sefiala que algunos
compuestos fendlicos inhiben la polarizacion proinflamatoria de la microglia
promoviendo su polarizacion a M2. Los resultados de un modelo in vitro con
actividad proinflamatoria inducida por la estimulacién con LPS vy trifosfato de
adenosina (ATP) indican que un extracto rico en polifenoles de frambuesa roja,
incluido el acido elagico y su metabolito biotransformado la urolitina A producida en
el intestino, reduce la plasticidad de las células microgliares hacia un fenotipo
proinflamatorio, favoreciendo la polarizacién anti-inflamatoria (Toney et al., 2021), a
través de la inhibicién de la activacion de NF-kB y, en consecuencia, una menor
expresion de citocinas proinflamatorias (Lail et al., 2021). Mientras que, la urolitina
B inhibe la produccion de o6xido nitrico (NO) y la expresion de citocinas
proinflamatorias en células BV2 (linea celular microgliar murina) y aumenta la
expresion de la IL-10 en microglia (Lee et al., 2019). Asi mismo, los polifenoles de
la frambuesa inhiben la expresion de Iba1 y TNF-a y la produccion de NO en lineas
neurales humanas dafadas por estrés oxidativo inducido con perdxido de hidrogeno

y en lineas celulares murinas con dafio inducido con LPS (Garcia et al., 2017).

Por otro lado, se ha reportado que los flavonoides de Cudrania tricuspidata suprimen
la actividad neuroinflamatoria inducida por LPS en células BV2, relacionado con la
disminucion en la fosforilacion de [kB-a (Kim et al., 2016). Mientras que, el extracto
etandlico de Phyllanthus amarus inhibe la polarizacion proinflamatoria inducida por
la estimulacién con LPS en células microgliales, reduciendo la expresion de
citocinas proinflamatorias y favoreciendo un perfil anti-inflamatorio (Tabla 2) (Ismail
et al., 2020). Si bien, estos estudios presentan relacién entre los compuestos
fendlicos y la disminucién de marcadores proinflamatorios en células de la microglia
a través de la inhibicion de la actividad transcripcional de NF-kB, los mecanismos
moleculares por los que se genera este efecto no estan del todo dilucidados. Algunos

estudios sugieren que la modulacion de la via de NF-kB esta posiblemente asociada
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a la inhibicion de las enzimas desacetilasas de histonas (HDAC), repercutiendo en
el decremento de la expresidén génica de marcadores proinflamatorios regulada por
NF- kB.

Tras haber expuesto los efectos benéficos de los compuestos bioactivos de la fibra
dietética y los polifenoles en la modulacion del eje intestino-cerebro, resulta
pertinente destacar el valor terapéutico del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), un
recurso alimentario de bajo costo y amplia disponibilidad cuyas hojas y semillas
constituyen matrices ricas en fibra, polifenoles y saponinas. Estos componentes
podrian ejercer efectos moduladores integrales, mitigando las disfunciones
neuroinmunologicas y metabdlicas inducidas por dietas hipercaléricas y

favoreciendo la recuperacion funcional del eje intestino-cerebro.
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Tabla 2. Efecto protector de los compuestos fendlicos sobre marcadores

proinflamatorios.

Estudio in vivo e in vitro

Efecto

Compuestos bioactivos extraidos de
frutos rojos sobre la inflamacion
sistémica inducida por obesidad
(modelos murinos con dieta alta en
grasa)

Urolitinas A y B sobre la activacion de
microglia in vitro (Linea neural humana
SK-N-MC suplementada con peroxido
de hidrégeno y linea microgliar murina
N9 con peroxido de hidrégeno o LPS)

1 AGCC en colon, | activacién de la via
de NF-kB en intestino (Lail et al., 2021)

Urolitinas A 'y B | la produccion de NO
y la expresion de Ibal y TNF-a en
células microgliares mediada por la
inhibicion de NF-kB (Garcia et al.,
2017)

La wurolitna A y el extracto de
polifenoles de frambuesa | Ia
inflamacion en células BV-2 inducida
por LPS, a través de la inactivacion de
NF-kB (Toney et al., 2021)

Polifenoles de frambuesa roja y su
metabolito bacteriano urolitina A sobre
inflamacion in vitro (células BV-2
suplementadas con LPS/ATP)

Mecanismos anti-nflamatorios de la
urolitina B en microglia activada
(aislada a partir de cerebro de ratén
tratados con LPS)

Urolitina B: | la produccion de NO; | la
expresion de IL-6, a través de | NF-kB;
1 IL-10 (Lee et al., 2019)

| expresiéon de ARNm de los genes de
TNF-a, IL-6, IL-1B, INOS y COX-2 in
vitro por inhibicién de las vias NF-kB,
MAPK 'y PI3K/Akt (Xu et al., 2018)

Abreviaturas: LPS, lipopolisacarido; IL-6, interleucina 6; IL-10, interleucina 10; TNF-a, factor de
necrosis tumoral alfa; AGCC, &cidos grasos de cadena corta; NF-kB, factor nuclear de transcripcion
kappa B; Iba1, molécula adaptadora de unién a calcio ionizado; NO, éxido nitrico; INOS, 6xido nitrico
sintasa inducible; COX-2, ciclooxigenasa 2; MAPK, proteinas cinasas activadas por mitégenos;
PI3K/Akt, fosfatidilinositol-3-cinasa. 1, incremento; |, decremento de la actividad, produccion,
expresion o inflamacion.

Urolitinas A y B sobre la inflamacion in
vitro (células BV2 suplementadas
estimuladas activadas con LPS)
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2.5. Efectos benéficos del consumo de frijol

2.5.1. Caracteristicas y consumo de la planta de frijol

El frijol se encuentra entre los 5 cultivos mas producido en México con 967,403
toneladas; respecto al maiz que es el principal cultivo con 21,926,226 toneladas
(INEGI, 2023), teniendo un consumo promedio anual en la poblacién mexicana de
11 kg al afio, lo que representa 27.5 g/dia (CEDRSSA, 2020). Respecto a las
recomendaciones del consumo de frijol, la guia de alimentos para la poblacion
mexicana recomienda la ingesta diaria de 100 g de frijol cocido como parte de una
alimentacion saludable, lo que sefiala que el consumo actual es menor al
recomendado (Secretaria de Salud, 2023). Entre las variedades de frijol que se
cultivan en México, flor de mayo es de alto consumo principalmente en el centro del

pais (Acosta Gallegos et al., 2010).

Las hojas de frijol forman parte del grupo de los quelites o plantas silvestres
comestibles, las cuales se consumen principalmente en zonas rurales y ayudan a
cubrir los requerimientos nutrimentales diarios de un individuo. Asi mismo, los
quelites son de bajo costo y facil acceso, siendo una opcion para formar parte de la
dieta (Mateos-Maces et al., 2020). Por lo que, la hoja de frijol puede ser una opcion
para cubrir las caracteristicas del aporte nutrimental de las verduras en la poblacion
mexicana. En este sentido, la OMS recomienda la ingesta diaria de al menos 400 g

de frutas y verduras para mantener un estado de salud 6ptimo (OMS, 2025).

2.5.2. Composicién nutricional de la semilla cocida y de la hoja de frijol

La composicion nutricional de la semilla de frijol es reconocida por su contenido de
proteinas (14-30 %) y carbohidratos (52-76 %) y su aporte de lipidos es minimo, los
cuales en su mayoria son insaturados. La semilla de frijol es una fuente importante
de fibra (48-55 %), donde el porcentaje de almidon resistente oscila entre 28 y 37
% en diferentes variedades mexicanas (Campos-Vega et al., 2009).
Especificamente, el frijol flor de mayo variedad Eugenia aporta en promedio 19 %
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de proteina y minerales como hierro (6.1 mg/100 g) y zinc (5 mg/100 g) (Acosta
Gallegos et al., 2010).

Si bien, la composicion de la hoja de frijol ha sido poco estudiada, nuestro grupo de
trabajo report6 que la hoja de frijol de la variedad Eugenia es una fuente de proteina
(24.22 %), fibra detergente acida (16.23 %) y fibra detergente neutra (29.33 %), que
representan principalmente a la fibra insoluble y fibra dietética total (25.85 %), como

se muestra en la Tabla 3 (Ocampo-Anguiano, 2019; Becerril-Campos et al., 2022).

2.5.3. Composicion fitoquimica de la semilla cocida y la hoja de frijol

La composicion nutrimental y fitoquimica de diversas variedades de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) ha sido estudiada. Dentro de los compuestos fendlicos identificados en
sus semillas destacan flavonoides como catequina, kaempferol, quercetina,
miricetina y procianidina, cuyo contenido varia segun el tipo de frijol. En particular,
se ha observado que los frijoles negros presentan una concentracion superior de
flavonoides, atribuible a su tonalidad oscura, rica en antocianinas (Ganesan & Xu,
2017). Estos compuestos fendlicos no solo confieren propiedades antioxidantes y
anti-inflamatorias, sino que también contribuyen a la proteccion de la salud intestinal

y cardiovascular (Thompson et al., 2017).

A la fecha solo dos estudios han reportado el contenido de la hoja de frijol; en un
estudio se reportan compuestos fendlicos totales de 5.79 mg GAE/g en la hoja de
la variedad pinto villa (Martinez-Zavala et al., 2016). Mientras que, en un estudio
realizado por nuestro grupo de trabajo, el contenido de compuestos fendlicos totales
fue de 2.92 mg GAE/ g, flavonoides de 9.49 mg de equivalentes de rutina/ g y taninos
4.58 mg/g en la hoja de frijol de la variedad Eugenia (Becerril-Campos et al., 2022).
En la Tabla 3 se muestra la composicién nutricional y fitoquimica de diferentes

variedades de semilla y de hojas de frijol.
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Tabla 3. Contenido nutrimental y compuestos fendlicos de diferentes

variedades de semillas y hojas de frijol.

SEMILLA HOJA
Flor de
mayo Pinto villa Eugenia
Negro pinto .
(Lomas- (Martinez- (Becerril-
Variedad _ (Ganesan &
Soria et Zavalaet  Campos et
Xu, 2017)
al., al., 2016) al., 2021)
2015)
Contenido nutrimental (g/100 g)
Energia (Kcal/100 g) ND 464 500 200.9 312.86
Proteinas 19 14.29 10.71 24.5 25.69
Lipidos ND 2143 21.43 2.9 1.42
Carbohidratos ND 57.14 60.71 19.2 49.33
Fibra dietética total ND 143 107 ND 25 85
Fibra cruda ND ND ND 38.3 9.94
Azucares totales ND 357 357 ND ND
Almidon resistente ND 17 19 ND ND
Compuestos fendlicos
Compuestos fendlicos
totales (mg equivalentes 0.45 12.60 12.52 5.80 24.59
de acido galico/g)
Flavonoides (mg
_ . 1.99 1.28 0.98 ND 9.49
equivalentes de rutina/g)
Taninos (mg equivalentes
3.29 ND ND 3.00 4.58

de catequinalg)

ND, no determinado.
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2.6. Consumo de frijol y sus beneficios a la salud en obesidad, inflamacién y

microbiota intestinal

En un estudio previo, Thompson et al. (2017) evaluaron los efectos del consumo de
semillas de frijol cocido en polvo sobre la adiposidad en ratas propensas y
resistentes a la obesidad, alimentadas con una dieta hipercalérica (32 % de grasa).
La adicion del polvo de frijol a la dieta resultd en una reduccion significativa de la
adiposidad visceral y del tamafo de los adipocitos en ambos grupos de animales.
Asi mismo, la suplementacion con 15 % de frijol adzuki cocido en ratones con una
dieta hipercaldrica (con 60 % de lipidos) disminuy6 significativamente la
acumulacién de tejido adiposo y las concentraciones de lipidos y LPS en suero.
Aunado a lo anterior, el consumo de frijol adzuki cocido al 15 % redujo
significativamente la proporcién de Bacillota/Bacteroidota (mejorando la diversidad
bacteriana), o que se asocid a menor riesgo de dislipidemias e inflamacion

sistémica, caracteristicas de la obesidad (Zhao et al., 2021).

La adicion del 15.7 % de frijoles blancos molidos a la dieta, lo que equivale al
consumo de 1 taza de leguminosas en adultos, disminuy6 la inflamacion inducida
por una dieta alta en grasa (60 % Kcal) en ratones y restableci6 la diversidad
bacteriana hacia bacterias benéficas, con aumento en la produccién de AGCC y la
expresion de proteinas de unidn estrecha, con menor concentracién de citocinas
proinflamatorias en suero (Monk et al., 2021). En otro estudio con ratones macho,
la inclusion del 40 % de frijol blanco cocido en una dieta alta en grasa (60 % Kcal)

disminuy6 la acumulacion de tejido adiposo (Neil et al., 2019).

Respecto a la hoja de frijol, el consumo del 10 % en ratas alimentadas con dieta
DAGF durante 7 semanas favorecio el incremento de los AGCC en el contenido de
colon proximal con respecto a la produccion en el grupo control, lo anterior se
relaciond con la disminucion en las alteraciones metabdlicas inducidas por DAGF
(Becerril-Campos et al., 2022). Los estudios anteriores muestran que el consumo

tanto de semilla como de hoja de frijol puede disminuir alteraciones generadas por
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la obesidad inducida por las dietas hipercaloricas caracterizadas por un alto
contenido de grasa y moderado contenido de carbohidratos (principalmente

monosacaridos como glucosa y fructosa) y moderado aporte de proteinas.

Hasta el momento, no se ha establecido si el consumo de SC y HF puede ejercer
un efecto anti-inflamatorio en el intestino y el hipocampo a través de sus compuestos
bioactivos que actuen como agentes anti-inflamatorios. Dichos compuestos pueden
ser biotransformados por la microbiota intestinal en metabolitos activos que
favorezcan la integridad de la barrera intestinal y disminuyan la inflamacién entérica,
reduciendo asi el riesgo de endotoxemia metabdlica. Asimismo, algunos de estos
metabolitos, como los AGCC, podrian actuar como moduladores epigenéticos o
sefalizadores celulares que inhiban la expresién de genes proinflamatorios y

promuevan la expresion de genes con actividad anti-inflamatoria (Figura 5).
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Figura 5. Efecto de los metabolitos derivados de la semilla y la hoja de frijol como agentes
anti-inflamatorios en el grado de inflamacion en el intestino y la polarizacion de la microglia
en el hipocampo. Abreviaturas: FFAR2/3: receptores de acidos grasos libres 2/3; GLP-1, péptido
similar a glucagon- 1; PYY, polipéptido Y; LPS, lipopolisacarido; NF-kB, factor nuclear potenciador
de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; TNFa, factor de necrosis tumoral alfa; IL,
interleucina. Creada en BioRender.com.
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JUSTIFICACION

El consumo de la semilla de frijol es relevante debido a su importancia como uno de
los principales alimentos en México. Desde el punto de vista nutricional, el frijol
cocido es una fuente de aminoacidos e hidratos de carbono, con aproximadamente
un 30 % de fibra dietética. Ademas, esta leguminosa aporta compuestos fendlicos
con efectos beneficiosos a la salud. La fibra dietaria y los compuestos fendlicos
sirven como sustrato para la microbiota intestinal, promoviendo la produccion de
AGCC, los cuales se asocian con reduccion de inflamacion intestinal y sistémica en
modelos de obesidad e intestino irritable mediante la inhibicion de la via de
senalizacion del factor de transcripcion NF-kB. Ademas, se ha observado una
mejora de la diversidad microbiana y disminucion de colesterol, glucosa y
adiposidad en modelos murinos con dietas obesogénicas y en individuos con

obesidad, evidenciando los efectos benéficos del consumo de la semilla cocida.

Por otro lado, las hojas de frijol, consumidas tradicionalmente en zonas rurales de
México, representan una fuente accesible y econémica de nutrientes con potencial
para su reincorporacion en la dieta. Su alto contenido en fibra insoluble favorece la
excrecion fecal de lipidos y, tras su fermentacion por la microbiota intestinal,
promueve la produccion de AGCC. Su consumo se ha relacionado con la reduccién
de la adipogeénesis, la resistencia a la insulina y la acumulacion de tejido adiposo
visceral en modelos in vivo de obesidad inducida por la dieta. Ademas, el consumo
de hoja de frijol ha mostrado efectos preventivos contra la lipotoxicidad durante el
desarrollo de la enfermedad de higado graso no alcohdlica; mientras que, en
modelos terapéuticos el consumo de las hojas de frijol ha evidenciado propiedades

hepatoprotectoras y antioxidantes.

Hasta el momento no se cuenta con una caracterizacion completa de los perfiles
nutrimental y fitoquimico de las semillas y hojas de frijol variedad Eugenia. Por lo
anterior, se propuso evaluar el efecto del consumo de estos alimentos (por su
contenido integral) en la modulacion del eje intestino-cerebro en un modelo de

obesidad inducida mediante una DAGF, utilizando dosis equivalentes al consumo
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actual (5 %) y recomendado (15 %) de semillas de frijol, extrapoladas al modelo in
vivo. Ademas, esta propuesta busca fomentar la reincorporacion de la semilla de
frijol en la dieta, dada la disminucion en su consumo; asi como, promover el uso de

la hoja de frijol como parte de una alimentacion saludable.

Con base en las diferencias de composicién y dosis entre la semilla y la hoja de
frijol, se plantea que ambos alimentos podrian contribuir a la mejora de la integridad
intestinal y a la reduccion de la actividad proinflamatoria de la microglia en CA1 del
hipocampo, a través de mecanismos similares, pero con impactos diferenciados. En
este contexto, se propone evaluar el efecto del consumo de semilla y hoja de frijol
en la preservacion de la integridad intestinal y en la mitigacién del deterioro de la
memoria, mediante la reduccién de la disfuncion intestinal y de la inflamacion en el

cerebro (hipocampo).

43



HIPOTESIS

La ingesta de la semilla cocida y la hoja de frijol seca como tratamientos
independientes contribuyen a la mejora de las alteraciones metabdlicas en ratones
con obesidad inducida y reduce las alteraciones a través del eje intestino-cerebro al
promover la restauracion de la integridad intestinal, la reduccidn de la concentracidn
sérica de LPS, la disminucién de la actividad proinflamatoria de la microglia en CA1
del hipocampo y la preservacion de la memoria. Estos efectos se atribuyen al
contenido de fibra dietética y compuestos fendlicos presentes en las semillas y las
hojas de frijol los cuales restauran el grosor de la mucosa intestinal y la expresién
de proteinas de unién estrecha en colon e hipocampo reduciendo asi la infiltraciéon
de linfocitos en el colon y favoreciendo la actividad ant-iinflamatoria de la microglia
con menor expresion relativa de citocinas proinflamatorias e incremento en la

expresion relativa de citocinas anti-inflamatorias.

Pregunta de investigacion
¢,Como contribuye el consumo de las semillas cocidas y las hojas secas de frijol a
la mejora de las alteraciones metabdlicas y la modulacion del eje intestino-cerebro

en ratones con obesidad inducida por una DAGF?
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar el efecto del consumo de la semilla y de la hoja de frijol (Phaseolus

vulgaris L.) sobre la restauracion de la integridad intestinal, la actividad

proinflamatoria en el cerebro al evaluar las células de la microglia y la mejora de la

memoria en ratones C57BL/6 con obesidad inducida por una dieta alta en grasa y

fructosa.

5.2. Objetivos especificos

Analizar el potencial terapéutico en la obesidad del consumo de la semilla de
frijol (5% y 15%) y de hoja de frijol (10%) en el control de la obesidad a través
de cambios en la composicidn corporal y en la acumulacién de tejido adiposo
en ratones alimentados con una DAGF.

Evaluar la recuperacion de la integridad intestinal, la reduccion de
endotoxemia y los cambios histolégicos en intestino y colon por el consumo
de la semilla y de la hoja de frijol en ratones obesos alimentados con una
DAGF.

Determinar el impacto del consumo de la semilla y de la hoja de frijol en la
preservacion de la memoria y en la disminucion de la actividad
proinflamatoria en el cerebro al evaluar las células de la microglia en la region

CA1 del hipocampo de ratones alimentados con una DAGF.
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6. MATERIALES Y METODOS

Etapa 1: Composicion bromatolégica y Etapa 2:Desarrollo de obesidad con dieta alta en grasa y
determinacion de compuestos fendlicos ) ~ fructosa
Obtencién de la Disefio de Desarrollo de Permeabilidad Pruebas Composicion
hoja y la semilla dietas obesidad . gllestinal conductuales . corporal
’ Hoja seca * a
Semilla ". o 6/ ( :
cocida N Peso (semanal) y
I * 14 semanas circunferencias y
Semana 14 longitud (semana 14)
E“"fﬁ;f:!""’@“!j" dela Etapa 4: Inclusién de los tratamientos y analisis de su efecto
" proinflamatoria de lamicroglia en la composicion corporal y eje intestino-cerebro
l l ; 1 v l l l 4
Permeabilidad Actividad de Tratamientos Efecto en la Efecto en las Efecto en la Efectoen la Efectoenla
intestinal la microglia composicion corporal|  pruebas permeabilidad oo Frm;l;:d dela_
© ’ o & e
nnn =), | I
e “Peso (semanal)y 910 o €
circunferencias y ) ) T U
St Semana 14-26 longitud (semana 26) Previo a &nanasla P, |
e i s Posterior a eutanasia en grupos 2.4-8
Posterior a la eutanasia en Grupos 2, 4-8

grupos (1) DE y (3) DAGF

Grupos: (1y 2) grupos con dieta estandar (DE), 14 y 26 semanas; (3 y 4) grupos con dieta alta en grasa y fructosa (DAGF), 14 y 26 semanas; (5) DAGF +
10 % Hojas de frijol (HFFD 10 %HF); (6) DAGF + 5 % semiilla cocida (DAGF + 5 %SC); (7) DAGF + 15 % semilla cocida (DAGF + 15 %SC); (8) DAGF
seguida de dieta estandar (DEP).

Figura 6. Disefio experimental in vivo

6.1. Materiales biolégicos

6.1.1. Semilla y hoja de frijol

Las hojas y las semillas se obtuvieron de la planta de frijol Phaseolus vulgaris L.
variedad Eugenia cultivada por sembradio en campo abierto en el campus
experimental Amazcala (FCN, UAQ). La cosecha correspondiente a junio del 2019
se obtuvo en colaboracion con el Dr. Candelario Mondragén Jacobo. Posterior a su
cosecha, se seleccionaron las hojas verdes (6—15 cm longitud y 3—11 cm de ancho),
se lavaron con agua corriente, se ventilaron por 24 h y se secaron en horno de
conveccion a 40-42 °C hasta peso constante. La hoja de frijol seca se molié y cribd
a 0.2 mm (molino Thomas-Wiley modelo 4, Thomas Scientific, Swedesboro, USA)
(Becerril et al., 2022).

Las semillas secas de frijol que se obtuvieron de la misma cosecha y donacion se

lavaron y se cocieron en un recipiente de acero inoxidable, en agua destilada con
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relacion 1:3 (semilla: agua, p/v) por 120 min a 95 °C (Aravindakshan et al., 2021).
El caldo y la semilla de los frijoles cocidos se dejaron enfriar a temperatura ambiente,
se congelaron a -80 °C vy liofilizaron (liofiizadora Scientz-10N, Freeze Dryer,
Shanghai, CHN) al vacio (temperatura del condensador de -80 °C, temperatura del
estante de —20 °C y una presién de camara de 1 N/m?) durante 96 h (Aravindakshan
et al., 2021). La semilla cocida y liofilizada se molié a 20,000 rpm (molino, IKA M 20
Universal, 120 V; IKA, Wilmington, USA) y crib6é a 2 mm.

La hoja y la semilla de frijol molidas se almacenaron en bolsas oscuras y herméticas
a -80 °C para el analisis quimico proximal, la caracterizacion fitoquimica y su

incorporacion a las dietas de los diferentes grupos experimentales.

6.2. Caracterizacion bromatolégica de las semillas cocidas y las hojas de frijol

en polvo

6.2.1. Humedad por estufa de secado

Para la determinacién de humedad se utilizé el método por estufa de secado donde
se pesaron 2 g de muestra en polvo en crisoles de porcelana, previamente puestos
a peso constante en estufa de secado a 65 °C. Las muestras se secaron hasta peso
constante, posteriormente se retiraron de la estufa y se colocaron en un desecador
durante 15 min. El porcentaje de humedad se determin6 a partir de la siguiente

férmula:
% Humedad = 100 — (peso de la muestra seca x 100/peso de la muestra inicial)

6.2.2. Determinacion de cenizas

La determinacion de cenizas se realiz6 mediante calcinacion, siguiendo el método
AOAC 942.05. El procedimiento consistio en pesar 2 g de muestra en polvo molida
en un crisol de porcelana previamente llevado a peso constante. Luego, la muestra
se calcind en una mufla a una temperatura de 550-600 °C durante 4 h. Tras
completar la calcinacion, se apago la mufla y se esperé a que descendiera la
temperatura. Los crisoles fueron retirados y colocados en una estufa de secado a
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100 — 115 °C durante 30 min para su enfriamiento. Posteriormente, los crisoles se
trasladaron a un desecador por 15 min antes de registrar el peso del residuo. La
cantidad de cenizas se determin¢ a partir de la diferencia entre el peso de la muestra

calcinada y el peso inicial de la muestra.
% Cenizas = (peso de la muestra calcinada/peso de la muestra inicial) x 100

6.2.3. Determinacion de proteina cruda

La determinacién de proteina cruda se realizé siguiendo el método de nitrogeno total
macro-Kjeldahl (AOAC 2001). Inicialmente se pesaron de 0.5 a 1 g de muestra en
papel filtro y se colocaron en un matraz Kjeldahl. Posteriormente, se anadieron 2
perlas catalizadoras a los matraces, se conectaron en un extractor de humos y se
calentaron durante 30 min a 95 °C. Las muestras se enfriaron a temperatura
ambiente y se destilaron. La proteina se titulé con acido sulfurico concentrado (95
%)y se determind la cantidad de nitrdgeno presente en las muestras con la cantidad

de acido sulfurico adicionado, empleando la siguiente formula:
% Nitrégeno = (A-B) x C x N x 100/M
Donde:

A =mL de H,SO. 1 N adicionados a la muestra problema
B = mL de H.SO4 adicionados al blanco

C = miliequivalentes de nitrégeno (0.014)

6.2.4. Determinacion del extracto etéreo

La determinacion de los lipidos se realizé por el método de extracto etéreo (AOAC
920.39). Los vasos del equipo se pusieron a peso constante en una estufa de
secado. Posteriormente, en un cartucho se pesaron 2.5 g de muestra en polvo y se
coloco en el extractor. A cada vaso en el equipo se adicionaron de 60 a 80 mL de
éter etilico. La extraccion se realizé durante 4 a 6 h a 60 °C. Una vez transcurrido
ese tiempo, se evaporo el éter colocando los vasos en una campana de extraccion

y enseguida se pesaron. El contenido de lipidos se calculé con la siguiente férmula:
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% Extracto etéreo = (A — B) x 100/M
Donde:

A = peso del vaso con residuo lipidico
B = peso constante del vaso

M = peso de la muestra

6.2.5. Determinacion de fibra dietética total

La fibra dietética total se determiné por un método enzimatico utilizando un kit (Total
Dietary Fiber Assay Kit, Sigma-Aldrich, Darmstadt, DEU) con las modificaciones
reportadas por Heredia-Ortega et al. (2014). En bolsas ANKOM F57 (ANKOM,
Macedon, USA) previamente pesadas y marcadas se peso 1 g de muestra en polvo
(cuadruplicado). Una vez que las bolsas se sellaron se colocaron en una solucion
de fosfatos 0.08 M, se anadié a-amilasa y se incubaron a bafio maria durante 15
min a 95 °C. Transcurrido ese tiempo, se agregd una solucion de Bacillus
licheniformis en solucién de fosfato, se incub6 durante 30 min a 60 °C y se repiti6 la
incubacion utilizando la amiloglucosidasa de Aspergillus niger. Pasados los 30 min,
se adicionaron 800 mL de alcohol (96 %) y se dejé sedimentar durante 12 h.
Posteriormente, las muestras se filtraron en papel Whatman con una bomba de
vacio y matraz Kitasato. El papel Whatman con el sedimento se dej6é secar a peso
constante. La diferencia del peso del papel filtro con el residuo menos el papel filtro
sin el residuo correspondié a la fibra soluble. Por otro lado, las bolsas con las
muestras se lavaron con alcohol en un digestor 3 veces por 15 min y un lavado con
acetona. Finalmente, las muestras se secaron en estufa, donde la diferencia de

peso correspondio a la fibra insoluble (Heredia-Ortega et al., 2014).
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6.3. Determinacion de compuestos fendlicos totales y saponinas en la semilla

y la hoja de frijol
6.3.1. Extraccién de compuestos fendlicos

La extraccion de compuestos fendlicos se realizé a partir de 5 g por 10 mL de
solucion de acetona-agua en relacion 70:30. Posteriormente, la solucion se sonico
durante 30 s por 3 ocasiones con intervalos de 15 s. Las muestras se centrifugaron
a 10,000 g durante 10 min a 4 °C. Se procedié a la rota-evaporacion para la
remocion del solvente y continuar con las determinaciones (Herrera-Rocha et al.,
2022). La solucién se disolvio en 1 mL de agua destilada estéril. El extracto se
suspendidé en agua, se liofilizd a -60 °C y se almacend a -80 °C hasta su analisis
(Baek et al., 2018).

6.3.2. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales se realizé por el ensayo de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rosi, 1965). En una placa de 96 pozos se colocaron 12.5 uL
del extracto acetdnico y 50 yL de agua; se adicionaron 32 uL del reactivo Folin-
Ciocalteu 1 N y la reaccién de oxidacion se neutralizdé con 156 pL de carbonato de
sodio al 7 %. La muestra se incub6 en la obscuridad por 2 h a temperatura ambiente
y posteriormente la absorbancia se midi6 a 760 nm en un lector de placas
(Varioskan Flash Multimode Reader, Thermo-Scientific, Massachusetts, USA). El
contenido de compuestos fendlicos totales se calculé a partir de una curva de
calibracion empleando acido galico como estandar, expresando los resultados como

Mg equivalentes de acido galico/g de muestra seca (ug EAG/g muestra seca).

6.3.3. Cuantificacion de flavonoides totales

Este procedimiento se llevé a cabo a partir de lo descrito por Oomah et al. (2005).
En una placa de 96 pozos se colocaron 50 pL del extracto acetdnico, 180 pL de
metanol y 20 uL de una solucion de 2-aminoetildifenilborato al 1 % en metanol. La
absorbancia se midié a 404 nm en un lector de placas. Para realizar los calculos

correspondientes se utilizé una curva de calibracion con rutina y se expresaron los
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resultados como pg de equivalentes de rutina/g de muestra en polvo (ug ER/g

muestra seca).

6.3.4. Cuantificacién de taninos condensados

La cuantificacidn de taninos condensados se determind por la prueba de vainillina
de Deshpande y Cheryan (1987), modificado a microplaca. En una placa de 96
pozos se colocaron 50 uL del extracto acetonico y 200 uL de una mezcla de vainillina
al 0.5% recién preparada (vainillina 1 % en metanol y HCI 8 % en metanol en una
relacion 1:1). Enseguida, se prepard un blanco al cual se le adicionaron 50 pL del
extracto y 200 pyL de HCI 4 %. La absorbancia de las muestras se midié en un lector
de placa a 492 nm. Para calcular las concentraciones de taninos condensados se
utilizé una curva de calibracion con (+)-catequina (0 — 0.2 mg/mL). Los resultados
se expresaron como mg equivalentes de (+)-catequina/g de muestra seca (mg

ECAT/g muestra seca) (Feregrino-Pérez et al., 2008).

6.3.5. Extraccion y cuantificacion de saponinas totales

Para determinar las saponinas totales, a 1 g de muestra en polvo de las hojas de
frijol se afiadieron 10 mL de metanol (80 %). Posteriormente, el metanol se elimind
por evaporacion rotatoria en condiciones de vacio. Al extracto resultante se afadio
200 pL agua y 200 pL de acetona; la muestra se centrifugd a 2,500 g durante 15
min para obtener el extracto metandlico. Después, 0.1 mL del extracto metandlico
se incubd con 1 mL de &cido sulfurico al 72 % y vainillina al 0.8 % en etanol en un
bafio de agua a 60 °C durante 20 min y posteriormente se enfrié con un bafo de
hielo. La absorbancia se midié a 544 nm en un lector de placas empleando un
estandar de saponina (0.012 — 0.36 mg/mL) para determinar la cantidad de

saponinas en el extracto (Dini et al., 2009).

6.4. Determinacion de metabolitos de muy bajo peso molecular
Los metabolitos de muy bajo peso molecular se identificaron en funcién de su
naturaleza quimica, empleando un extracto metandlico para la deteccion de

compuestos organicos polares y aminoacidos, y un extracto con hexano para la
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caracterizacion de acidos grasos, dada su afinidad con solventes no polares (100

Mg/1 mL).

Las muestras se agitaron durante 60 min y se centrifugaron a 12,000 rpm durante
10 min. El sobrenadante se secd al vacio y se adicionaron 50 yL de agente
derivatizante  N-O-bis  (trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) + 1 %
trimetilclorosilano (TMCS). Para la determinacion de los metabolitos presentes en
los extractos metandlico y hexanico del polvo de semilla y el polvo de hoja de frijol
se inyectd 1 pL en un cromatografo de gases (Agilent GC serie 7890A, Delaware,
USA) acoplado a espectrometria de masas de cuatro polos simple (GC/MSD
Systems Agilent, Delaware, USA). La energia de ionizacién por impacto de
electrones se establecié en 70 eV, con un rango de masas de 50-3700 m/z. Se
utilizé una columna capilar HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym) y un inyector
split/splitless (2 mm), configurado en modo splitless y con una temperatura de 250
°C. El programa de temperatura del horno fue el siguiente: temperatura inicial (100
°C durante 1 min), incremento (6 °C/min hasta alcanzar 220 °C, manteniéndose
durante 1.23 min), segundo incremento (10 °C/min hasta 290 °C), tercer incremento
(40 °C/min hasta 310 °C, manteniéndose durante 7.5 min). El flujo del gas portador

(helio) se establecio en 1 mL/min.

Para la identificacion de metabolitos en los extractos, los espectros de masas
obtenidos se compararon con la base de datos de referencia estandar del NIST
(NIST 11). El contenido relativo de cada compuesto se calculé como el porcentaje
del area bajo la curva. Para el control del cromatografo y el procesamiento de datos
se utilizd el software Chem-Station (Agilent Technologies, Delaware, USA)
(Figueroa-Pérez et al., 2014). Los metabolitos de muy bajo peso molecular se
caracterizan por ser acidos grasos, compuestos organicos y aminoacidos de peso

menor a 900 Da con diferentes propiedades benéficas para la salud.
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6.5. Actividad enzimatica de la lipasa pancreatica in vitro

La inhibicion de la actividad de la lipasa pancreatica se determind siguiendo el
meétodo propuesto por Pérez Ramirez et al. (2015). Brevemente, 1 g de polvo de la
hoja de frijol se disolvid en 1 mL de metanol. Posteriormente, se mezclaron 10 mg
de lipasa pancreatica porcina en 1 mL de agua destilada y se centrifugaron a 1,600
g durante 5 min. El sobrenadante se mezcl6 a diferentes concentraciones (0.1 - 1
mg/mL) con el extracto metandlico de la hoja de frijol. La tetrahidrolipstatina disuelta
en dimetilsulféxido se us6 como control positivo y el dimetilsulféxido como control
negativo, lo que permite comparar el comportamiento basal de la enzima sin
inhibidores activos presentes. A cada muestra se agregaron 400 pL de laureato de
p-nitrofenilo y, después de 2 h de incubacién, se midié el producto de glicerol
oxidado a 570 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion de

lipasa pancreatica in vitro en relacion con la actividad de la tetrahidrolipstatina.

6.6. Animales y grupos experimentales

El numero de unidades experimentales del estudio in vivo se calculé usando los
datos de la prevalencia de obesidad en individuos mayores de 18 afios en México
(74.2 %) y a nivel mundial (59 %), considerando una prevalencia promedio del 70
%, con un nivel de confianza del 95 % y una potencia estadistica del 90 % (Campos-
Nonato, 2023; WHO, 2025). Se utilizé la siguiente formula del tamafio de muestra
necesario (TM) para determinar la prevalencia poblacional con valores absolutos de

precision (Milian Suazo, 1989).
TM = 3.84 (prevalencia verdadera) / (1 - prevalencia verdadera) / (margen de error)?
Donde:

e Prevalencia verdadera = 0.70
e 1 - prevalencia verdadera = 0.30

e Margen de error = 0.09

Sustitucion:
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e TM=3.84(0.70)/(0.30)/0.09% = 100
e TM/numero de grupos = 100/8
e 100/8 =12.5 (12 por grupo)

El proyecto se llevo a cabo en las instalaciones del INB de la UNAM y de las
facultades de Ciencias Naturales y Quimica de la UAQ. Los procesos contemplados
para el proyecto se realizaron de acuerdo con lo aprobado por el comité de bioética
de la Facultad de Quimica con numero de oficio CBQ22/114, tomando como base
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999. En total se incluyeron 96 ratones
(cepa C57BL/6 macho de 8 semanas de edad, 25 a 30 g de peso corporal) obtenidos
del Bioterio del Instituto de Neurobiologia UNAM Campus Juriquilla.

El experimento in vivo se realiz6 en 2 fases con 48 ratones cada una debido a
restricciones espaciales y a la disponibilidad de los roedores. Se garantizé la
homogeneidad en las condiciones experimentales para ambas fases, asegurando
la uniformidad similitud de las variables ambientales, nutricionales y de manejo
durante las dos fases experimentales. Se utilizd esta cepa por ser susceptible a
desarrollar obesidad y alteraciones metabdlicas a corto plazo con dietas
hiperenergéticas. Asi mismo, se cuenta con protocolos estandarizados para evaluar
los cambios en conducta inducidos con estas dietas en esta cepa (Buettner et al.,
2007; Martinez-Orozco et al., 2022). Los animales se alojaron colocando 4 ratones
por caja (19 x 29 x 12 cm), con piso y paredes continuas solidas con tapa removible,
asi como con cama sanitaria de viruta estéril (1.5 cm de alto). Los animales se
mantuvieron con temperatura controlada (22 + 2 °C) y humedad relativa (60 £ 5 %)
bajo un fotoperiodo de 12 h de luz/oscuridad. A todos los animales se les administré
alimento y agua ad libitum. La limpieza de las jaulas, los bebederos y los comederos
se realizdé cada tercer dia. Los ratones se mantuvieron por una semana en
adaptacion a la dieta estandar molida. En cada fase, los animales se dividieron en
8 grupos diferentes de forma aleatoria para administrar las diferentes dietas. Para

la aleatorizacion e identificacion de los animales se utilizaron tarjetas de
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identificacion en cada caja y los animales se marcaron con tintura no téxica como lo
indica la NOM-062-Z00-1999.

El empleo de animales fue necesario para evaluar el efecto de los componentes de
la dieta en el funcionamiento general del organismo, enfocado al eje intestino-
cerebro. El andlisis de la conducta fue una parte importante del proyecto y que sélo

se pudo observar en un modelo in vivo.

El total de animales se dividié en 8 grupos con 12 animales/grupo: dos grupos
recibieron dieta estandar (DE), uno durante 14 semanas y otro durante 26 semanas;
de manera similar, dos grupos recibieron la dieta alta en grasa y fructosa (DAGF)
por 14 y 26 semanas, respectivamente. Seis grupos fueron alimentados con una
DAGF, de los cuales uno fue expuesto durante 26 semanas; mientras que, los cinco
restantes recibieron exclusivamente la dieta durante 14 semanas con el objetivo de
inducir obesidad y 12 semanas la DAGF + el tratamiento correspondiente como se

muestra en la tabla 4 y la Figura 7.

Tabla 4. Grupos experimentales.

Grupo Periodo Obijetivo
1. DE 14 semanas Comprobacién del modelo
2. DAGF 14 semanas Comprobacién del modelo
3. DE 26 semanas Control sano
4. DAGF 26 semanas Control de alteracién del eje intestino-
cerebro

5. DAGF+ 10 % | 14 semanas DAGF y 12 | Tratamiento con HF en cantidad similar al
HF semanas DAGF + 10 % HF | consumo recomendado de vegetales

6. DAGF + 5 % | 14 semanas DAGF y 12 | Tratamiento con SC en cantidad similar al
SC semanas DAGF + 5 % SC consumo habitual del mexicano

7. DAGF + 15 % | 14 semanas DAGF y 12 | Tratamiento con SC en cantidad similar al

SC semanas DAGF + 15 % SC | consumo recomendado para la poblacion
mexicana
8. DEP 14 semanas DAGF y 12 | Tratamiento con DE para asemejar el
semanas DE cambio a una dieta saludable
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Comprobacién del modelo

e

IAdaptacién Eutanasia
Eutanasia grupo DE y DAGF
01234567891011121314::'9!617181920212223 24 25h
\ )\ )
Y Y
Administracién de DE y DAGF Administracion de tratamientos
— Grupos experimentales
Ratén C57BL/6 - Dieta estandar (DE)
n=12 - Dieta alta en grasa y fructosa (DAGF)
. >

- DAGF + 15 % semilla cocida (DAGF + 15 % SC)
- DEP (Dieta estandar posterior a la induccion de
obesidad)

Figura 7. Modelo experimental induccion de obesidad con una DAGF

6.7. Disefo y contenido de la DE y la DAGF para los animales experimentales
El alimento base en las dietas fue Rodent Lab Chow 5001 (LabDiet, Orlando, USA),
un alimento recomendado para roedores durante el ciclo de vida; su contenido cubre
los requerimientos nutricionales teniendo un aporte energético adecuado de 3.36
Kcal/g (proteina 28.5 %, grasa 13.5 % e hidratos de carbono 58 %). Previo al inicio
del experimento, los animales tuvieron una semana en adaptacion al alimento base
molido. La composicidn energética y nutrimental de las dietas para los grupos DE y

DAGF se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Contenido nutrimental de la DE y la DAGF

Elemento DE (%) DAGF (%)
Carbohidratos 58.2 40.0
De los cuales fructosa - 20.0
Fibra 5.1 3.4
Proteinas 28.5 19.6
Lipidos 13.5 40.3
Saturados 1.6 34.5
Kcallg 3.4 4.4

La composicién nutrimental se declara de acuerdo con el etiquetado del alimento para la DE y el
etiquetado de los ingredientes considerados para la preparacion de la DAGF.
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6.8. Diseino experimental

Una vez concluida la semana de adaptacion, los ratones de los grupos 1y 2 (Tabla
4) se alimentaron con DE y los grupos 3 al 8 se alimentaron con la dieta DAGF. Se
realizé un monitoreo semanal del peso corporal, ingesta alimentaria y circunferencia
visceral. Tras 14 semanas, todos los ratones alimentados con DAGF
correspondientes a los grupos 3 a 8 mostraron un incremento 210 % en el peso
corporal. En comparacion con los animales alimentados con DE (grupos 1y 2), lo
cual confirmo6 la induccion de obesidad conforme a los criterios establecidos
(Buettner et al., 2007). Ademas de la obesidad, se evalué la permeabilidad intestinal
mediante el ensayo con FITC-dextran y se analizaron alteraciones conductuales a
través de una menor respuesta comportamental caracterizado por una puntuacion
baja en la construccion de nidos y una alternancia baja en el laberinto en T,
confirmando asi el modelo experimental. Una vez confirmado el modelo de
induccidn de obesidad, caracterizado por el aumento de la permeabilidad intestinal
y una disminucién en la respuesta a pruebas conductuales, los grupos 1 (DAGF) y
3 (DE) se les confirmo el dafio en la integridad intestinal, el aumento en la activacion
microglial y la disminucidn en la respuesta a las pruebas conductuales. Después de
lo anterior, se continud con la administracion de los tratamientos asignados al resto
de los grupos experimentales: DAGF + 10 % HF, DAGF + 5 % SC, DAGF + 15 %
SC, y DEP. Estos grupos fueron comparados con un grupo control sano (alimentado
con dieta estandar durante 26 semanas) y un grupo control obeso (alimentado con
DAGF durante el mismo periodo). Los tratamientos con hoja y semilla de frijol se
administraron posterior al desarrollo de obesidad, a partir de las concentraciones
mencionadas en los grupos experimentales. Para mantener el aporte proteico
similar entre las diferentes dietas se afnadio a las dietas hipercaldricas caseinato de
calcio; para cubrir el contenido de fibra se utilizé salvado de trigo; mientras que, para
favorecer la absorcion de lipidos de la dieta se adicion6 0.15 % de colato de sodio.

Aunque inicialmente se establecié un tamano de muestra de 12 ratones por grupo

para inducir obesidad mediante una dieta alta en grasa y fructosa (DAGF; 40 %
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lipidos, 20 % fructosa), no todos los animales alcanzaron el incremento ponderal =
10 %, criterio considerado para confirmar el fenotipo obeso. Sin embargo, estos
sujetos mostraron alteraciones metabdlicas y conductuales relevantes. En
consecuencia, el presente estudio incluyé exclusivamente a los ratones que
cumplieron con el criterio de obesidad basado en el peso corporal, conforme a lo
descrito por Martinez-Orozco (2022), para confirmar el modelo experimental
teniendo una n final de 8-10. En paralelo, algunos ratones del grupo con dieta
estandar (DE) también presentaron una ganancia de peso superior al 10 %,
atribuida a comportamientos de dominancia en la dinamica grupal, por lo que fueron
excluidos del analisis con una n final de 6. Para la fase de confirmacién del modelo
(14 semanas) se utilizaron los 7 ratones asignados al grupo DE, mientras que en la

fase completa de 26 semanas se incluyeron unicamente 6.

Debido a esta variabilidad se considerdé necesario incrementar el numero de
animales 12 por grupo (agregando de 2 a 4 animales por grupo) para alcanzar el
tamano de muestra requerido. Nuestros hallazgos refuerzan la evidencia de que el
consumo croénico de dietas hipercaloricas ricas en grasas y azucares puede inducir
alteraciones metabdlicas, inflamatorias y conductuales, incluso antes de que se
manifieste una obesidad evidente. Por tanto, el exceso de tejido adiposo y en su
caso el incremento de peso no debe considerarse el unico marcador clinico de dano
inducido por la dieta, dado que se ha documentado la presencia de enfermedades
cronicas no transmisibles (como diabetes tipo 2, hipertensidon) y trastornos
emocionales (depresion, ansiedad) en individuos con normopeso (Kivimaki et al.,
2015; Sanchez-Villegas et al., 2015). Asimismo, el consumo excesivo de energia,
aun en el contexto de una dieta equilibrada, puede favorecer el incremento de peso
(Ello-Martin et al., 2005). Ambos procesos deben considerarse en investigaciones

futuras.

La duracion del tratamiento (12 semanas) se evalué a partir de los cambios
reflejados en el peso corporal, la circunferencia toracica y la circunferencia visceral,

asi como las pruebas de conducta, considerando al menos un periodo de evaluacion

58



de 12 semanas. Una vez determinados cambios significativos en la composicién
corporal y/o la conducta se procedié a la obtencion y al procesamiento de las

muestras bioldgicas para los analisis posteriores.

En todo momento se mantuvo atencion en los indices de bienestar de los animales.
Para la obtencidn de las muestras bioldgicas se considerd lo establecido por la
NOM-033-ZO0-2014 que especifica los métodos para dar muerte a animales
domeésticos y silvestres. Los estandares bioéticos nacionales e internacionales del
cuidado y bienestar de los animales fueron considerados durante toda la
investigacion. Se empled la norma nacional para el cuidado y uso de los animales
de laboratorio NOM-062-Z00-1999 y la norma internacional ARRIVE.

6.9. Determinacion de la composicién corporal y tipo de grasa corporal previo

a la obtencion de muestras

6.9.1. Composicién corporal

La composicion corporal de los animales se analizé para la comprobacion del
modelo con obesidad y durante la administracion de los tratamientos. Para conocer
la distribucion de la grasa corporal se midio las circunferencias toracica y abdominal
en la ultima semana previo a la muerte de los ratones de esta investigacion y se
determind la relacion circunferencia abdominal/circunferencia toracica. El indice de
masa corporal (IMC) e indice de Lee, ambos indicadores relacionados con el
desarrollo de obesidad se midieron a partir del peso y la longitud de los animales

(de nariz a base de la cola).

6.9.2. Distribucion de la grasa corporal

Para conocer la distribucion de grasa corporal visceral y subcutanea, los animales
se analizaron por resonancia magnética (servicio del laboratorio nacional de
imagenologia, LANIREN INB- UNAM, Campus Juriquilla), utilizando isoflurano al 2
% como anestésico inhalatorio (Kundumani-Sridharan et al., 2019), en la ultima
semana previa a la obtencion de muestras. Las imagenes se analizaron con el

programa ITK-SNAP version 3.8.0 (Universidad de Pensilvania, Pensilvania, USA).
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6.10. Pruebas conductuales previo a la obtencion de muestras biolégicas

6.10.1. Prueba de reconocimiento de objetos

La informacion reciente sobre objetos y ubicaciones familiarizadas por los roedores
permite evaluar la memoria de reconocimiento (Stefanko et al., 2009). La prueba de
reconocimiento de objetos se llevo a cabo en la semana 12 de la administracion de
los tratamientos. Esta prueba se utilizd para evaluar el deterioro en la memoria a
partir del consumo de la DAGF y el efecto de la suplementacion con la semilla y la
hoja de frijol. El reconocimiento de objetos se llevd a cabo en 3 fases con un
intervalo entre fases de 24 h. En la fase de habituacion se dejo explorar a los ratones
en un campo abierto sin objetos durante 10 min. En la fase de familiarizacion se
colocé al roedor frente a dos objetos iguales durante 10 min; finalmente, en la
tercera fase los roedores se colocaron frente a un objeto familiar y un objeto
novedoso o un objeto familiar y el otro cambiado de lugar, siguiendo las
caracteristicas del tamano, color y forma de acuerdo con lo reportado previamente
(Martinez-Orozco, 2020; Shi et al., 2020). El indice de discriminacién se calculd

utilizando la siguiente formula:

indice de discriminacion: (Tiempo de objeto familiar antiguo — tiempo de objeto

familiar reciente) / tiempo total de exploracion.

Un indice de discriminacion cercano a cero o con valores negativos indica deterioro
en la memoria a largo plazo, mientras que un valor positivo y proximo a 1 sugiere

una adecuada integridad de la memoria a largo plazo (Vogel-Ciernia & Wood, 2014).

6.10.2. Construccion de nidos

El estado cognitivo general de los animales se evalué por medio de la construccion
innata del nido (Deacon, 2012). La prueba de construccién de nidos se midio en
todos los grupos durante la ultima semana previo a la obtencion de muestras. Los
ratones se alojaron individualmente en una jaula limpia con aserrin de 0.5 cm de
grosor y se les proporcioné un cuadrado de algodén prensado de 2 g. Se tomaron

fotos de la jaula durante las 12 h, en su ciclo activo. Se utilizé la puntuacion de nido
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de Deacon (Deacon, 2012) para evaluar las actividades de la vida diaria
relacionadas con alteraciones en individuos con deterioro cognitivo (Johnson et al.,
2016; Shi et al., 2020). La prueba se puntudé de 1 a 5 y se tomaron las siguientes

consideraciones (Figura 8):

Nido mayoritariamente intacto (> 90 % intacto).
Nido parcialmente desgarrado (50-90 % intacto).
Nido triturado en su mayoria y no hay un sitio de nido identificable (se extiende
alrededor de la jaula).

4. Nido identificable, pero plano: > 90 % esta destrozado, el algodén se ubica dentro
de un cuarto del area del piso de la jaula.

5. Un nido casi perfecto: > 90 % del algoddn esta destrozado, el nido es un crater, con
paredes mas altas que la altura del cuerpo del raton en mas del 50 % de su

circunferencia

Figura 8. Representacion grafica de la puntuacién en la construcciéon de nidos de 1 a 5 (a-e)
respectivamente. Tomado de Deacon, 2006.

Un incremento de la puntuacién en la construccién de nidos con los diferentes
tratamientos se refiere a una mejor respuesta asociada con la cogniciéon general;
por lo que una disminucion de la puntuacién con los diferentes tratamientos hablaria

de una mayor perdida en la cognicion general (Deacon, 2012).
6.10.3. Prueba de laberintoen T

La integridad funcional del hipocampo relacionado con la memoria y el aprendizaje
se evaluo con la prueba de laberinto en T, ya que se considera una de las mejores
pruebas establecidas para la memoria de trabajo espacial. Se basa en la

predisposicidon del raton a optar por el brazo novedoso del laberinto en comparacion
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con el familiar; esta eleccion depende de la integridad de las vias limbicas y no
limbicas, que incluyen el cerebro basal anterior, el hipocampo y la corteza cerebral
(Lalonde, 2002). Esta prueba se llevo a cabo en el modelo con obesidad y al término
de los tratamientos para evaluar cambios en el comportamiento por efecto de los
diferentes tratamientos. El espacio de trabajo fue un lugar tranquilo, con poca luz y
utilizado exclusivamente para las pruebas. Cada ratéon se colocé de manera
individual en una plataforma en forma de T rodeada de paredes con material de
acrilico (40 cm de largo, 10 cm de ancho y 15 cm de alto). El laberinto en T consta
de tres zonas basicas: un brazo de inicio o largo y dos brazos cortos (derecho e
izquierdo). El brazo largo esta separado de la zona inicial por una puerta de

guillotina (Figura 9).

Divicion central: se extiende hasta el

Brazo de meta (30 * 10 cmf brazo de artanque (7 cm)

Tira de refuerzo NPuertas de la guillotina
{encajables)

\-Brazo inicial (30 * 10

cm)

Area de inicio

Figura 9. Representacion grafica del laberinto en T para ratones. Modificado de Deacon, 2006 y
realizado con BioRender.com.

La prueba consto de tres fases repetidas 3 veces al dia durante 3 dias. En la primera
fase, el raton se coloco en el brazo de inicio y pudo elegir entrar en uno de los dos
brazos cortos, después de lo cual se cerrd el brazo elegido. El animal se dejo en el
brazo elegido durante 20 s para explorar el entorno. La segunda fase consistio en
colocar al ratén en el brazo de inicio una vez mas, lo que le permitié elegir uno de
los brazos cortos. El objetivo fue analizar si el ratdén eligiera el mismo brazo dos
veces. Al final del estudio, se evalu6 el numero total de veces que cada animal

alterno durante la tarea. Toda la prueba se grabo en video con una camara digital y
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luego se evaluo utilizando Smart Video Tracking Software (Deacon & Rawlins, 2006;
d’Isa et al., 2021).

Se calculd el porcentaje de alternancia como indice de memoria de trabajo, a partir

de la siguiente férmula:
indice de memoria de trabajo = (NUmero total de alternancias correctas/9) * 100

Un indice de memoria de trabajo elevado (cercano al 100 %) indica una adecuada
integridad de la memoria de trabajo y a corto plazo; mientras que, valores bajos (por
debajo del 65%) se asocian con un deterioro en estos dominios cognitivos
(Dudchenko, 2004).

6.11. Permeabilidad intestinal in vivo

La permeabilidad intestinal se evalué mediante el ensayo de permeabilidad in vivo
FITC-dextran (Sigma, FD4, Darmstadt, DEU) previo a la obtencién de muestras en
la mitad de los animales de los grupos DE y DAGF (14 semanas) y en la mitad de
los animales con los diferentes tratamientos (26 semanas). Para lo anterior, los
ratones se ayunaron durante 12 h y recibieron por canulacién oral una dosis de
FITC-dextran (600 mg/kg peso corporal) disuelto en tampdn de fosfato salino estéril.
Después de 2.5 h de la administracion del FITC-dextran se extrajeron
aproximadamente 200 uL de sangre por la vena femoral que se centrifugd durante
15 min a 3,500 g a 4 °C. El plasma se coloco en tubos nuevos y se almacend a -80
°C para su posterior analisis. Las concentraciones plasmaticas de FITC-dextran se
evaluaron en un lector de placas a una longitud de onda de excitacion de 490 nmy
de emisién de 520 nm (van de Wouw et al., 2018). Segun estudios previos, en
condiciones fisioldgicas normales la concentracion sérica de FITC-dextran es
practicamente indetectable; sin embargo, en modelos experimentales con obesidad
o inflamacion intestinal se han reportado concentraciones superiores al doble en
comparacion con grupos control sanos (Chen et al., 2014; Ribeiro Hudson et al.,
2020).
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6.12. Obtenciéon de muestras por muerte con CO2y puncion cardiaca

Para la muerte de los animales de ambas fases de esta investigacion, a la mitad de
los animales de cada grupo se les administréo CO2 con un flujo del 20 % del volumen
de la camara por min durante 60 s y, posteriormente, se obtuvo alrededor de 1 mL
de sangre por puncion cardiaca. Los animales se disectaron y se extrajo el tracto
gastrointestinal, el contenido de colon proximal, el higado, los rifiones, el cerebro y
el tejido adiposo. Es importante sefalar que se extrajeron otros tejidos para
investigaciones posteriores. En la otra mitad de animales de cada grupo, se utilizé
pentobarbital (120 mg/kg) disuelto en solucion fisioldgica via intraperitoneal y
puncion cardiaca para la coleccién de sangre; la circulacion de parte inferior del
cuerpo se bloqued y la cabeza se perfundié con solucion salina y posteriormente
con paraformaldehido al 4 %, lo que aseguro la obtencion adecuada del cerebro
para las pruebas posteriores. Una vez que los tejidos correspondientes a la cabeza
estaban rigidos, el cerebro se colecto, disecté y almacend en paraformaldehido al
4 % durante 48 h y luego en solucién glucosada al 30 % para su crioproteccion y
para su analisis. El resto de los érganos se extrajeron de la misma manera que en

los animales no perfundidos y algunos de ellos se utilizaran para trabajos futuros.

La sangre de todos los animales se colectd en tubos Vacutainer amarillos. El suero
se obtuvo por centrifugacién a 3,000 g a 4 ° C por 20 min y se almacend en alicuotas
a -20 °C hasta su analisis. Las muestras de contenido de colon proximal se
extrajeron procurando no dafiar las vellosidades intestinales; los contenidos se
colocaron en tubos libres de nucleasas y se congelaron en nitrégeno liquido para
después almacenarse a -80 °C. Los intestinos delgado y grueso se colocaron en
una solucién de Carnoy para fijacion e inclusion en parafina; posteriormente, se
cortaron (3 —4 um) y se montaron en laminillas para el posterior analisis histolégico

de su morfometria.

6.13. Determinacion de colesterol total y triglicéridos en suero
Las concentraciones de colesterol y triglicéridos en el suero de los animales de los

diferentes grupos obtenidos tras la obtenciéon de muestras se analizaron utilizando
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kits enzimatico-colorimétricos correspondientes (Spinreact, Barcelona, ESP). Los

resultados se expresaron en mg/dL.

6.14. Lipidos totales y triglicéridos en heces

Las heces se recolectaron durante 24 h en la ultima semana de tratamiento en la
fase 2 (tratamiento) y se almacenaron a -80 °C. Se homogenizaron 200 mg de
heces con 2 mL de solucion salina al 0.9 % y se agitaron durante 1 min, seguido de
la adicion de 2 mL de cloroformo-metanol (2:1 v/v) y una nueva agitacion por 1 min.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10,000 g durante 10 min; se
recupero la fase inferior y se evaporé al vacio durante 24 h. Se determiné la
diferencia entre el peso inicial y final y los resultados se expresaron como mg de
lipidos totales por g de heces (Kraus et al.,, 2015). Ademas, el contenido de
triglicéridos en el extracto lipidico de las heces se determind utilizando un kit
enzimatico-colorimétrico (Spinreact, Barcelona, ESP). Los resultados se expresaron

como mg de triglicéridos por g de lipidos totales en heces.

6.15. Medicién del grosor de la capa de moco colénico

Para evaluar el impacto de la dieta DAGF en la permeabilidad intestinal y el posible
efecto benéfico de los tratamientos se analizé el grosor de la capa de moco por
histologia. Las muestras de colon se fijaron en solucién de Carnoy (etanol:
cloroformo: acido acético, 6:3:1), se incluyeron en parafina, se seccionaron a 5 ym
y se montaron en portaobjetos. Las secciones se tifieron con hematoxilina y eosina
(Copyright © 2024 Leica Biosystems division of Leica Microsystems, Inc., lllinois,
USA) y se capturaron micrografias utilizando un microscopio (Velab, VE-BC3PLUS,
Ciudad de México, MEX). El grosor de la capa de moco se cuantificé con Image J

(https://imagej.nih.gov/ii/, NIH, USA), realizando 10 mediciones por seccién, en 2

secciones por animal y 4 animales por grupo.

6.16. Determinacion de lipopolisacaridos e IL-6 en suero
Para evaluar el impacto del consumo de semillas y hojas de frijol en la endotoxemia

metabdlica se midieron los niveles séricos de lipopolisacarido (LPS) (Abbexa LDT,
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Cambridge, GBR) y de la citocina proinflamatoria interleucina-6 (IL-6) (Express
Biotech International, Frederick, Maryland, USA) mediante ELISA. Se utilizaron kits
especificos siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresaron

en ng/mL para LPS y pg/mL para IL-6.

6.17. Niveles de expresion de RNAm de citocinas en el hipocampo de ratones
obesos inducidos con DAGF

La expresion de los niveles de RNAm de las citocinas proinflamatorias IL-1 e IL-6 y
la citocina anti-inflamatoria IL-10 se determinaron por gPCR. La extraccion de RNA
total del hipocampo se realizé con el método Trizol-cloroformo. EI cDNA se sintetizo
con SuperScript || Reverse Transcriptasa (Invitrogen, Massachusetts, USA) usando
el procedimiento de acuerdo con el fabricante. Posteriormente, el cDNA se amplificd
por gPCR y se utilizd el termociclador (Step One System, Thermo-Scientific,
Massachusetts, USA) con las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial por
10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién (30 s, 95 °C), alineacién
(30 s, 60 °C) y extension (30 s, 72 °C). La expresion relativa de los genes en el
hipocampo se determind normalizando con GAPDH mediante el método de Delta
Ct (threshold cycle) que se obtiene restando el Ct del gen constitutivo al Ct del gen
de interés (Baek et al., 2018). Los pares de oligonuclettidos se emplearon de

acuerdo con lo reportado en la literatura (Tabla 6).

Tabla 6. Oligonucleétidos para el analisis de qPCR de citocinas pro y anti-

inflamatorias.

Gen Secuencia

F:-TGATGCACTTGCAGAAAACAATCTGA
R:AGCTATGGTACTCCAGAAGACCAGAGG

IL-6

F: GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
R: ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

IL-18
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F: TTACCTGGTAGAAGTGATGCCC

IL-10

R: GACACCTTGGTCTTGGAGCTTA

F: ATCGTCTTAAACCCCGCGT
RPLO

R: CTGCCGTTGTCAAACACCTG

F: F: CGGAAAATAGCCTTCGCCATCAC
18s

R: ATCACTCGCTCCACCTCATCCT

Modificado de Zhang et al. (2019); Cui et al. (2021), Arreola-Galvan (2025).

6.18. Deteccion de la proteina Iba-1 en CA1 del hipocampo por

inmunohistoquimica

La presencia de la proteina Iba-1 se evalud por inmunodeteccion. Para el analisis
en el hipocampo, el tejido cerebral se cortd en secciones de 40 um con ayuda de
un criostato y se localizaron las regiones CA1, CA2, CA3 y giro dentado del
hipocampo de acuerdo con un atlas de cerebro de ratdén estandar segun el Atlas de

cerebro de ratén (Paxino y Franklin, 2003).

Las muestras se mantuvieron en tampén de fosfato salino con azida de sodio hasta
su procesamiento. Los cortes de cerebro se incubaron con amortiguador de citratos
durante 20 min a 80 °C, seguido de una incubacién con el anticuerpo primario anti-
Iba-1 a una concentracion 1:300 (Invitrogen, Massachusetts, USA) a 4 °C durante
la noche. Al dia siguiente, los cortes se lavaron y se incubaron con anticuerpo
secundario Anti-Goat IgG a una concentracién 1:500 (Sigma-Aldrich, Darmstadt,
DEU) y las secciones se contrastaron con diaminobencidina y glucosa oxidasa para
revelar la inmunorreactividad a Iba-1 en hipocampo. Finalmente, se tomaron las
imagenes con microscopio (Velab, VE-BC3PLUS, Ciudad de México, MEX) con el
objetivo 10X para el conteo de células y 40X para el analisis morgoldgico de las

células.

Para el andlisis de la microglia se analizaron 6 cortes por animal de ambos

hemisferios. Con la finalidad de determinar el nimero de las células gliares como
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indicador de respuesta proinflamatoria en hipocampo se superpuso una cuadricula
con imagenes de las regiones CA1 de hipocampo, se contd el numero de puntos de
cruce de cuadricula por celda individual y se calcul6é el numero medio de puntos de

cruce de cuadricula por celda (Shi et al., 2020).
6.19. Analisis morfolégico de las células de la microglia en CA1 del hipocampo

Para el analisis morfolégico de las células de la microglia se opt6 por el método de
analisis del esqueleto individual y del area/perimetro del cuerpo celular. Aunque este
enfoque requiere una considerable inversién de tiempo y esfuerzo técnico, este
analisis permite detectar con precision los cambios morfolégicos y evaluar las
caracteristicas distintivas de la reactividad morfologica de la microglia; asi mismo,
los resultados son mas facil de interpretar en comparacion con otras técnicas de
analisis (Green et al., 2024). Adicionalmente, se midieron el numero y la longitud de
ramificaciones y la circularidad de las células de la microglia en los tejidos de los
diferentes grupos experimentales para evaluar la morfologia celular. Como parte del
analisis se considero el indice de ramificaciones que se midi6 con la siguiente
férmula: numero de ramificaciones/nimero de puntos terminales y el indice de

circularidad que se midié con la formula: 4 T (area/perimetro?).

Las células de la microglia se clasificaron morfoldgicamente de acuerdo con los
diferentes tipos propuestos por Martinez et al. (2023) y el predominio morfolégico

se correlaciono con la abundancia relativa de citocinas en el hipocampo.

6.20. Estandares bioéticos, manejo de residuos biolégicos y quimicos

Los residuos biologicos y sustancias quimicas generadas durante el proyecto y
todos los procedimientos realizados se trataron a partir de lo establecido en las
siguientes Normas: NOM-087-ECOL-SSA1-2002, donde se instruye sobre la
manipulacion de residuos peligrosos; para la identificaciéon de residuos peligrosos
se aplicdé lo estipulado en la NOM-052-SEMARNAT-2005 que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, la clasificacion y los listados de

los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos y la NMX-R-019-SCFI-2011 para una
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adecuada clasificacion de los productos quimicos, uso adecuado de etiquetados y
simbolos para la correcta manipulacion y almacenamientos de las sustancias. Los
desechos patoldgicos se almacenaron en un congelador por un periodo maximo de
15 dias hasta su debido transporte e incineracién, de acuerdo con el procedimiento
establecido en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

En todo momento se mantuvo atencion en los indices de bienestar de los animales
y, cuando fue necesario, se aplicé muerte de acuerdo con lo indicado por la NOM-
033-2014. Los estandares bioéticos nacionales de la NOM-062-Z00-1999 e
internacionales de la norma internacional ARRIVE sirvieron de guia para el cuidado

y bienestar de los animales.

6.21. Analisis estadistico

Para la validacion del modelo de induccion de obesidad durante 14 semanas, se
compararon unicamente los grupos DE y DAGF. Los resultados de todos los
parametros analizados se expresan como media = error estandar (EE) y se
evaluaron mediante prueba t de Student. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas con *p < 0.05 y **p < 0.01. Los resultados de la
composicion de la semilla y la hoja de frijol, la actividad de la lipasa pancreatica, los
cambios en la composicion corporal, el consumo de agua y alimento, el colesterol y
los triglicéridos séricos, el contenido de lipidos en heces, la acumulacion de tejido
adiposo, el grosor de capa de moco, la permeabilidad intestinal, los niveles de LPS
e IL-6 en suero y la expresion relativa de citocinas se presentaron como la media +
error estandar (EE). Para los datos que cumplieron con la normalidad vy
homocedasticidad se empled el analisis de varianza o ANOVA para determinar
diferencias significativas y se aplico la prueba post hoc Tukey (p < 0.05). Mientras
que, para los datos que no cumplieron con la normalidad y homocedasticidad se
empled el analisis por Kruskal-Wallis para determinar diferencias significativas y se
aplicd la prueba post hoc Dunn (p < 0.05). Las pruebas conductuales se
cuantificaron de acuerdo con el tiempo, se calcularon los resultados y se aplicaron

los mismos analisis considerados para las demas determinaciones. El numero de
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células, las ramificaciones, la circularidad, el indice de ramificaciones e indice de
circularidad de las células de la microglia se cuantifico mediante el analisis de

imagenes con Image J (http://imagej.nih.gov/ij/download.html); posteriormente, se

aplicaron los mismos analisis empleados en las demas determinaciones. Se empled
el programa estadistico GraphPad Prism 8 (1995-2022 GraphPad Software,
Massachussets, USA) para los graficos y SPSS Statistical Software versién 18.0
(IBM, New York, USA) para los analisis. Se utilizo la correlacion de Pearson cuando
los datos fueron paramétricos y la correlacion de Spearman cuando los datos fueron
no paramétricos para asociar el consumo de semilla y hoja de frijol con los cambios
observados obtenidos en relaciéon con la funcion intestinal y actividad de la

microglia.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Composicion bromatolégica y fitoquimica de la semilla de frijol cocida y
la hoja de frijol deshidratada

Los perfiles nutricionales y fitoquimicos de las semillas y las hojas de frijol Phaseolus
vulgaris (variedad Eugenia) son fundamentales para comprender sus efectos
fisiolégicos cuando se incorporan en la dieta. En la Tabla 7 se muestra que las hojas
y las semillas de frijol contienen fibra dietética total (27.2 % y 33.8 %,
respectivamente), predominando la fibra soluble en las semillas (15.4 %) y la fibra
insoluble en las hojas (25.1 %). La fibra dietética con distintas proporciones de sus
fracciones soluble e insoluble y administrada durante diversos periodos, ha
mostrado efectos beneficiosos en el contexto de dietas altas en grasa y con un
aporte moderado de carbohidratos y proteinas. Esto ha sido consistentemente
observado en estudios previos, tanto en modelos murinos como en humanos. Entre
estos beneficios se reporta la reduccion del peso corporal, la mejora del perfil
lipidico, la disminucién de la inflamacion intestinal y la menor acumulacion de tejido
adiposo (Chen et al., 2016; Hadrévi et al., 2017; Li et al., 2016; Liu et al., 2022; Nie
& Luo, 2021) . En modelos murinos y en humanos, la fibra soluble es fermentada
por la microbiota intestinal, lo que estimula la produccion de AGCC. Estos
metabolitos contribuyen a mantener la integridad de la barrera intestinal, reducen la
inflamacion sistémica y aumentan la sensacion de saciedad, en parte mediante su
accién como agonistas de los receptores de acidos grasos libres FFAR2 y FFARS.
Por otro lado, la fibra insoluble favorece la motilidad intestinal, promueve la saciedad
y participa en la regulacion de los niveles séricos de glucosa y lipidos. (Guan et al.,
2021; Nie & Luo, 2021). Adicionalmente, las hojas y las semillas contienen
concentraciones importantes de proteina cruda (26.9 % y 21.9 %, respectivamente).
El contenido de proteinas presente en HF y SC las convierte en una fuente vegetal
viable para el aporte de este macronutriente esencial (John et al., 2023). Por otro
lado, se observé un bajo contenido de lipidos tanto las hojas (0.9 %) como en las

semillas (1.6 %). Por ende, la reducida concentracion de lipidos y el menor
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contenido de carbohidratos en la hoja de frijol la convierte en una alternativa
hipocaldrica comparable a otros vegetales, o que permite su incorporacion en
regimenes alimenticios balanceados (Mateos-Maces et al., 2020). Estudios previos
respaldan estos hallazgos: el polvo de las hojas de frijol es similar con el perfil
nutrimental reportado por Martinez-Zavala et al. (2016) y Becerril-Campos et al.
(2022); mientras que, las semillas cocidas presentaron similitudes con lo descrito
por Chavez-Mendoza & Sanchez (2017).

Respecto al perfil fitoquimico, las hojas de frijol contienen 3.8 veces mas
compuestos fendlicos totales y flavonoides; asi como, 5.5 veces mas taninos
condensados que las semillas de frijol. Estos resultados coincidieron con estudios
previos como los de Becerril-Campos et al., (2022). Es relevante sefalar que, en
comparacion con otras hojas comunmente consumidas como quelites en México,
tales como las hojas de amaranto (3.2 — 5.5 mg EAG/g de compuestos fendlicos
totales y 0.98 — 4.1 mg EC/g de flavonoides) y las hojas de verdolaga (0.96 — 9.12
mg EAG/g de compuestos fendlicos totales y 0.13 — 1.44 mg ER/g de flavonoides
totales), el contenido fendlico total y de flavonoides de las hojas de frijol se encontro
dentro de un rango similar (4.75 — 5.01 mg/g de compuestos fendlicos y 6.73 — 9.01
mg/g de flavonoides). No obstante, en relacion con las hojas de Chenopodium
album (14.56 — 42 mg EAG/g de compuestos fendlicos totales y 1498 — 6373 mg
ER/g de flavonoides), el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en la hoja

de frijol fue considerablemente menor (Santiago-Saenz et al., 2019).

En cuanto a las semillas, variedades como el frijol pinto destacan por su contenido
de compuestos fendlicos totales (Chavez-Mendoza & Sanchez, 2017; Ganesan &
Xu, 2017). Respecto al contenido de taninos, éstos son compuestos fendlicos
ampliamente reportados en las semillas de Phaseolus vulgaris, particularmente en
aquellas de variedades de color oscuro, las cuales presentan concentraciones
significativamente mas elevadas en comparacion con las semillas de color claro
(Bedoya et al., 2022). Cuando se ingieren en la dieta, los taninos son hidrolizados

en compuestos como el acido galico, pirogalico y floroglucinol, los cuales actuan
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como precursores de AGCC, principalmente acetato y butirato. Asimismo, las
urolitinas representan metabolitos microbianos clave derivados del catabolismo de
los taninos (Sallam et al., 2021). Tanto la urolitina A como la urolitina B han
demostrado estar relacionadas con la prevencion de la obesidad en ratas
alimentadas con una dieta alta en grasas, al reducir la acumulacion de lipidos en el
higado y aumentar la excrecion de lipidos y heces (Lee et al., 2019; Toney et al.,
2021).

Tabla 7. Composicion bromatolégica y fitoquimica de las hojas y las semillas

de frijol.
Determinacion (%) Hoja de frijol seca Semilla de frijol cocida
Cenizas 12.58 + 0.07 4.23 + 0.15
Proteinas 26.91 + 1.01 21.93 + 0.41
Hidratos de carbono 41.03 + 0.37 62.34 + 0.26
Fibra cruda 10.83 + 0.61 4.45 + 0.26
Fibra soluble 210 + 1.93 15.40 + 0.06
Fibra insoluble 2510 + 1.60 18.40 + 0.53
Fibra dietética 27.20 + 1.60 33.80 + 0.50
Lipidos 0.97 + 0.60 1.61 + 0.10
Compuestos fenodlicos y saponinas (mg/ 100 g)
Compuestos 475.04 * 2547 125.00 + 6.16
fendlicos totales
Flavonoides 243.53 = 98.40 67.33 £ 22.83
Taninos 1.28 =+ 0.17 0.23 ¢ 0.03
condensados
Saponinas® 217 = 0.35 ND

Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (n = 3). El contenido se determiné en
base seca; ND = no determinado. * Tomado de Ocampo-Anguiano et al. (2024).

Asimismo, en este estudio se reportd por primera vez la presencia de saponinas en

las hojas de frijol (2.17 mg/100 g) (Ocampo-Anguiano et al., 2024). Esto es
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relevante, ya que previamente se informé que el consumo de saponinas presentes
en el frijol Adzuki se relaciond con la disminucién en la acumulacion del tejido
adiposo y la mejora en el perfil lipidico vinculado con la menor actividad de la enzima
lipasa pancreatica in vitro, lo que se asocié con una menor absorcion de los lipidos
de la dieta en un estudio previo en ratones (Liu et al., 2017). En general, las hojas y
las semillas de frijol representan alimentos de alto valor nutrimental y fitoquimico,

contribuyendo positivamente al estado de salud de los consumidores.

7.2. Contenido de metabolitos de bajo peso molecular de la hoja de frijol
deshidratada y la semilla de frijol cocida

En la Tabla 8 se presentan los principales metabolitos de bajo peso molecular que
se identificaron en los extractos metandlicos y hexanicos de las hojas y las semillas
de frijol. En las hojas destacaron los acidos organicos como el malico (8.60 % del
area) y tartarico (9.90 % del area). Un estudio previo en cerdos adultos demostré
que la suplementacion dietética con acido malico en concentraciones del 0.5 al 2 %
incrementd la capacidad antioxidante en el tejido muscular, asi como la intensidad
del color de la carne, contribuyendo a la mejora de parametros asociados a su
calidad (Yan et al., 2022). Por otro lado, en un estudio realizado en cerdas
gestantes, la suplementacién dietética con acido malico en concentraciones del 0.5
al 2 % redujo los niveles de inflamacién y estrés oxidativo, ademas de mejorar la
sensibilidad a la insulina en la descendencia (Zhang et al., 2023). Por su parte, la
ingesta de vino (una de las principales fuentes dietéticas de acido tartarico) en
mujeres de entre 60 y 80 afios se asocié con un aumento en la excrecidn urinaria
de acido tartarico; asi como, con una reduccion en las concentraciones séricas de
colesterol total y lipoproteinas de baja densidad, lo que sugiere un efecto
cardiovascular beneficioso (Dominguez-Lépez et al., 2021). También se detectaron
en las hojas del frijol acidos grasos como el estearico (17 % del area),
tetradecanoico (34.1 % del area) y octadecanoico (9.7 % del area). El acido
estearico se sabe que promueve la ingesta alimenticia al reducir los niveles séricos

de leptina (Zhu et al., 2023). El acido tetradecanoico disminuye la hiperglucemia en
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ratones con diabetes tipo 2 y reduce la inflamacioén cutanea en modelos animales
de dermatitis inducida (Alonso-Takato et al., 2017; Alonso-Castro et al., 2022).
Hasta la fecha no se habian documentado estudios similares que caracterizaran los
metabolitos de bajo peso molecular en hojas de frijol, marcando este analisis como

pionero.

Tabla 8. Metabolitos de bajo peso molecular de las HF y SC

Hoja de frijol

Naturaleza Compuesto % Area
Acido organico Acido malico 8.60
Acido organico Acido tartarico 9.90
Acido graso Acido estearico 17.02
Acido graso Acido tetradecanoico 34.06
Acido graso Acido octadecanoico 9.70

Semilla de frijol

Naturaleza Compuesto % Area
Aminoacido Acido L-aspartico 13.29
Acido organico Acido pipecdlico 16.37

Los datos expresan el porcentaje del total del area (n = 3). El contenido se determiné en base seca.

En las semillas de frijol se identificaron el acido L-aspartico (13.19 % del area) y el
acido pipecdlico (26.37 % del area). El acido aspartico, aminoacido no esencial, es
fundamental en plantas para la biosintesis de aminoacidos, intermediarios de la
glucdlisis y hormonas relacionadas con el crecimiento y la defensa contra el estrés
(Han et al., 2021). En humanos, el acido L-aspartico desempefia un papel clave en
la biosintesis de proteinas y nucledtidos, la gluconeogénesis, el ciclo de la urea y el
metabolismo de purinas (Han et al., 2021). Asimismo, el acido L-aspartico participa
en la neurotransmisién y, al ser liberado por las neuronas, se integra al ciclo
glutamato-glutamina, favoreciendo la glucdlisis y la detoxificacién del amoniaco en
los astrocitos (HoleCek, 2023). En roedores, el acido pipecélico ha demostrado

efectos laxantes en el tratamiento del estrefiimiento, evidenciados por un aumento
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en el contenido fecal, una mayor tasa de transito intestinal y un incremento en los
niveles séricos de serotonina en modelos de estrefiimiento en ratones. Lo anterior
se relaciono con mejoras en la diversidad intestinal (Li et al., 2023). El consumo
habitual de metabolitos presentes en las HF y SC puede ejercer efectos benéficos

sobre la salud humana.

7.3. Comprobacion del modelo de obesidad con alteraciéon de la integridad

intestinal y deterioro cognitivo

7.3.1. Composiciéon de la dieta DAGF para inducir obesidad, daino en la
integridad intestinal y deterioro neuroconductual

La dieta DAGF fue disefiada para proporcionar un mayor contenido energético (4.7
Kcal/g) en comparacion con la dieta DE (3.4 Kcal/g), como se muestra en la Tabla
9. Esta dieta presentd un perfil hipoproteico (14.28 % en comparacién con. 28.54 %
en la dieta DE) e hiperlipidico (44.8 % con respecto a 13.4 % en la dieta DE) con un
40 % de grasas saturadas de origen animal, con relacion a la DE. Ademas, la dieta
DAGF contenia una menor proporcion de hidratos de carbono (40.9 % en
comparacion con 58.2 % en la dieta DE), de los cuales el 20 % de su aporte
energético provino de la fructosa; mientras que, los carbohidratos en la DE por cada
100 g de alimento estuvieron compuestos por 31.9 % de almidén, 0.22 % de
glucosa, 0.30 % de fructosa, 3.70 % de sacarosa y 2.01 % de lactosa (LabDiet,
Orlando, USA).

El contenido de fibra también fue menor en la DAGF (3.1 %) en DAGF en
comparacioén con la DE (5.1 %), como suele observarse en las dietas hipercaldricas,
pero se mantuvo dentro del rango recomendado para ratones (3 — 6 %), segun la
NOM-062. El mayor contenido de lipidos incremento la densidad energética de la
dieta debido a que aportan 9 Kcal/g en comparacién con las 4 Kcal/g de las
proteinas y de los carbohidratos (Food and agriculture organization of the United
Nations, 2004). Modelos de dietas hipercaléricas similares se han utilizado para

inducir obesidad y sindrome metabdlico en ratones. Por ejemplo, dietas que
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contienen 45 % de lipidos y 10 % de fructosa produjeron obesidad en 14 semanas
(Mulati et al., 2021); mientras que; aquellas dietas con un 60 % de Kcal provenientes
de lipidos indujeron obesidad entre 8 —12 semanas (Neil et al., 2019; Monk et al.,
2021).

Tabla 9. Composicion nutrimental de las dietas DAGF y DE suministradas

durante 14 semanas a los ratones macho C57BL/6 para inducir obesidad.

Energia Proteinas Lipidos Carbohidratos

Dieta Fibra cruda (%)
(kcal/ g) (%) (%) (%)
DE 3.4 28.54 13.4 58.2 5.1
DAGF 4.7 14.28 44.8 40.9 3.1

7.3.2. El consumo de la dieta DAGF favorecio una alta ingesta energética y
disminuyé el consumo de agua

En la Tabla 10 se presenta la informacion del consumo de alimento y agua que
presentaron los animales en la fase de induccién de obesidad. En relacién con el
consumo de alimento en gramos, no se observaron diferencias significativas entre
grupos. Nuestros datos no coinciden con lo reportado previamente, ya que los
roedores en particular las ratas sometidas a dietas hipercaldricas reducen su
consumo en gramos para regular la ingesta energética (Moreno-Fernandez et al.,
2018; Becerril-Campos et al., 2022). En condiciones fisiolégicas, la regulacién de la
saciedad tras la ingesta de alimentos se inicia con la distensién gastrica, la cual
activa senales aferentes hacia el sistema nervioso central. Paralelamente, la
ghrelina modula la actividad del nervio vago y del hipotalamo, desempefiando un
papel clave en la promocion de la saciedad (Woods & D’Alessio, 2008). Dado que
los ratones consumieron cantidades similares de alimento, no se observaron
alteraciones en estos mecanismos de saciedad. Sin embargo, la mayor densidad
energética de la dieta DAGF resulté en un mayor aporte calérico en comparacion
con la dieta DE (Tabla 10). Esta diferencia se atribuye exclusivamente a la

composicidén dietética, ya que las condiciones de mantenimiento, asi como la
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disponibilidad de alimento y agua, fueron experimentalmente similares entre los
grupos. Ademas, los animales alimentados con la DAGF mostraron una menor
ingesta de agua, en concordancia con estudios que reportan que dietas
hiperlipidicas (60 % de grasa) reducen el consumo hidrico y aumentan el energético.
Este efecto se ha asociado con una menor ingesta durante la fase oscura y con
alteraciones en las sefiales de sed orofaringeas (Volcko et al., 2020). En relacion
con la ingesta energética, se ha reportado que dietas con composiciones similares
a la de este estudio como una dieta alta en grasa (48 %) y fructosa (33 %)
administrada durante 10 semanas en ratones macho C57BL/6 promovieron el
desarrollo de obesidad, caracterizado por un exceso de tejido adiposo, atribuible al
aumento en el consumo energético (Martinez-Orozco et al., 2022). Por su parte,
Becerril-Campos et al. (2022) informaron que en ratas macho Wistar alimentadas
por 6 semanas con una DAGF [40 % lipidos, 40 % carbohidratos (provenientes en
un 20 % de fructosa) y 20 % proteinas] también se indujo obesidad, observandose
ademas una disminucion en la ingesta hidrica. Aunque no se evidencia en esta
investigacion, estudios previos del grupo de trabajo han reportado que el consumo
de una dieta DAGF durante 6 semanas en ratas Wistar redujo significativamente la
frecuencia de defecacion en comparacion con el grupo alimentado con dieta

estandar (Becerril-Campos et al., 2022).

Tabla 10. Consumo de alimento, energia y agua en ratones C57BL/6

alimentados con dieta DE y DAGF durante la fase de induccién de obesidad

DE DAGF
Consumo de alimento (g/dia) 513 £ 0.82 495 + 0.75
Consumo energético (kcal/dia) 1691 £+ 1.35 2395 + 1.50*
Ingesta de agua (mL/dia) 6.36 * 1.60 394 + 0.83*”

Los valores se expresan como la media + EE analizados por la prueba de t-test entre los animales
de los grupos DAGF y DE. *p < 0.05, ** p < 0.01. Abreviaturas: DE, grupo con dieta estandar; DAGF,
grupo con dieta alta en grasa y fructosa. Tamafio de grupo en DE (n = 7) y DAGF (n = 8).
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7.3.3. El consumo de la DAGF durante la fase de induccién promovié la
ganancia de peso corporal en ratones C57BL/6

Uno de los parametros que se utilizaron para evaluar el desarrollo de obesidad fue
la diferencia de peso corporal entre los grupos. Los animales del grupo DAGF
mostraron un peso significativamente mayor que los del grupo DE desde la semana
2 hasta la 14 (Figura 10), con un incremento final del 26.6 % debido al incremento
en la ingesta energética derivado de la DAGF. Aunque ambos grupos iniciaron con
un peso corporal similar, el grupo alimentado con la dieta alta DAGF desarrollo
obesidad con base en el aumento de peso (Figura 8). Lo anterior ya ha sido
reportado en la literatura con dietas hipercaléricas similares (Martinez-Orozco et al.,
2022; Shi et al., 2020). Estos estudios sobre dietas altas en grasa (42 — 60 %) han
mostrado que dependiendo de la fuente lipidica y la duracién de la exposicion a la
grasa (3 a 43 semanas) se generan diferencias de peso superiores al 10 % en
promedio (Buettner et al.,, 2007) en los animales. Martinez Orozco et al. (2022)
reportaron un incremento de peso mayor al 50 % en ratones C57BL/6 alimentados
con una dieta alta en grasa (48 %) y fructosa (33 %) durante 10 semanas; mientras
que, dietas exclusivamente altas en fructosa (33 %) no indujeron diferencias
significativas en peso final (Kim et al., 2019; Horne et., 2020). Estos resultados
sugieren que la ganancia de peso y las alteraciones metabdlicas asociadas con la
obesidad dependen del tipo y cantidad de lipidos y su combinacion con azucares
simples, asi como de la duracién del experimento y la fisiologia propia de los
animales. La combinacién de una dieta alta en grasa y fructosa en animales,
semejante a la dieta occidental en humanos, demostré ser un modelo efectivo para

inducir obesidad.
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Figura 10. Efecto de la DAGF en la ganancia de peso corporal por semana de ratones macho
C57BL/6 y DE durante la fase de induccion de la obesidad. Los valores se expresan como la
media + EE analizados por la prueba de t-test entre los animales de los grupos DAGF y DE. Tamafio
de grupo en DE (n = 7) y DAGF (n = 8). * p = 0.05, * p < 0.01. Abreviaturas: DE, grupo con dieta
estandar; DAGF, grupo con dieta alta en grasa y alta en fructosa.

7.3.4. Aumento en los parametros de composicion corporal y concentracion
sérica de triglicéridos en un modelo de obesidad inducido con DAGF

Los parametros de composicién corporal y concentracion sérica de triglicéridos se
evaluaron como marcadores de obesidad. La circunferencia abdominal (CA) y la
circunferencia toracica (TC) aumentaron un 36.2 % y 31.6 %, respectivamente, en
los animales del grupo DAGF en comparacion con los del grupo DE. Ademas, el
indice CA/TC fue 12.9 % mayor en el grupo DAGF (Tabla 11) en comparacién con
el del grupo con DE. Este incremento indica acumulacién de tejido adiposo, siendo
la circunferencia abdominal un predictor de morbilidad en humanos (Shamah-Levy
et al., 2020); mientras que, la acumulacién de tejido adiposo en roedores se utiliza
como marcador de acumulacion de tejido adiposo visceral (Moreno-Fernandez et

al., 2018; Horne et al., 2020; Becerril-Campos et al., 2022).

El consumo de la DAGF incremento el IMC (0.38 g/cm? en comparacion con 0.33
g/cm? en DE); asi como, el indice de Lee aumentd significativamente (704 en
comparacion con 645 g/cm? en DE) en comparacion con la dieta DE (Tabla 11). El
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indice de Lee se reconoce como indicador de obesidad y riesgo cardiovascular en
humanos y roedores (Lei et al., 2007). Aunque el IMC en roedores carece de tablas
de clasificacion como en humanos, el incremento significativo es relevante (Rahman
et al., 2016; Moreno-Fernandez et al., 2018).

Es importante sefialar que el analisis por resonancia magnética evidenciéo un
aumento significativo del volumen de la grasa visceral (3,677 + 862 mm?3; 6.7 veces
mayor) y subcutanea (1,376 £+ 329 mm?; 4.4 veces mayor) en el grupo DAGF
comparado con el grupo DE (Figura 11). Este incremento en tejido adiposo, tipico
de la obesidad, es consecuencia del desbalance energético que favorece el
almacenamiento de los triglicéridos en los adipocitos afectando su numero y tamano
(Ledn-Pedroza et al., 2015). Estos resultados concuerdan con estudios que reportan
un aumento predominante de grasa visceral en modelos murinos alimentados con
dietas altas en grasa y fructosa en proporciones similares a las de este estudio
(Moreno-Fernandez et al., 2018; Horne et al., 2020; Becerril-Campos et al., 2022).
En humanos, el exceso de la grasa visceral se asocia con diversas enfermedades

cronico-degenerativas, como la diabetes y la hipertension (Horne et al., 2020a).

El grupo DAGF también presenté una concentracion sérica de triglicéridos 1.75
veces mayor que el grupo DE, con una media de 140 mg/dL, indicativa de
trigliceridemia (Tabla 11). Esta diferencia podria atribuirse al efecto sinérgico de la
grasa y la fructosa que promueven la sintesis lipidica (Horne et al., 2020; Escobar-
Ortiz et al., 2022). El consumo excesivo de fructosa promueve el incremento del
tejido adiposo al estimular tanto la ingesta cal6rica como la lipogénesis de novo.
Asimismo, la combinacion de grasa y fructosa potencia alteraciones metabdlicas en
mayor medida que dietas exclusivamente altas en grasa (Lozano et al., 2016).
Estudios previos en ratones C57BL/6 macho y en ratas Wistar macho mostraron
que el consumo de dietas altas en grasa (23 y 45 %) y carbohidratos (43 y 17 %)
respectivamente, incrementan el peso corporal, la circunferencia abdominal y los
triglicéridos séricos (Rahman et al., 2016; Moreno-Fernandez et al., 2018), lo cual

coincidié con los resultados observados en este estudio. Estos resultados validan
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que la dieta DAGF, similar a la dieta occidental en humanos, genera complicaciones
metabdlicas caracteristicas de la obesidad, incluyendo alteraciones en composicion

corporal y triglicéridos séricos.

Tabla 11. Efecto de la dieta DAGF sobre la composicion corporal y la

concentracioén de triglicéridos en la fase de induccion de la obesidad.

DE DAGF

Peso inicial (g) 2414 + 111 2536 = 0.70
Peso corporal final (g) 2795 + 1.06 3435 + 238"
Circunferencia abdominal (cm) 750 + 045 1040 £ 043"
Circunferencia toracica (cm) 712 = 042 9.20 + 073
indice CA/CT 1.05 + 0.03 115 + 0.07*
IMC (g/cm?) 028 =+ 0.02 0.33 + 0.01
indice de Lee 645 + 1248 704 + 245*
Concentracion serica de 8393 + 196 14098 + 9.70%

triglicéridos (mg/dL)
Los valores se expresan como la media + EE analizados por la prueba de t-test entre los animales
de los grupos DAGF y DE. Tamafo de grupo en DE (n =7) y DAGF (n = 8). * p<0.05, ** p <0.01.
Abreviaturas: DE, grupo con dieta estandar; DAGF, grupo con dieta alta en grasa y fructosa; IMC,
indice de masa corporal; CA/CT, circunferencia abdominal/circunferencia toracica.
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Figura 11. Determinacion del efecto del consumo de la dieta DAGF en la acumulacion de tejido
adiposo a) visceral y b) subcutaneo en ratones C57/BL/6 durante el periodo de induccién de
la obesidad. Los valores se expresan como la media + EE analizados por la prueba de t-test entre
los animales de los grupos DAGF y DE. * p < 0.05. Abreviaturas: DE, grupo con dieta estandar;
DAGF, grupo con dieta alta en grasa y alta en fructosa. Tamafo de grupo en DE (n = 3) y DAGF (n
= 5).
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7.3.5. Incremento en la permeabilidad intestinal en un modelo de obesidad
inducido con DAGF

La permeabilidad epitelial intestinal inducida por la dieta DAGF se evalué mediante
el ensayo de permeabilidad FITC-dextran in vivo. Las concentraciones seéricas de
FITC-dextran fueron 2 veces mayores en los animales con dieta DAGF (1.87 £ 0.13
Mg/mL) en comparaciéon con los del grupo DE (0.90 + 0.01 pg/mL) (Figura 12), lo
que indica disrupcion de la barrera intestinal, permitiendo el paso del marcador
desde el intestino hacia la circulacion. Estos hallazgos coinciden con lo reportado
por Rahman et al. (2016), quienes observaron un incremento de cinco veces en la
concentracion sérica de FITC-dextran en ratones alimentados durante ocho
semanas con una dieta alta en grasa y colesterol compuesta por 23 % de lipidos,
43 % de carbohidratos, 20 % de proteinas y 0.2 % de colesterol, en comparacion
con el grupo control. De manera similar, la administracion de una dieta elevada en
fructosa [compuesta por 16.9 % de calorias provenientes de grasa, 18.1 % de
proteinas y 65 % de carbohidratos (de los cuales 85 % correspondia a fructosay 15
% a sacarosa)] durante un periodo de 12 semanas, indujo disbiosis y un aumento
en la permeabilidad intestinal, aun en ausencia de cambios en el peso corporal, tal

como se observo en ratones C57BL/6 (Do et al., 2018).

El aumento de la permeabilidad intestinal inducido por dietas hipercaléricas ricas en
grasas (16-60 %) y azucares refinados (hasta 65 %) se ha atribuido principalmente
a un estado de disbiosis intestinal (Farré et al., 2020; Bian et al., 2022). Por ejemplo,
el consumo de una dieta en la que el 35 % del contenido caldrico provenia de
fructosa, complementada con una dieta estandar para roedores (XT002, Jiangsu
Synergy Pharmaceutical Biological Engineering Co., Ltd., Nanjing, CHN),
administrada durante 8 semanas, se asocio con disbiosis intestinal, alteraciones en
el hipocampo evidenciados por una mayor expresion relativa de citocinas
proinflamatorias (IL-1B, TNF-a e IL-6) en ratones macho C57BL/6N (Li et al., 2019).
De igual forma, la DAGF empleada en este estudio provocé alteraciones en la

integridad de la barrera intestinal, o que se tradujo en un aumento significativo de
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la permeabilidad intestinal. Como se detallara en secciones posteriores, este efecto

se correlaciond positivamente con elevadas concentraciones séricas de LPS e IL-6.
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Figura 12. La DAGF induce un aumento en la permeabilidad intestinal en ratones macho
C57BL/6 durante el periodo de induccion de la obesidad. Los valores se expresan como la media
+ EE analizados por la prueba de t-test entre los animales de los grupos DAGF y DE. * p < 0.05, ** p
< 0.01. Tamafo de muestra en ambos grupos = 6. Abreviaturas: DE, grupo con dieta estandar;
DAGF, grupo con dieta alta en grasa y fructosa.

7.3.6. El consumo de la dieta DAGF disminuyo el peso relativo de los 6rganos
El peso relativo de los 6rganos se evalud para determinar el impacto de la DAGF.
Se observo que los pesos del higado (5.12 £ 0.30 %), intestino delgado (5.16 + 0.16
%) y colon (1.32 £ 0.32 %) fueron menores en los animales del grupo DAGF en
comparacién con los del grupo DE (6.16 + 0.18, 7.68 + 0.58 y 1.83 + 0.22 %,
respectivamente) (Tabla 12). Estos resultados se atribuyeron al aumento en el tejido
adiposo visceral y subcutaneo (Figura 9) en los animales con dieta DAGF, lo que
contribuye a una mayor proporcién del peso corporal total que reduce el peso
relativo de los 6érganos evaluados. Rahman et al. (2016) observaron que una dieta
en ratones alimentados durante ocho semanas con una dieta alta en grasa y
colesterol (23 % de lipidos, 43 % de carbohidratos, 20 % de proteinas y 0.2 % de
colesterol), no generé cambios significativos en el peso relativo del higado en
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comparacion con el grupo control, aunque si provoco esteatohepatitis no alcohdlica.
Aunque el peso relativo del higado en los animales alimentados con DAGF fue
menor que en aquellos con DE, estudios previos del grupo de trabajo confirmaron
el desarrollo de enfermedad del higado graso asociado a la disfuncion metabdlica
como consecuencia del consumo de DAGF (Victoria-Ruiz, 2024; Galvan-Arreola,
2025). En el presente estudio, el incremento del tejido adiposo visceral y subcutaneo
(Figura 9), caracteristico del fenotipo obeso inducido por la dieta DAGF,
probablemente contribuyd a una redistribucion del peso corporal, afectando el peso
relativo de los organos internos y evidenciando el impacto metabdlico de este

modelo dietético.

Tabla 12. Relacion del peso de érganos/peso corporal total de los ratones
C57BL/6 alimentados con dieta DAGF durante 14 semanas.

DE DAGF
Peso del higado/peso corporal (%) 6.16 * 0.18 512 + 0.23*
Peso del intestino delgado/peso 7.68 + 0.58 516 = 0.16*
corporal (%)
Longitud del intestino delgado (cm) 4400 = 292 36.62 + 1.58*
Peso del colon/peso corporal (%) 1.83 + 0.22 1.32 + 0.32
Longitud del colon (cm) 886 * 0.77 6.97 = 0.63

Los valores se expresan como la media + EE analizados por la prueba de t-test entre los animales
de los grupos DAGF y DE. * p = 0.05, ** p < 0.01. Abreviaturas: DE, grupo con dieta estandar; DAGF,
grupo con dieta alta en grasa y alta en fructosa. Tamafo de grupo en DE (n = 7) y DAGF (n = 8).
7.3.7. Desarrollo de inflamacién intestinal en el modelo de obesidad inducido
con DAGF

La longitud intestinal, indicador de la integridad intestinal, fue significativamente
menor en los animales del grupo DAGF (intestino delgado: 36.62 £ 1.58 cm, colon:
6.97 + 0.63 cm) en comparacién con el grupo DE (intestino delgado: 44.00 + 2.92
cm, colon: 8.86 + 0.77 cm) (Tabla 12). Esta reducciéon se ha asociado con un
aumento en la inflamacion mediada por citocinas como IL-6 e IL-1B8 (Mayangsari &

Suzuki, 2018; Shi et al., 2020). Si bien el acortamiento del colon no causa
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inflamacion por si mismo, si refleja un fenotipo inflamatorio evidente caracterizado
por edema, fibrosis, pérdida de arquitectura y dafio epitelial, comun en colitis y
enfermedad de intestino irritable. En modelos animales, este parametro
cuantificable se utiliza rutinariamente para evaluar la gravedad del proceso
inflamatorio (Xue et al., 2023). A partir del modelo de induccién de obesidad, se
constatd una alteracion en la integridad de la barrera intestinal, evidenciada por un
aumento en la concentracion sérica de FITC-dextran y una reduccion en la longitud
del intestino, hallazgos que se asocian con procesos inflamatorios. En secciones
posteriores se abordaran los efectos de la intervencion dietética mediante la
inclusion de HF y SCF; asi como, la transicién hacia una dieta saludable como
estrategia terapéutica para mitigar las complicaciones inducidas por una DAGF.
Estos hallazgos se complementan con analisis adicionales orientados a comprender

los efectos del consumo prolongado de la DAGF durante un periodo de 26 semanas.

7.3.8. El consumo de la dieta DAGF disminuy6 la actividad del hipocampo
relacionada a la pérdida de la memoria a corto plazo y la cognicién

Las pruebas conductuales empleadas en este estudio estuvieron orientadas a
evaluar el deterioro de la memoria a corto plazo, el aprendizaje espacial, la memoria
de trabajo, la toma de decisiones y el compromiso cognitivo global, con un enfoque
especifico en el dano funcional asociado al hipocampo (Deacon, 2012; Shoji et al.,
2012). En la prueba del laberinto en T, el grupo DAGF mostré un menor porcentaje
de alternancia (59.7 £ 5.1 %) en comparacién con el grupo DE (87.3 + 4.4 %) (Figura
13 a), lo que indica dafo en el hipocampo, ya que una alternancia menor al 60 %
esta asociada con alteraciones en la memoria espacial dependiente del hipocampo
(Deacon & Rawlins, 2006). Se ha demostrado que ratones con lesiones en el
hipocampo muestras alteraciones en la funcidén espacial (Deacon & Rawlins, 2005).
Ademas, un estudio previo reportdé una disminucién en el porcentaje de alternancia
espontanea en ratas Wistar macho con obesidad inducida mediante una dieta alta
en grasa (45 % del contenido cal6rico) durante un periodo de 9 semanas. Este

deterioro cognitivo se asocié con un aumento en la expresion de citocinas
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proinflamatorias, como IL-6 y TNF-a, en los nucleos del hipotalamo y la amigdala
(Noronha et al., 2019). En conjunto, los resultados del presente estudio sugieren un
compromiso funcional del hipocampo inducido por el consumo sostenido de la dieta
DAGF, reflejado en déficits en funciones cognitivas clave como la memoria, el
aprendizaje espacial y la toma de decisiones (Deacon, 2012; Shoji et al., 2012).
Estos hallazgos refuerzan la relevancia de evaluar el impacto de patrones dietéticos
obesogénicos sobre la funcion cerebral y respaldan el uso de pruebas conductuales
como herramientas sensibles para detectar disfunciéon neurocognitiva en modelos

preclinicos.

En la prueba de nidos, el grupo DAGF tuvo una respuesta 3 veces menor en
comparacion con la respuesta del grupo DE (Figura 13 b). Estudios previos sobre la
construccion de nidos sugieren que el dafo quirdrgico en el hipocampo o el
consumo prolongado de una dieta alta en grasas (60 %) y baja en fibra (< 5 %)
reducen significativamente la puntuacion en esta conducta (Deacon, 2012; Shi et
al., 2020), lo que coincidi6 con nuestros datos. Para complementar estos hallazgos,
se analiz6 la expresion relativa de citocinas proinflamatorias en la regién CA1 del
hipocampo, cuyos resultados se presentan en la fase de tratamiento propuesta en

esta investigacion.

o
(=2
-

100

Fededk

o
o
1

*k

@
o
1
w
|

IS
o
|
N
|

-
|

N
(=]
1
Puntuacién en prueba de nidos

% de alternancia en
prueba de laberintoen T

(=3
|

=
|

T T
DE DAGF SD HFFD

Figura 13. El consumo de la DAGF en la fase de induccién de la obesidad disminuye la
respuesta en las pruebas conductuales en ratones macho C57BL/6: a) laberinto en T y b) nidos
Los valores se expresan como la media + EE analizados por la prueba de t-test entre los animales
de los grupos DAGF y DE. * p <0.05, ** p <0.01. Abreviaturas: DE, grupo con dieta estandar; DAGF,
grupo con dieta alta en grasa y fructosa. Tamafo de grupo en DE (n = 7) y DAGF (n = 8).
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7.3.9. El consumo de la dieta DAGF incremento la expresion de la proteina Iba-
1 en el hipocampo

Las pruebas conductuales, junto con el analisis inmunohistoquimico de Iba-1
permitieron evaluar los efectos de la DAGF sobre la funcionalidad del hipocampo.
Durante el periodo de induccién de obesidad, el consumo de la DAGF evidencié un
incremento aparente en la expresion de Iba-1 en CA1 del hipocampo, en

comparacion con los animales alimentados con la dieta estandar (DE) (Figura 14).
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Figura 14. Evaluacidn del efecto de la dieta DAGF durante la fase de induccion del modelo de
obesidad sobre la expresion de Iba-1 en CA1 del hipocampo de ratones machos C57BL/6. a)
Micrografia del hemisferio izquierdo del hipocampo de un ratén del grupo DAGF; b) Micrografia del
hemisferio derecho del hipocampo de un raton del grupo DE; c¢) Micrografia de células microgliales
en la region CA1 del hipocampo de un ratén del grupo DAGF; d) Micrografia de células microgliales
en la regiéon CA1 del hipocampo de un raton del grupo DE. Las imagenes a y b fueron obtenidas con
un objetivo de 4X, mientras que las imagenes c y d se capturaron con un objetivo de 40X.

Este aumento en la expresion de Iba-1 podria estar relacionado con el incremento
de estimulos proinflamatorios como el LPS, que son reconocidos por las células de
la microglia y promueven la neuroinflamacion (Agusti et al., 2018). Los resultados
coincidieron con estudios previos en ratones macho que reportaron una mayor
activacién de la microglia proinflamatoria en el hipocampo de modelos murinos

expuestos a dietas ricas en grasa (60 % del total de calorias) (Shi et al., 2020) o
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fructosa (35 % del total de calorias) (Li et al., 2019). En dichos estudios, la
morfologia microglial se caracterizé por una estructura celular redondeada con
reducciéon en el numero de ramificaciones, acompafada de un aumento en la

expresion relativa de citocinas proinflamatorias.

La administracion de la DAGF durante 14 semanas en ratones macho C57BL/6
indujo un fenotipo obesogénico, evidenciado por el aumento significativo del peso
corporal, el indice de Lee, la circunferencia abdominal, el volumen del tejido adiposo
y la concentracién sérica de triglicéridos. Asimismo, se observo un incremento en la
permeabilidad intestinal, reflejado por niveles elevados de FITC-dextran en suero,
junto con una reduccién en la longitud intestinal, hallazgos que se asocian con un

estado inflamatorio intestinal.

Finalmente, el aumento en la expresion de Iba-1 en el hipocampo, en conjunto con
el deterioro en la memoria espacial y la cognicion general evaluadas mediante
pruebas conductuales (laberinto en T y de construccion de nidos), sugiere una
activacién microglial y un entorno neuroinflamatorio inducido por el consumo de la
dieta DAGF.

Con el objetivo de evaluar de forma terapéutica el efecto del consumo de SC y HF,
asi como el impacto del cambio hacia una dieta saludable sobre las alteraciones
metabdlicas, el deterioro de la integridad intestinal y la actividad proinflamatoria en
el hipocampo inducidos por una DAGF, se disefiaron regimenes alimenticios
basados en los patrones actuales y las recomendaciones de ingesta de SC en la
poblacién mexicana. Asimismo, se considerd el consumo de HF en funcién de la
ingesta sugerida de vegetales dentro de una dieta saludable y se simul6 el retorno
a un patrén dietético saludable como tratamiento. Esta estrategia permitié evaluar
la eficacia de dichas modificaciones dietéticas y fomentar su reincorporacién como
parte de la alimentacion habitual. A continuacién, se presentan la composicion
nutrimental de las dietas utilizadas en este estudio.
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7.4. Diseio de dietas con la inclusion de las SC y las HF para su empleo como
tratamiento en ratones con obesidad por la DAGF

El disefio de los tratamientos dietéticos incluyé la SC y la HF en concentraciones
especificas, como se detalla en la Tabla 13. El 10 % de HF fue elegido basandose
en un estudio de Becerril-Campos y colaboradores (2022), que observé una
reduccion en la ganancia de peso y en la acumulacion de tejido adiposo en ratas
alimentadas con dieta DAGF mas 10 % de HF durante 6 semanas. Para este disefio
se considerd que la ingesta promedio diaria de alimento para ratén es de 4.5 g, lo
que equivale a la ingesta diaria recomendada de 400 g al dia de vegetales segun la
OMS al extrapolar el 10 % de HF.

Tabla 13. Composicién de las dietas suplementadas con la SC y la HF que se

utilizaron como tratamiento de la obesidad inducida en ratones C57BL/6.

Fibra Fibra

Grupo Energia Proteinas Carbohidratos cruda soluble in:gl,l:;le Lipidos
P (kcall/g) (%) (%) (g/100 (g/100 (%)
g) g) (g/100 g)
DE 3.4 28.54 58.15 5.10 8.60 28.32 13.43
DAGF 4.7 14.28 40.90 3.07 4.03 13.28  44.81
DAGF +
4.6 13.79 41.20 3.16 4.47 16.53  45.02
10 %HF
DAGF +
4.8 14.60 41.07 3.57 3.78 11.93 44.32
5 %SC
DAGF +
4.8 14.94 41.21 3.27 4.05 11.76 43.85
15 %SC

Los valores son a partir del etiquetado nutrimental de cada ingrediente, asi como los resultados
obtenidos del analisis bromatoldgico de la semilla y la hoja de frijol. DE = dieta estandar, DAGF =
dieta alta en grasa y fructosa, DAGF+ 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC
= DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % semiillas cocidas de frijol,
DEP = DE después de la fase de induccion de obesidad.

En cuanto a la SC, los porcentajes utilizados se basaron en el consumo promedio
de frijol en México, que es de 11 kg anuales, lo que equivale a 27 g/dia o
aproximadamente el 5 % de la dieta de ratén. Ademas, la ingesta diaria de 1 taza

de frijol cocido representa el 15 % de semilla en la dieta y se ha reportado que la
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ingesta de frijoles cocidos reduce las concentraciones séricas de glucosa y favorece
la pérdida de peso, especialmente en personas con obesidad o diabetes (Jenkins
et al., 2012; Thompson et al., 2012). Las dietas experimentales, con y sin
suplementacion, fueron formuladas de manera que las diferencias en su contenido
energético y nutrimental no superé el 10 %, con el fin de asegurar una consistencia
en el aporte nutricional entre tratamientos. La excepcion fue la comparacion entre
la DAGF y la DE, donde se observé una diferencia sustancial: la DE aport6 71.2 %

menos calorias, el doble de proteina y 3.3 veces menos lipidos que la DAGF.
7.5. El tratamiento con SDP disminuyé el consumo energético

Los grupos DAGF, DAGF + 10 % HF, DAGF + 5 % SC y DAGF + 15 % SC
presentaron un aumento en la ingesta energética de 89.6 %, 65.5 %, 61.8 % y 63.3
%, respectivamente, frente al grupo DE. Como era previsible, el cambio a una dieta
saludable, con menor densidad energética, redujo el consumo de energia en 32 %
respecto al grupo DAGF (Tabla 14).

Tabla 14. Efecto de la adicion de las hojas, las semillas de frijol y el cambio a

dieta saludable en el consumo de alimento y agua en ratones con obesidad

inducida.
Grupo Consumo de alimento Consumo energético  Consumo de agua
(g/dia) (Kcal/dia) (mL/dia)
DE 3.79+0407 12.89+1.50 12.89+1.50
DAGF 5.13+0.80 23.48 +3.80 " 5.61+0.50 &
DAGF + 10 % HF 43310467 21.49 +2.33" 454 +0.59%
DAGF + 5 % SC 4.50+0.632 20.62+2.67° 5.07+1.132
DAGF + 15 % SC 5.07 +1.132 20.80+2.70° 490+0.70 2
DEP 5.09 £ 0.50 & 1711+£150% 6.10 £ 0.80 ¥

Los datos se presentan como valores promedio £ EE (n = 6 - 12), analizados por ANOVA y post hoc
Tukey. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05). DE =
grupo con dieta estandar, DAGF = grupo con dieta alta en grasa y fructosa, DAGF+ 10 % HF = DAGF
+ 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol, DAGF + 15 %
SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = DE después de la fase de induccion de obesidad,
* Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de (Ocampo-Anguiano et al.,
2024).
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Respecto a la ingesta de agua, no hubo diferencia significativa entre grupos. El
mayor aporte energetico se atribuye a la distribucion de macronutrientes en las
dietas, en particular al elevado contenido de lipidos (40 %) en la DAGF, cuyo valor
energético (9 kcal/g) supera al de carbohidratos y proteinas (4 kcal/g), lo que
incrementod la densidad caldrica total (Luis Roman et al., 2012). Este efecto sobre el
aumento en la ingesta energética concuerda con lo reportado en estudios previos
(Martinez Orozco et al., 2020; Messing & Brenner, 2020; Shi et al., 2020). Los
efectos del consumo de frijol no se relacionan con una disminucion en la ingesta
energética sino con los compuestos bioactivos presentes en las HF y SC. En
contraste, los beneficios del cambio a una dieta saludable pueden atribuirse a una

restriccion energética.

7.6. Efecto terapéutico del consumo de las HF, SC y la DEP sobre la

composicion corporal.

7.6.1. La ingesta de las HF al 10% disminuye el peso corporal

Entre los parametros de composicion corporal destacan el peso corporal y las
circunferencias abdominal y toracica, que se asocian con el volumen del tejido
adiposo (Tabla 15). El grupo alimentado con DAGF mostré un incremento del 8.42
% en el peso corporal en comparaciéon con el grupo DE en las ultimas 12 semanas
del experimento; no obstante, no se observaron diferencias significativas en las
circunferencias abdominal y toracica entre ambos grupos. Asimismo, no se
encontraron diferencias significativas en estas variables entre los grupos DAGF,
DAGF + 5 % SC, DAGF + 15 % SC y DEP (Tabla 14). Cabe destacar que el grupo
DAGF + 10 % HF fue el unico que presenté una menor ganancia de peso corporal

respecto al grupo DAGF, alcanzando valores comparables a los del grupo DE.

La composicidon corporal, especificamente en lo que respecta al volumen del tejido
adiposo, no depende exclusivamente del peso corporal. Si bien este ultimo se utiliza
comunmente como indicador debido a su asociacion con un mayor volumen de

tejido adiposo, también existen componentes corporales libres de grasa que pueden
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contribuir al incremento del peso sin implicar un aumento en la masa adiposa
(Siedler et al., 2023). Estudios previos que evaluaron el efecto terapéutico del
consumo de semillas de frijol de distintas variedades, durante periodos comparables
al del presente estudio, no reportaron un menor peso corporal en comparacion con
los grupos alimentados con dieta hipercaldrica. No obstante, si se observaron
efectos benéficos en otras complicaciones asociadas con la obesidad, tales como
la disminucion de la inflamacion sistémica y una mayor diversidad en la microbiota
intestinal (Monk et al., 2021; Zhao et al., 2021). Cabe destacar que, en modelos
murinos, estudios que administraron semillas cocidas u hojas de frijol como
intervencion preventiva frente a la obesidad han reportado un menor peso corporal,
incluso bajo condiciones de alimentacion con dietas hipercaléricas (Ramirez
Venegas., 2021; Becerril-Campos et al., 2022; Liu et al., 2022). La suplementacion
con 10 % HF disminuyd la ganancia del peso corporal, postulandolo como un posible
coadyuvante en el tratamiento para combatir la ganancia de peso por el consumo

energético excesivo.

Tabla 15. Efecto del consumo de las hojas, las semillas de frijol y el cambio a

dieta saludables en la zoometria de ratones con obesidad.

Grupo Peso corporal Circunferencia Circunferencia

(9) abdominal(cm) toracica (cm)

DE 27.46 +0.65 7.79+029 7.36 £0.26
DAGF 30.50 £ 0.52 " 8.33+0.28 8.17+0.25%
DAGF + 10 %HF 28.09+0.84 & 8.50 £ 0.39 @ 8.50+0.55 %
DAGF + 5 %SC 30.88 +0.83° 8.33+0.27 2 8.16 £ 0.24 @
DAGF + 15 %SC 29.94 +0.49 @ 8.50+0.382 8.50+0.55°
DEP 29.21 + 0.55 av” 783017 7.33+0.33 %

Los datos se presentan como valores promedio + EE (n= 6 - 12), analizados por ANOVA y post hoc
Tukey. Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05). DE =
grupo con dieta estdndar, DAGF = grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF+ 10 % HF =
DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol, DAGF +
15 % SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la fase de
induccion de obesidad. *Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de
Ocampo-Anguiano et al. (2024).
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7.6.2. Los tratamientos con 10 % HF y 15 % SC disminuyen la acumulacién de
TAV y TASC, normalizandolos con el grupo DE.

El volumen del TAV y TASC increment6 en el grupo alimentado con DAGF en un
471 % y 46.7 %, respectivamente, en comparacion con los volumenes de ambos
tejidos adiposos en el grupo alimentado con DE. En tanto que, el volumen del TAV
disminuyé en los grupos DAGF + 10 % HF (36.1 %) y DAGF + 15 %SC (55.3 %);
mientras que, el TASC también disminuyé en ambos grupos (56.4 % y 36.5 %,
respectivamente) en comparacién con los volumenes correspondientes del TAV y
TASC del grupo DAGF.

Desafortunadamente, no se observaron diferencias significativas en el volumen del
tejido adiposo entre los grupos DAGF, DAGF + 5 % SC y DEP (Figura 15). Este
resultado sugiere que la inclusién del 5 % de SC en la dieta (equivalente al consumo
promedio actual en la poblacion mexicana) no es suficiente para inducir una
reduccion del tejido adiposo. En el caso del grupo DEP, la ausencia de un efecto
significativo podria atribuirse al corto tiempo de exposicion a la dieta saludable, lo
cual es comprensible, dado que los beneficios de este tipo de intervencidon suelen
manifestarse unicamente con un enfoque sostenido a largo plazo, como parte de un
cambio integral en el estilo de vida. La menor acumulacion de TAV y TASC
observada por el consumo de las HF y SC podria atribuirse, en parte, a una menor
absorcion de lipidos de la dieta. Estudios previos han reportado que compuestos
presentes tanto en las hojas como en las semillas de frijol incrementan la excrecién
de los lipidos en las heces (Ngoh et al., 2017; Becerril-Campos et al., 2022), siendo
uno de los mecanismos propuestos se tribuye a la inhibicion de la actividad de la

lipasa pancreatica (Ngoh et al., 2017).

En el presente estudio, y como se detalla en secciones posteriores, se demostro
que el extracto metandlico de hojas de frijol inhibié significativamente la actividad de
la lipasa pancreatica en condiciones in vitro (Ocampo-Anguiano et al., 2024). De
manera complementaria, investigaciones previas realizadas por nuestro grupo

revelaron que la ingesta de semillas y hojas de frijol reduce la expresion relativa de
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genes asociados con la lipogénesis hepatica. Ademas, el consumo de hojas de frijol
indujo un aumento en la expresion de genes relacionados con la lipofagia, en el
higado lo que sugiere un efecto antilipogénico a nivel transcripcional (Arreola-
Galvan et al., 2025).

Por otro lado, la reduccion en el volumen del TAV observado con el consumo de las
hojas de frijol como estrategia de tratamiento coincidié con resultados previos
obtenidos en un modelo preventivo de obesidad que incluyé DAGF complementada
con las hojas de frijol (Becerril-Campos et al., 2022). Asimismo, la menor
acumulacién de tejido adiposo por el consumo del 15 % de semillas cocidas en una
dieta hipercalorica coincidié con lo reportado en la literatura donde se evalu6 el
consumo del 15.7 % de semillas cocidas de frijol blanco en ratones con una dieta
alta en grasa (Monk et al., 2021). En conjunto, la ingesta de 10 % HF y 15 % SC en
ratones con obesidad redujo el exceso del volumen del tejido adiposo, una de las

principales caracteristicas de la obesidad.
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Figura 15. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP sobre el tejido adiposo en ratones
con obesidad inducida. (a) Tejido adiposo total (imagenes del analisis de resonancia magnética);
tejido adiposo visceral (TAV, rojo) y tejido adiposo subcutaneo (TASC, azul); (b) volumen del TAV;
(c) volumen del TASC. Los datos se presentan como valores promedio + EE (n= 3 - 5), analizados
lipidos totales por ANOVA y post hoc Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <
0.05). DE = grupo con dieta estandar, DAGF = grupo con dieta alta en grasa y fructosa DAGF + 10
% HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol,
DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la fase
de induccién de obesidad. * Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de
Ocampo-Anguiano et al. (2024).

7.6.3. El consumo de las HF, las SC y la DEP disminuyé las concentraciones
séricas de triglicéridos.

La Figura 16 muestra que el consumo de la dieta DAGF favorecié un aumento en
las concentraciones séricas de colesterol (24.1 %) y triglicéridos (41.2 %) en
comparacion con los animales alimentados con la DE. El tratamiento durante 12
semanas con DAGF + 10 % HF (110.7 £ 7.3 mg/dL), DAGF + 5 % SC (127.0 £ 3.3
mg/dL), DAGF + 15 % SC (112.3 £ 9.1 mg/dL) y DEP (106.8 + 7.7 mg/dL) mostraron
valores significativamente menores en las concentraciones séricas de triglicéridos
en comparacion con las concentraciones séricas de triglicéridos en el grupo DAGF
(141.1 £ 4.2 mg/dL). El efecto mas pronunciado se observé en el grupo DEP,
seguido por el grupo DAGF + 10 % HF, lo que sugiere que tanto el cambio hacia
una dieta saludable como la inclusion de hojas de frijol pueden ejercer efectos

hipolipemiantes relevantes en modelos obesogénicos.

96




Sin embargo, no se observaron reducciones en las concentraciones séricas de
colesterol con ninguno de los tratamientos. La disminucion de triglicéridos inducida
por el consumo de las hojas y de las semillas de frijol podria asociarse a una menor
absorcion de los lipidos de la dieta mediada por la inhibicion de la actividad de la
lipasa pancreatica (Ngoh et al., 2017). En contraste, la reduccién de triglicéridos
séricos observada en el grupo DEP se atribuy6 a la menor ingesta de lipidos en la

dieta (de 44 a 13 % del contenido energético) después de la induccion de obesidad.

Estudios previos donde se evalud el consumo de las HF al 10 % como estrategia
preventiva de la obesidad demostraron un efecto protector en el desarrollo de
hipertrigliceridemia (Ramirez-Venegas et al., 2021; Becerril-Campos et al., 2022), lo
que coincidid con los resultados de esta investigacion. Se ha reportado que la
administracién de 300 mg/kg de extracto de flavonoides de frijol adzuki durante 8
semanas en ratones ICR con obesidad inducida por una dieta hipercaldrica (22 %
lipidos, 48 % carbohidratos y 20 % proteinas del total calérico) redujo
significativamente los niveles séricos de triglicéridos, de 2.43 a 1.17 mmol/L (Liu et
al., 2017). De manera similar, la inclusién del 15 % de SC de frijol adzuki en la dieta
de ratones C57BL/6 alimentados con una dieta alta en grasa (60 % de contenido
lipidico) durante 12 semanas disminuyé la concentracion sérica de triglicéridos de
1.7 a 1.2 mmol/L (Zhao et al., 2021). En general, el consumo combinado de DAGF
con las hojas secas o con las semillas cocidas de frijol como tratamiento de la
obesidad en ratones disminuyo los niveles de triglicéridos en circulacion, sin ejercer
efecto significativo sobre el colesterol sérico. Es relevante que futuras
investigaciones evaluen los cambios en otros compartimentos corporales, como la
masa muscular, el contenido de agua y el tejido 6seo, a fin de comprender la falta

de efecto en el peso corporal.
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Figura 16. Efecto del consumo de las diferentes dietas en el perfil lipidico: a) triglicéridos
séricos, b) colesterol sérico. Los datos se presentan como valores promedio + EE (n = 6 - 12),
analizados lipidos totales por ANOVA y post hoc Tukey. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05). DE = grupo con dieta estandar, DAGF = grupo con dieta alta en grasa y
fructosa, DAGF+ 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % semillas
cocidas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE
después de la fase de induccion de obesidad. * Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 %
HF se tomaron de Ocampo-Anguiano et al. (2024).

7.6.4. El consumo de las hojas y las semillas de frijol incrementa la excrecién

de lipidos y triglicéridos

La Figura 17a muestra el contenido total de lipidos en las heces de los diferentes
grupos experimentales. No se observaron diferencias significativas en el contenido
lipidico fecal entre los grupos DE y DAGF a pesar de que la DAGF contiene mas
grasa, indicando su mayor absorcion; ademas, ambos grupos alimentados con dieta
estandar presentaron valores similares (DE = 14.9 mg/g; DEP = 13.9 mg/g). En
contraste, los grupos suplementados con DAGF + 10 % HF (27.4 mg/g), DAGF + 5
% SC (75.9 mg/g) y DAGF + 15 % SC (61.6 mg/g) mostraron un aumento
significativo en el contenido total de lipidos fecales en comparacion con el grupo
DAGF (11.04 mg/g) (p < 0.05). La Figura 17b muestra la excrecion fecal de
triglicéridos, en la cual tampoco se observaron diferencias entre los grupos DE vy

DAGEF. Por el contrario, la suplementacion con 10 % de HF y 15 % de SC resulté en
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un aumento significativo en la excrecién de triglicéridos en heces, lo que sugiere

una menor absorcion de lipidos a nivel intestinal.

Estos hallazgos concuerdan con lo descrito por Becerril-Campos etal. (2022),
quienes administraron a ratas macho Wistar una DAGF ad libitum suplementada
con 10% HF como estrategia profilactica frente a la obesidad; tras seis semanas de
intervencion, la suplementacién no produjo cambios significativos en la excrecion
de triglicéridos. Mientras que, en ratas macho Wistar, la incorporacion dietética de
brotes de frijol tratados con acido salicilico (1-2mM) al 20% durante
cuatro semanas incrementd la excrecion fecal de triglicéridos, efecto que se
correlacioné con la inhibicion de la lipasa pancreatica (Mendoza-Sanchez et al.,
2019). De manera similar, en ratas Sprague-Dawley obesas, la administracion de
harina de frijol durante seis semanas también potenci6 la eliminacion fecal de
triglicéridos (Pande & Srinivasan, 2012). EI consumo de las hojas y las semillas

incrementd la excrecion de triglicéridos en heces disminuyendo su absorcion.

7.6.5. El extracto metandlico del polvo de hojas de frijol inhibe la actividad de
la lipasa pancreatica in vitro

Para determinar si la disminucion en la acumulacion de tejido adiposo y en la
concentracion seérica de triglicéridos se atribuia a una menor absorcion de grasa
dietética, se evaluo in vitro la actividad de la lipasa pancreatica utilizando un extracto
metandlico de hojas de frijol, cabe resaltar que no se extrajeron todos los
compuestos bioactivos de HF. Se demostrd que dicho extracto inhibio la actividad
de la lipasa pancreatica en un 29 % (Figura 17c) (Ocampo-Anguiano et al., 2024).
Esta inhibicion se relaciond, al menos en parte con el incremento de la excrecion
fecal de lipidos y triglicéridos. Esto es de gran relevancia, ya que la lipasa
pancreatica es liberada en el intestino delgado para descomponer las grasas junto
con las sales biliares, facilitando asi su absorcién (Li et al., 2022). Estudios previos
en modelos murinos demostraron que la inhibicion in vitro de la lipasa pancreatica
en proporciones similares a las observadas en este estudio esta estrechamente

relacionada con la reduccion de las alteraciones metabdlicas asociadas a la
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obesidad (Escobar-Ortiz et al., 2022; Li et al., 2022). Si bien, en este estudio no se
evalud la inhibicién de la lipasa pancreatica con un extracto de semillas de frijol,
previamente ya se ha informado en la literatura de la capacidad de los péptidos
bioactivos presentes en el frijol pinto para inhibir la actividad de la lipasa y su union

con los acidos biliares (Ngoh et al., 2017).
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Figura 17. Efecto del consumo de las hojas y las semillas de frijol y el cambio a una dieta
saludable sobre a) los lipidos totales en heces, b) los triglicéridos en heces y c) la inhibicion
de la lipasa pancreatica con el extracto de HF. Los datos se presentan como valores promedio *
EE (n =3 - 4), los lipidos totales en heces analizados por ANOVA y post hoc Tukey; triglicéridos en
heces por Kruskal-Walli’'s y post hoc Dunn e inhibicién de la lipasa pancreatica por t-test. Letras
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). DE = grupo con dieta estandar, DAGF = grupo
con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF+ 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 %
SC = DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de
frijol, DEP = grupo con DE después de la fase de induccién de obesidad. Orlistat se empleé como
control positivo para la evaluacion de la inhibicion enzimatica; mientras que, el extracto de HF
corresponde al extracto metandlico obtenido a partir de las hojas de frijol. * Los datos referentes al
consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de Ocampo-Anguiano et al. (2024).

7.7. Cambios de la integridad intestinal con los diferentes tratamientos
7.7.1. La DEP promovié un aumento en el peso relativo del intestino delgado

Un aspecto para considerar en la salud intestinal es la longitud y el peso del intestino
delgado y el colon. Respecto a la longitud del intestino delgado, el grupo alimentado
con DE (7.06 cm) mostré una mayor longitud en comparacién con la longitud del
intestino delgado en el grupo DAGF (5.67 cm). Mientras que, los intestinos delgados

de los grupos DE (7.06) y DEP (6.09 cm) mostraron longitudes similares entre si.
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Tras el consumo de los diferentes tratamientos no se observaron diferencias en las
longitudes de colon e intestino en comparacion con los grupos DAGF o DE (Tabla
16). El analisis estadistico no revelo6 diferencias significativas en el peso del colon
entre los grupos experimentales (Tabla 16). Cabe sefalar que la reduccion de la
longitud y el peso intestinal, incluido el colon, se ha vinculado a un incremento del
estado inflamatorio debido a una mayor producciéon de citocinas proinflamatorias
(Mayangsari & Suzuki, 2018; Shi et al., 2020).

Tabla 16. Efecto del consumo de las hojas y las semillas de frijol y el cambio

a dieta saludable en la longitud de intestino y colon como indicador de

inflamacioén.
Longitud del colon
Grupo Longitud del intestino (cm)
(cm)

DE 39.85+1.72% 7.28+045%
DAGF 34.31+£097 7 6.58 +0.52 &
DAGF + 10 %HF 37.95+1.04 7.22+0.65%
DAGF + 5 %SC 36.70 £ 0. 912 8.27+1.14 2
DAGF + 15 %SC 39.563+2.04° 8.71+1.142
DEP 3724 +1.6723° 9.18+0.71 %

Los datos se presentan como valores promedio + EE (n= 5 - 7), analizados por ANOVA y post hoc
Tukey. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05). DE = grupo con
dieta estandar DAGF = grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF+ 10 % HF = DAGF + 10 %
de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol, DAGF + 15 % SC =
DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la fase de induccion de
obesidad. * Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de Ocampo-Anguiano
et al. (2024).

7.7.2. El consumo de 15 % SC promovié la ganancia del peso relativo del

higado en comparacién con el consumo de DEP

Otro de los 6rganos considerados en este modelo de obesidad a partir de DAGF fue
el higado, ya que el consumo de dietas altas en grasas y azucares promueven el
desarrollo de esteatosis hepatica asociada a disfuncion metabdlica (Liu et al., 2018).

De manera inesperada, solamente el peso relativo del higado en el grupo DAGF +
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15 % SC (7.18 %) mostré mayor peso relativo del higado en comparacién con el
peso relativo del higado en el grupo DEP (4.68 %), sin ser diferente con el resto de
los grupos (Tabla 17). El consumo preventivo de 10 % HF junto con una DAGF (40
% lipidos, 40 % carbohidratos con 20 % en fructosa y 20 % proteinas) durante 13
semanas inhibio el desarrollo de higado graso no alcohdlico y la lipotoxicidad

asociada (Becerril-Campos et al., 2023).

Como parte de la presente investigacion, Victoria-Ruiz (2024) y Arreola-Galvan
(2025) evaluaron las alteraciones hepaticas inducidas por la DAGF durante 14
semanas Y el efecto posterior del tratamiento de 12 semanas con DAGF + 10 % HF,
DAGF + 15 % SC y DEP. Victoria-Ruiz et al. (2024) reporté que la dieta DAGF
favorecié el desarrollo de esteatosis hepatica de grado | y Il; mientras que, el
consumo de hojas de frijol HF al 10 % redujo el contenido de triglicéridos vy la
infiltracion de grasa en tejido hepatico, observandose un incremento en la actividad
de las enzimas antioxidantes GST y GPx. Ademas, la suplementacién con 10 % de
HF durante 12 semanas revirtio la esteatosis a grado 0 en el 66 % de los higados
analizados en ese grupo. Asimismo, la inclusion de 15 % de SC mejoré esta
condicion, reduciendo la esteatosis a grado | en el 75 % de los higados evaluados
(Victoria-Ruiz, 2024).

Aunado a lo anterior, se observé que los tratamientos con 10 % HF, 15 % SC y DEP
disminuyeron la expresion relativa de genes lipogénicos (Srebf1, Acaca y Fasn)y el
tratamiento con 10 % HF aumento la expresidn de los genes atg5 y L¢3 relacionados
con la lipofagia (Arreola-Galvan, 2025). Estos resultados sugieren que, aunque no
se observaron diferencias en el peso relativo del higado entre tratamientos, si se
evidencié una mejora en la esteatosis asociada a la enfermedad metabdlica a partir

de lo informado por Victoria-Ruiz et al. (2024) y Arreola-Galvan et al. (2025).
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Tabla 27. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP en el peso relativo del

intestino delgado, el colon y el higado.

Intestino delgado

Grupo Colon (%) Higado (%)
(%)
DE 1.82+0.06 & 7.06 £0.28 4.81+0.14 3"
DAGF 1.23+0.03 & 577 +0.27 % 5.93 +0.28 @
DAGF + 10 % X X .
1.24+£0.022 6.25+0.14 @ 5.58 +0.59 &
HF
DAGF + 5 %
1.02+0.2132 479+0.18° 5.73+0.413
SC
DAGF + 15 %
1.20+£0.07 2 6.36 + 0.53 @ 7.18+0.82°2
SC
DEP 1.31+0.09 6.09+0.14 & 468+0.21°b"

Los datos se presentan como valores promedio + EE (n= 5-7), analizados por ANOVA y post hoc
Tukey. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05). DE = grupo con
dieta estandar DAGF = grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF+ 10 % HF = DAGF + 10 %
de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol, DAGF + 15 % SC =
DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la fase de induccion de
obesidad. * Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de Ocampo-Anguiano
et al. (2024).

7.7.3. El consumo de 10 % HF mejora la integridad de las vellosidades y criptas
en el intestino y colon, previamente dafhadas por DAGF

La Figura 18 muestra las micrografias representativas y las caracteristicas
histolégicas de las porciones del yeyuno y colon de los animales de los diferentes
grupos experimentales. Los tejidos del intestino delgado y del colon de los animales
alimentados con la DE presentaron estructuras normales. En contraste, en el grupo
DAGEF el 50 % de las muestras de colon en el grupo DAGF presentaron hiperplasia
linfoide y el 25 % desarrollaron atrofia de vellosidades. En el yeyuno del grupo DAGF
el 50 % de las estructuras analizadas mostraron infiltracion de tejido linfoide y el 25

% presentaron hiperplasia linfoide (p < 0.05).
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DAGF

DAGF + 10 % HF

DAGF +5 % SC

DAGF +15 % SC

DEP

Figura 18. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP sobre la histopatologia del yeyuno
y del colon. Los fragmentos de tejido de colon y yeyuno fueron tefidos con hematoxilina y eosina
(H&E) y analizados utilizando un objetivo de 10X (n = 3 - 5). Las flechas negras en las micrografias
indican las estructuras alteradas identificadas mediante el analisis histopatoldgico. DE = grupo con
dieta estandar DAGF = grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10 % HF = DAGF + 10 %
de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % semillas cocidas de frijol, DAGF + 15 % SC =
DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la fase de induccion de
obesidad. Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de Ocampo-Anguiano
etal. (2024).
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Por otro lado, el consumo de HF mejoro las estructuras histologicas alteradas del
yeyuno en un 75 % y del colon en un 80 % y no se observé infiltracién linfoide.
Mientras que, el yeyuno del grupo DAGF + 15 % SC mostré el 60 % de estructuras
normales y el 40 % de infiltracion de tejido linfoide; en el colon se encontré un 25 %
de estructuras normales, un 25 % de infiltracion linfoide y un 50 % de hiperplasia
linfoide. De manera inesperada, el 80 % de las estructuras del yeyuno y el 60 % de
las estructuras del colon mostraron atrofia de vellosidades en los animales del grupo
DEP y se observo infiltracion de tejido linfoide en el 20 % de las muestras analizadas
del yeyuno y el colon (p < 0.05). Lo anterior sugiere que la suplementaciéon con 10
% HF resulté ser el tratamiento mas efectivo para restaurar las estructuras

intestinales.

La infiltracidn de tejido y la hiperplasia linfoides se relacionan con mayor inflamacién
(Costes et al., 2019). La hiperplasia linfoide intestinal representa una respuesta
proliferativa del tejido linfoide asociado a la mucosa (GALT), caracterizada por el
crecimiento excesivo de foliculos linfoides en el epitelio intestinal, particularmente
en el colon. La hiperplasia linfoide se ha relacionado con sintomas como dolor y
distension abdominal, diarrea crénica y, en algunos casos, sangrado gastrointestinal
(Albuquerque, 2014). Aunado a lo anterior, la infiltracion de tejido y la hiperplasia
linfoides se relacionan con mayor inflamacion (Costes et al., 2019). Este hallazgo
adquiere relevancia al detectarse hiperplasia linfoide en todos los grupos
experimentales, excepto en el grupo DE, lo que sugiere que la dieta DAGF podria

estar implicada en la aparicion de dichas complicaciones.

La infiltracion tisular y la hiperplasia linfoide (respuesta proliferativa del GALT
caracterizada por el crecimiento excesivo de foliculos, especialmente en el colon)
constituyen indicadores de inflamacion exacerbada (Costesetal.,2019) y se
asocian clinicamente con dolor, distensibn abdominal, diarrea cronica v,
ocasionalmente, sangrado gastrointestinal (Albuquerque, 2014). Su relevancia en
este estudio radica en que la hiperplasia linfoide aparecié en todos los grupos

experimentales salvo en el grupo DE, lo que sugiere que DAGF podria favorecer
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estas complicaciones inmunopatolégicas. En el contexto de enfermedades
inflamatorias intestinales, como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, la
acumulacién de células linfoides se ha relacionado con la perpetuacion del dafo
epitelial (Gronke et al., 2016), por lo que la hiperplasia e infiltracion linfoide intestinal
emergen como potenciales biomarcadores de disfuncion inmunolégica subyacente.
No obstante, las alteraciones histolégicas del colon y yeyuno inducidas por la DAGF
se revirtieron con la DAGF+10% HF, lo que apunta a un efecto benéfico

dependiente de la composicion dietética.

7.74. El grosor de la capa de moco coldnica incrementa con la
suplementaciéon con 10 % HF y 15 % SC

La capa mucosa, que protege el epitelio intestinal y regula la permeabilidad, fue
significativamente mas delgada en el grupo DAGF (47 %) en comparacion con el
grupo DE. Respecto a los tratamientos, el grosor de la capa de moco fue mayor en
los grupos DAGF + 10 % HF (21 %), DAGF + 15 % SC (13 %) y DEP (30 %) en
comparacion con el grupo DAGF, demostrando un mayor efecto con el consumo de
la DEP, seguido de la dieta suplementada con 10 % HF y 15 % SC, respectivamente
(Figura 19).

Estos resultados sugieren una mejor integridad de la barrera colonica en los grupos
tratados en comparacion con la DAGF, dado que la capa de moco intestinal funciona
como una barrera fisica que impide el contacto directo entre las bacterias y el
epitelio, limitando asi la translocacion de microorganismos y endotoxinas (Buckley
& Turner, 2018).

Nuestros hallazgos son similares con estudios previos, donde se informd que la
suplementacién con fibra dietética (15 %) en ratones obesos alimentados con una
dieta compuesta por 60 % de grasa, 20 % de carbohidratos simples y 20 % de
proteinas restaurd el grosor de la capa de moco en comparacién con el grupo de

ratones obesos no suplementados (Shi et al., 2020).
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Ademas, estudios en modelos murinos colonizados con microbiota humana han
demostrado que la sustitucion de la fibra dietética por 15 % de glucosa provocé un
adelgazamiento de la capa de moco coldnico, lo cual se asocié con un aumento en
la susceptibilidad a colitis, caracterizada por inflamacion del colon. No obstante, la
suplementacion con 15 % de fibra prebidtica no logro restaurar dicha capa mucosa
(Desai et al., 2016). Por lo tanto, la composicién de la dieta en relacién con el tipo
de carbohidratos y la ingesta de alimentos ricos en fibra y compuestos fendlicos,
como las semillas de frijol y, de manera interesante, también las hojas de frijol,
podria promover la restauracidén de la capa de moco y proteger al huésped contra

la invasion bacteriana y sus toxinas.
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Figura 19. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP en el grosor de la capa de moco
colénica: a) micrografias del colon y b) grafico de barras del grosor de la mucosa colénica.
Los datos se presentan como medias + EE (n=7 - 13), analizados mediante ANOVA con prueba post
hoc de Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). DE = grupo con dieta
estandar DAGF = grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10 % HF = DAGF + 10 % de
hojas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE
después de la fase de induccion de obesidad. Secciones colonicas tefiidas con H & E mostrando la
capa de moco (flechas). Las flechas negras con ejes delinean la capa de moco que se midié en el
analisis. Imagenes analizadas con un objetivo de 10X. Barra de escala de 100 pm.

107



7.7.5. El consumo de 10 % HF, 15 % SC y DEP tienden a disminuir la
permeabilidad intestinal no selectiva

Una de las principales caracteristicas de la integridad intestinal alterada es el
aumento de la permeabilidad del intestino delgado, debido a la no selectividad. En
este sentido, la concentracién sérica de FITC-dextran en el grupo DAGF se
incrementd 4 veces en comparaciéon con la concentracion sérica del grupo DE (p <
0.05). Por el contrario, la permeabilidad intestinal de los animales que consumieron
DAGF + 10 % HF, DAGF + 15 % SC o DEP disminuy6 en un 1.8, 1.7 y 2 veces,
respectivamente, aunque sin diferencia significativa (Figura 20). Segun estudios
previos, la disminucion de la permeabilidad intestinal se ha asociado con el aumento
en la expresion de proteinas de las uniones estrechas, particularmente ocludina y
zonula-1, las cuales desempenan un papel esencial en el fortalecimiento de la

funcién de la barrera intestinal (Buckley & Turner, 2018).

En el presente estudio se evidencié una mejora en la barrera fisica intestinal
reflejada en un mayor grosor de la capa de moco (Figura 19), asi como una
reduccion significativa en las concentraciones séricas de FITC-dextran en los
grupos suplementados con HF y SC en comparacién con el grupo alimentado con
DAGEF sin suplementacion (Figura 20). Este hallazgo es relevante, considerando
que el epitelio intestinal constituye una barrera selectivamente permeable, que
facilita la absorcién de nutrientes y la excrecién de desechos, mientras restringe la

translocacion de materiales luminales (Meng et al., 2019).

Por lo tanto, el consumo de una dieta rica en grasas saturadas y fructosa ha sido
asociado con una disrupcion de la barrera intestinal y promueve la permeabilidad
intestinal. En contraste, la suplementacién con alimentos prebidticos, como las
hojas y semillas de frijol, contribuye a mitigar este efecto mejorando la integridad de

la barrera intestinal.
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Figura 20. Efecto del consumo de las HF, SC y la DEP en la permeabilidad intestinal. Los datos
se presentan como valores medios + EE (n= 5 - 7) analizados por Kruskall Wallis test y hoc Dunn.
Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). DE = grupo con dieta estandar, DAGF
= grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol,
DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % de semillas cocidas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % de
semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la fase de induccién de obesidad. * Los
datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron de Ocampo-Anguiano et al. (2024).

7.7.6. El tratamiento con 10 % HF reduce la endotoxemia metabdlica

Una vez confirmada la disminucién de la permeabilidad intestinal con los diferentes
tratamientos, se evalud su efecto sobre la concentracion sérica de LPS, principal
endotoxina derivada del lumen intestinal. El grupo DAGF presenté mayor
permeabilidad respecto al grupo DE (p < 0.05). Ademas; se observé que los grupos
DAGF + 10 % HF, DAGF + 5 % SC, DAGF + 15 % SC y DEP presentaron una
disminucion del 37.5, 30.2, 37.0 y 34.3 %, respectivamente, en las concentraciones
séricas de LPS en comparacién con el grupo DAGF (p < 0.05) (Figura 21 a).

Respecto a las concentraciones séricas de IL-6 el grupo con DAGF presento una
concentracion 5 veces mayor que la concentracion sérica de IL6 del grupo DE. Los
grupos DAGF + 10 % HF, DAGF + 5 % SC, DAGF + 15 % SC y DEP presentaron
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concentraciones séricas de IL-6 menores en 4.5, 26, 20 y 3.2 veces,
respectivamente, en comparacion con el grupo DAGF, normalizando estos valores
a niveles similares a los observados en el grupo DE (Figura 21 b). En relacion con
lo anterior, la endotoxemia metabdlica se incrementa debido a alteraciones en la
integridad intestinal que facilitan la translocacion bacteriana, fendmeno vinculado

con un aumento en la inflamacion sistémica de bajo grado (Ye et al., 2021).

Se ha reportado que la suplementacion con 15 % de carbohidratos fermentables
durante 15 semanas mejoro la eubiosis intestinal, reduciendo la endotoxemia
metabdlica causada por una dieta alta en grasas (60 % lipidos) y baja en fibra (5 %)
en ratones C57BL/6 macho (Shi et al., 2020). La incorporacion en la dieta de
alimentos ricos en fibra, como cereales, verduras y diversas leguminosas, se ha
relacionado con un aumento en la diversidad microbiana intestinal, caracterizado
por un incremento de bacterias con efectos potencialmente beneficiosos y una
reduccion de bacterias con posibles efectos patégenos. Ademas, se ha observado
una disminucién de la inflamacion sistémica, evidenciado por menores
concentraciones circulantes de LPS e IL-6 (Desai et al., 2016; Guan et al., 2021).
Esta reduccion sugiere una menor translocacion de endotoxinas desde el lumen
intestinal hacia la circulacion sistémica. Dado que el LPS es reconocido por los
receptores TLR4 en diversos tejidos, su disminucion se asocia con una menor

inflamacion sistémica (Agusti et al., 2018).

Es importante resaltar que el tratamiento con 10 % HF promovié la normalizacion
de los niveles séricos de LPS, alcanzando concentraciones similares a las
observadas en el grupo DE. De manera comparable, tanto el tratamiento con 10 %
HF como el tratamiento con DEP lograron restaurar los niveles de IL-6 en suero,
igualandolos a los del grupo DE. Esto sugiere un efecto anti-inflamatorio por el
consumo del 10 % HF y evidencia que los componentes de la DEP no inducen
inflamacion. En conjunto, estos hallazgos sugieren que el consumo tanto de las
hojas como las semillas de los frijoles mitigan la endotoxemia metabdlica, ofreciendo

proteccion frente a la inflamacién inducida por endotoxinas liberadas por la DAGF.
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Figura 21. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP en la concentracion sérica de a) LPS
y b) IL-6. Los datos se presentan como media + EE (n = 3 - 5), analizados mediante la prueba de
Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <
0.05). DE = grupo con dieta estandar, DAGF = grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10
% HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % de semillas cocidas de frijol,
DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % de semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la
fase de induccién de obesidad. * Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron
de Ocampo-Anguiano et al. (2024).

7.7.7. Los tratamientos con 10 % HF, 15% SC y DEP promueven el consumo
de fibra y compuestos fendlicos totales en la dieta

En base al disefio de la dieta, el grupo DAGF tuvo una menor ingesta de fibra
dietética total e insoluble (4.5 y 3.6 veces, respectivamente), en comparacion con la
ingesta del grupo DE (p < 0.05). En contraste, el tratamiento con DAGF + 10 % HF
incrementd la ingesta de fibra dietética total e insoluble en 3.3 y 3.2 veces,
respectivamente, frente al grupo DAGF. Ademas, la suplementacion con 10 % HF
aumentd el contenido total de compuestos fendlicos totales (1.9 veces), en
comparacion con el grupo DAGF (Tabla 18). Por su parte, el tratamiento con DAGF
+ 15 % SC incrementd el consumo de la fibra dietética total (3.6 veces) y de las
fracciones soluble e insoluble (3.0 y 3.1 veces, respectivamente), frente al grupo
DAGF. Asimismo, el consumo de compuestos fendlicos con la suplementacion con

15 % SC se incremento en 1.8 veces en comparacion con la dieta DAGF (Tabla 18).
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Es fundamental continuar esta linea de investigacion para explorar posibles
alteraciones en la microbiota intestinal y determinar si existe una tendencia hacia un
aumento en la diversidad microbiana, asi como la presencia de bacterias
beneficiosas que podrian estar asociadas con los efectos observados, como la
reduccion de la inflamacion sistémica y la mejora de la salud intestinal.
Adicionalmente, la elucidacion de los metabolitos originados tanto de la fraccion
fibrosa como de los compuestos fendlicos presentes en las HF y las SC resulta
indispensable para comprender los mecanismos moleculares mediante los cuales

modulan la respuesta inflamatoria y promueven la salud intestinal.

Dada la compleja comunicacion bidireccional entre el intestino y el sistema nervioso
central, las alteraciones observadas en la integridad intestinal impulsaron la
investigacion sobre el posible impacto de las intervenciones con las HF, las SC y la
DEP en el deterioro cognitivo y la funcién de la memoria previamente inducidos por
una dieta DAGF.

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos, excluyendo el tratamiento
con 5 % SC, ya que dicho tratamiento mostré la menor eficacia tanto en la reduccién
de las alteraciones metabdlicas como en la mejora de la integridad intestinal. Por
esta razon, tampoco se incluyeron los resultados relacionados con el tratamiento

con 5 % SC en cuanto al grosor de la capa de moco y la permeabilidad intestinal.
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Tabla 18. Efecto de la incorporacion de las hojas y las semillas de frijol en el

aporte de fibra y compuestos fendlicos totales de la dieta

. Fibra Fibra Compuestos
Fibra soluble . ez fendlicos
Grupo . insoluble dietética
(g/dia) (g/dia) total (g/dia) totales
(mg/dia)
DE 0.21+0.02% 0.81+0.08 1.20+£0.10% 9.59+1.02%
DAGF 0.08 £0.01 "% 0.23+0.02% 0.27+£0.02° 795+1.24%
DAGF + 10 X . . .
0.24 £ 0.032 0.70+£0.092° 0.94+0.02¢ 148+ 272"
% HF
DAGF + 5
0.07 £+0.01 ® 0.23+0.02°> 0.30+0.02°¢ 6.28+0.67°
% SC
DAGF + 15 .
0.24 +0.03 @ 0.70+£0.08 @ 0.94 +0.11° 14.22+1.992
% SC
DEP 0.33 £ 0.04% 1.08+0.13% 140%+0.16% 1287 +1.27"%

Los datos se presentan como valores promedio + EE (n= 6 - 12), analizados lipidos totales por
ANOVA vy post hoc Tukey. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p <
0.05). DE = grupo con dieta estandar, DAGF = grupo con dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10
% HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 5 % SC = DAGF + 5 % de semillas cocidas de frijol,
DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % de semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la
fase de induccion de obesidad. * Los datos referentes al consumo de DAGF + 10 % HF se tomaron
de Ocampo-Anguiano et al. (2024).

7.8. Pruebas de conducta

7.8.1. El consumo de 10 % HF mejora la respuesta en la construccion de nidos
La prueba de construccion de nidos se utiliza como una evaluacion innata para
correlacionar las respuestas de la prueba con el comportamiento habitual (Deacon,
2012). En la Figura 22 a se representan las diferentes respuestas en la construccion
de nidos, que van desde la ausencia de interaccion con el algodén hasta la
construccion completa de su nido. En este estudio, los animales del grupo DAGF
mostraron una respuesta significativamente menor en la prueba de comportamiento,
obteniendo una puntuacién de 1; mientras que, los animales del grupo DE

presentaron la mayor respuesta con una puntuacién de 3.66. Estos resultados
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sugieren que el consumo sostenido de una DAGF impacta negativamente en el
comportamiento relacionado con la memoria a corto plazo (Shi et al., 2020). Por el
contrario, los tratamientos incrementaron significativamente las respuestas de
construccion de nidos, obteniendo puntuaciones de 2.4 para el grupo DAGF + 10 %
HF, 2.3 para el grupo DAGF + 15 % SC y 1.6 para el grupo DEP. Solo la puntuacion
del grupo DAGF + 10 % HF se equipardé con la del grupo DE (Figura 22 b). La prueba
de construccion de nidos esta disefiada para evaluar el comportamiento espontaneo
de los ratones, principalmente relacionado con la termorregulacion; puntuaciones

mas bajas se asocian con dafio generalizado en el hipocampo (Deacon, 2012).

Las mejoras observadas en las puntuaciones de construccion de nidos, similares a
nuestros hallazgos, fueron reportadas en un estudio con ratones obesos inducidos
por una dieta alta en grasas (60 %) y baja en fibra (5 %), que fueron tratados con
carbohidratos accesibles para la microbiota (15 %) (Shi et al., 2020). Asimismo, un
estudio previo con ratones alimentados con una dieta alta en grasas (60 %)
evidencio una reduccién en las puntuaciones de nido en comparacion con aquellos
que fueron cambiados a una dieta baja en grasas (10 %), donde también se observo
una disminucion en la ingesta energética y una mejora en la composicién corporal
(Johnson et al., 2016). Las puntuaciones de construccion de nidos, como indicador
de la cognicién espontanea en ratones, mejoraron con la inclusion de las HF en

aquellos alimentados con una dieta DAGF.
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Figura 22. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP sobre la respuesta conductual en la
construccion de nidos. a) fotografias representativas que ilustran las puntuaciones obtenidas en la
prueba de construccién de nidos; b) respuesta en la construccion de nidos bajo diferentes
condiciones dietéticas. Los datos se presentan como media + EE (n = 6 - 9) y fueron analizados
mediante la prueba de Kruskal-Wallis y post hoc Dunn. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05). DE = grupo con dieta estandar, DAGF = grupo con dieta alta en grasas y
fructosa, DAGF + 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 %
semillas cocidas de frijol, DEP = grupo con DE después de la fase de induccion de obesidad.

7.8.2. El indice de alternancia en el laberinto en T mejora significativamente

con la DEP

El aprendizaje espacial, la memoria de trabajo y la capacidad de toma de decisiones
puede evaluarse en ratones mediante la prueba de alternancia espontanea en el
laberinto en T (d’lsa et al., 2021). En la figura 23 a se representa la prueba del
laberinto en T, mostrando al ratdén inicialmente ubicado en el brazo largo del
laberinto mientras alterna su eleccién entre los brazos izquierdo y derecho. La tasa
de alternancia para el grupo DAGF (57.4 %) fue menor en comparacién con la de
los grupos DE (87.3 %), DAGF + 10 % HF (78.3 %), DAGF + 15 % SC (79.2 %) y
DEP (81.5 %). Aunque se observé una tendencia al incremento en la alternancia

con todos los tratamientos, solamente los grupos DE y DEP fueron
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significativamente mayores en comparacion con la respuesta en el laberinto en T
del grupo DAGF (Figura 23 b).

Leyh et al. (2021) sefial6 de manera destacada que una dieta alta en grasas (59 %
grasa, 26 % carbohidratos y 15 % proteinas) consumida durante 24 semanas no
afectd la memoria a corto plazo (evaluada mediante la prueba en laberinto en Y, un
instrumento similar al laberinto en T, con la diferencia de que se realiza un analisis
continuo del cambio de brazo, dado que los tres brazos son iguales). No obstante,
esta dieta si promovio un incremento en la actividad proinflamatoria de la microglia
en el hipotalamo, evidenciado por una mayor intensidad de Iba1, un mayor
porcentaje de area inmunorreactiva (medido mediante inmunohistoquimica
fluorescente) y una mayor expresion del gen Iba1 en esta region. Por el contrario,
no se observaron tales efectos en la corteza ni en el hipocampo. Estos resultados
sugieren que tanto la composicidn dietética como el tiempo de exposicion podrian
interferir con la integridad del hipocampo (Leyh et al., 2021).

Por otro lado, otro estudio en ratas macho Sprague-Dawley alimentadas con una
dieta de cafeteria (20 % proteinas, 35 % carbohidratos, 45 % grasas) que incluia
productos como papas fritas, chocolates con mantequilla de mani y jarabe de maiz
alto en fructosa (11 % peso/volumen) durante 26 semanas resulté en un deterioro
de la memoria, evidenciado por alteraciones en la sefalizacién de acetilcolina en el
hipocampo (Hayes et al., 2023). Hasta donde sabemos, no existen reportes
anteriores sobre si el consumo de semillas y hojas de frijol mejora la memoria a

corto plazo.
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Figura 23. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP sobre la respuesta conductual para
evaluar la memoria a corto plazo en el laberinto en T. a) Fotografias representativas de la prueba
conductual en el laberinto en T; b) alternancia en el laberinto en T bajo diferentes condiciones
dietéticas. Los datos se presentan como media £ EE (n= 6 - 12) y fueron analizados mediante
ANOVA con prueba post hoc de Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05).
DE = dieta estandar. DAGF = dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10 % HF = DAGF + 10 % de
hojas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = DE después de la
fase de induccién de obesidad.

7.8.3. Los tratamientos con 10 % HF, 15 % SC y DEP mejoran la respuesta a la
fase de reconocimiento de lugar novedoso

Las tareas de reconocimiento de ubicacion espacial y de objetos se basan en la
preferencia innata de los roedores por la novedad y pueden aplicarse de forma
secuencial dentro del mismo grupo de animales. Aquellos animales que retienen la
memoria de la experiencia de entrenamiento original tienden a explorar
preferentemente el objeto desplazado en comparacion con el objeto no desplazado,

o el objeto novedoso en comparacion con el familiar (Stefanko et al., 2009).

En este estudio, durante la fase de reconocimiento de lugares novedosos, los
grupos DAGF + 10 % HF, DAGF + 15 % SC y DEP incrementaron el indice de
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discriminacion (que indica la preferencia por el lugar novedoso frente al lugar
familiar) en 2.58, 3.16 y 3.83 veces, respectivamente, en comparacion con el grupo
DAGF. De manera notable, estos valores fueron similares a los observados en el
grupo DE (Figura 24). Este hallazgo se asocia con una mejor consolidacién de la
memoria a largo plazo. En un estudio previo con ratones macho C57BL/6J
alimentados con una dieta alta en grasas (31.5 % grasa, 18.3 % proteina 'y 38.5 %
carbohidratos en peso), la administracion de 25 mg/kg de dimethyl itaconate, un
compuesto con efectos anti-inflamatorios, dos veces por semana durante 17
semanas, atenuo el deterioro cognitivo, especificamente incrementando el indice de
discriminacion en la prueba de reconocimiento de objetos. Esto se asocid con una
reduccion en la activacidon microglial, una mejor integridad intestinal, una mayor
diversidad microbiana y un aumento en la produccion de AGGC en el colon, lo que

sugiere una interaccion a nivel del eje intestino-cerebro (Pan et al., 2023).

Por otro lado, un estudio anterior evalud los efectos de una dieta cetogénica (90 %
grasa, 4.7 % proteina, 2 % carbohidratos y 3.3 % de ésteres de cetonas) en ratones
macho adultos C57BL/6 y encontré que la alimentacion con dieta cetogénica
durante 8 semanas resultdé en un mayor indice de discriminacion en la prueba de
reconocimiento de objetos en comparacion con los ratones alimentados con una
dieta estandar, indicando una mejora en la memoria de reconocimiento. Esto se
asocié con una mayor eficiencia mitocondrial en el hipocampo, evidenciada por una
reduccion en el consumo de oxigeno mitocondrial sin cambios en la produccion de
ATP, lo que resultd en un aumento en la relacion ATP:O, (Saito et al., 2022). Los
resultados de nuestro estudio, junto con la evidencia de investigaciones previas,
sugieren que las intervenciones dietéticas que incorporan compuestos anti-
inflamatorios y promueven la eficiencia mitocondrial pueden emplearse para tratar

y prevenir el deterioro cognitivo.
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Figura 24. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP en el reconocimiento de objetos: a)
el reconocimiento de objetos novedosos (RON) y b) el reconocimiento de lugar novedoso (RLN). Los
datos se presentan como media £ EE (n = 6 - 12) y fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-
Wallis y post hoc Dunn. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05). DE = dieta
estandar. DAGF = dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de
frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 % semillas cocidas de frijol, DEP = DE después de la fase de
induccion de obesidad.

7.9. Inmunohistoquimica de Iba-1 en CA1 del hipocampo

La activacion neuroglial desempefia un papel central en la patogénesis del deterioro
cognitivo asociado a enfermedades neuroinflamatorias y neurodegenerativas,
particularmente en regiones clave como el hipocampo (Walker et al., 2019). En este
contexto, se evaluaron la densidad y morfologia de la microglia mediante
inmunohistoquimica utilizando el anticuerpo Iba1 como marcador especifico (Figura
25 a-g). Los resultados mostraron que el grupo alimentado con DAGF present6 un
incremento del 14 % en el namero total de células microgliares en comparacién con
el grupo con DE, lo que indica una mayor activacion microglial inducida por la carga
dietética proinflamatoria. Por otro lado, los grupos tratados con DAGF + 10 % HF,
DAGF + 15 % SC y el grupo con DEP mostraron una reduccion significativa del

numero de células microgliares de 21 %, 4.3 % y 10.3 %, respectivamente, en
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comparacion con el grupo DAGF (Figura 25 b). Estos hallazgos sugieren que las
intervenciones dietéticas con las HF y las SC atenuaron la activacién microglial
inducida por la DAGF, posiblemente a través de la modulacion del entorno
inflamatorio. En el caso del tratamiento con la DEP, se eliminé el estimulo
proinflamatorio proporcionado por la combinacién de manteca de cerdo y fructosa
de la DAGF. El aumento en la inmunorreactividad para Iba1 observado en el
hipocampo tras la exposicion a una dieta hipercaldrica rica en grasas y azucares
puede atribuirse a un incremento en los estimulos proinflamatorios, como el LPS,
reconocido por los receptores TLR4 en la microglia, lo que promueve la activacion

de cascadas neuroinflamatorias (Agusti et al., 2018).

En relacion con el area celular (Figura 25 c), el grupo DAGF mostré la microglia de
mayor tamafio en comparacion con la microglia del grupo DE. Por otro lado, los
grupos DAGF + 10 % HF y DEP presentaron un menor tamafo en sus células
microgliares en comparacion con el tamano de las células microgliares de los grupos
DAGF y DAGF + 15 % SC (p < 0.05). Esta hipertrofia celular podria estar relacionada
con una mayor actividad metabdlica e inflamatoria, ya que las microglias activadas,
especialmente aquellas con un fenotipo proinflamatorio, tienden a presentar un

aumento en el volumen del soma (Hanamsagar & Bilbo, 2017).

Respecto a la complejidad morfoldgica, se observé que la microglia del grupo DE
mostré una mayor longitud de ramificaciones en comparacion con los demas grupos
(Figura 25 d). La retraccion o pérdida de procesos celulares es un rasgo morfolégico
distintivo de la activacion microglial, que refleja un cambio funcional significativo en
estas células. Este proceso ocurre en respuesta a diversas sefiales como dano
tisular, endotoxinas, estrés oxidativo o alteraciones metabdlicas, entre ellas las
inducidas por dietas obesogénicas (Valdearcos et al., 2017). Bajo condiciones
fisiologicas, la microglia presenta una morfologia ramificada con funciones de
vigilancia del microambiente neuronal; sin embargo, al activarse adopta una forma
mas ameboide, disminuyendo su arborizacion y adquiriendo funciones efectoras

como la fagocitosis, la presentacion antigénica y la secrecion de mediadores
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proinflamatorios (Colonna & Butovsky, 2017). En conjunto, la reduccién en la
arborizacién microglial no representa unicamente un cambio morfoldgico, sino una
transicion funcional clave en el contexto de enfermedades neurodegenerativas y
alteraciones metabdlicas, lo que pone de manifiesto la relevancia de la dieta y el

entorno en la modulacion del sistema inmunitario cerebral.

Respecto al indice de ramificacion (Figura 25 e), las células del grupo DE mostraron
un mayor indice en comparacion con el resto de los grupos. Si bien los tratamientos
no resultaron similares al grupo DE, las células del grupo DAGF + 10 % HF
presentaron un mayor incremento respecto a las células de los otros grupos, lo que
podria sugerir un mejor efecto relacionado con su plasticidad celular. El indice de
ramificaciones es un parametro que se complementa con otros para entender la
morfologia y funcion de la microglia. Un indice alto refleja una morfologia altamente
ramificada, tipica del estado de vigilancia y homeostasis cerebral, mientras que un
valor bajo se asocia con un fenotipo activado o proinflamatorio (Karperien et al.,
2013; Fernandez-Arjona et al., 2017).

Dado que el indice de ramificacion no mostré diferencias relevantes, se procedio a
analizar el indice de circularidad (Figura 25 f), que relaciona la forma del soma con
la arborizacion celular. Se encontré que los grupos tratados (DAGF + 10 % HF,
DAGF + 15 % SC y DEP) y el grupo DE presentaron un indice de circularidad
significativamente menor en comparacion con el grupo DAGF (p < 0.05). Un indice
de circularidad bajo indica células con morfologia alargada o irregular, asociada a
estados de reposo funcional o vigilancia inmunolégica (Hinwood et al., 2011). En
cambio, valores elevados reflejan una morfologia redondeada o ameboide,
caracteristica de microglia activada, como la inducida por dietas inflamatorias ricas
en grasa y fructosa (Hinwood et al., 2011). En conjunto, los resultados sugieren que
la suplementacion dietética con 10 % HF o 15 % SC y la DEP modularon
favorablemente la morfologia de la microglia, promoviendo un fenotipo menos
proinflamatorio y mas compatible con un estado funcional de vigilancia y

mantenimiento de la homeostasis cerebral.
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Figura 25. Efecto del consumo de las hojas y las semillas de frijol y el cambio a dieta saludable
en la actividad y morfologia de la microglia en la regién CA1 del hipocampo. a) micrografias de
hipocampo (CA1) procesados por inmunohistoquimica de Iba1; b) area de las células; c) longitud de
las ramificaciones; c) indice de ramificaciones y d) indice de circularidad. Los datos se presentan
como valores promedio + EE (n = 3 - 5), analizados por ANOVA y post hoc Tukey. Letras diferentes
indican diferencias significativas (p < 0.05). DE = dieta estandar, DAGF = dieta alta en grasas y
fructosa, DAGF+ 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 15 % SC = DAGF + 15 %
semillas cocidas de frijol, DEP = DE después de la fase de induccion de obesidad.

7.10. Polarizacién y morfologia de la microglia

La microglia es una célula altamente plastica cuya morfologia y polarizacion
funcional se modifican en respuesta a estimulos fisiolégicos o patolégicos,
adoptando perfiles que van desde estados homeostaticos y de vigilancia hasta
fenotipos proinflamatorios, distréficos o asociados a reparacion tisular (Angelova &
Brown, 2019). La especificacion del fenotipo homeostatico maduro de la microglia

ocurre en un proceso de multiples pasos durante el desarrollo del SNC y, ademas
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requiere instruccion continua en el cerebro adulto (Pasillas et al., 2017; Bennett et
al 2018; Baxter et al.,, 2021). Estas transiciones morfofuncionales impactan
directamente en la homeostasis del sistema nervioso central, favoreciendo procesos
clave como la sinaptogénesis, la neuroinflamacion y la neurodegeneracion (Walker
et al., 2014).

En el presente estudio se clasificaron diez fenotipos morfoldgicos de microglia en la
subregion CA1 del hipocampo (Figura 26 a). El fenotipo bipolar, caracterizado por
un nucleo central y dos procesos largos y delgados no ramificados, cuya funcion
aun no ha sido claramente definida. El hipertrofico, que comprende células
heterogéneas con citoplasma tipicamente rectangular, varios procesos y escasa
ramificacion. El hipertrofico inflamado, que presenta citoplasma aumentado y
procesos mas numerosos o alargados. El tipo "huevo frito", morfologia que denota
un gran citoplasma sin procesos, escasa movilidad y restos celulares reducidos. El
fenotipo "huevo frito inflamado", observado frecuentemente en contextos
neuroinflamatorios. El fenotipo el ameboide inflamado, tipicamente vinculado a
estados proinflamatorios. El fenotipo redondeado, correspondiente a células
pequefias sin procesos, considerado como una forma inmadura. El distréfico, que
muestra procesos fragmentados, en forma de cuentas o retorcidos, reflejando
disfuncién celular. El fenotipo activado, donde las células retraen sus procesos y
aumentan su volumen por acumulacion de organulos y aumento de la actividad
metabdlica. El fenotipo ramificado, en el cual la microglia presenta extensos
procesos altamente ramificados con los que explora el microambiente (Figura 26 b)
(Streit et al., 2014; Leyh et al., 2021; Martinez et al., 2023).

Con base en esta clasificacion, se observd que el grupo DE presentd
predominantemente microglia en estado ramificado (87 %), seguido por células
hipertroficas (9 %), huevo frito (3 %), distrofico y ameboide inflamado (1 %), lo que
indica un perfil mayoritario de vigilancia inmunoldgica, con minima activacion
metabdlica. Esta distribucion morfolégica es compatible con un estado fisiolégico

basal, dada la naturaleza heterogénea y dinamica de la microglia en condiciones
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normales (Masuda et al.,, 2020). En contraste, el grupo DAGF mostré6 una
distribucion morfolégica heterogénea, con un predominio del fenotipo
proinflamatorio (56 %), acompafnado por células activadas (24 %), distroficas (11
%), bipolar (6 %) y solo un 3 % en estado de vigilancia. Este perfil sugiere una
activacion microglial exacerbada y potencialmente disfuncional inducida por el

consumo prolongado de una dieta alta en grasas y fructosa (Martinez et al., 2023).

En cuanto a los tratamientos (Figura 26 a), la microglia del grupo suplementado con
10 % HF presentd una proporcion equivalente de células activadas (54 %), seguidas
por células proinflamatorias (20 %), hipertréficas (15 %), bipolar (9 %) y solo un 2 %
en estado de vigilancia. Esta morfologia indica una activaciéon microglial orientada
hacia funciones de limpieza celular y reparacion tisular, con menor participacion de
perfiles proinflamatorios (Masuda et al., 2020). Por su parte, el grupo tratado con 15
% de SC mostré una microglia predominantemente ramificada (37 %), seguida por
células hipertréficas (34 %) y proinflamatorias (25 %), con escasa representacion
de fenotipos activado (2 %) y bipolar (2 %). Estos resultados sugieren un efecto
regulador sobre la actividad microglial, caracterizado por un predominio de estados
funcionales compatibles con vigilancia e hipertrofia, y una menor activacion

proinflamatoria en comparacién con DAGF.

Finalmente, la microglia del grupo DEP presentd una elevada proporcién de células
en morfologia ramificada (50 %), seguida por hipertréficas (21 %), distroficas (17
%), activadas (5 %), proinflamatorias (5 %) y bipolares (2 %) (Figura 26 a). Esta
distribucion sugiere que la modificacion dietética favorecié un retorno a un estado
de menor activacion microglial, con un incremento en los perfiles de vigilancia y una
reduccion en la proporcion de células inflamatorias. Un estudio previo reportd que
una dieta rica en grasas (60 % del aporte caldrico total), azucares simples y
deficiencia de fibra (menor al 5 %) incrementa significativamente la activacion
proinflamatoria microglial en ratones C57BL/6, caracterizado por cambios
morfolégicos de la microglia asociados a un fenotipo activado, como mayor

circularidad celular y reduccién de ramificaciones en regiones hipocampales (Shi et
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al., 2020). En contraste, la suplementacién con carbohidratos fermentables indujo
una menor activacion microglial, evidenciada por una reduccion en el numero de

células microgliares, menor circularidad y mayor indice de ramificacion.

Adicionalmente, se ha demostrado que los AGCC derivados del metabolismo
microbiano, contribuyen a la integridad de la barrera hematoencefalica mediante la
regulacion de proteinas de unién estrecha (Kerchner et al., 2012). En conjunto,
estos hallazgos demuestran que cambios en la dieta como la incorporacién de
vegetales, leguminosas y el consumo adecuado de nutrimentos impactan de

manera positiva en la morfologia y la funciéon microglial.

N
(e}
S

. | N
3.,100 [l Bipolar —  Funcién desconocida L Roricha
g [ Distréfica Microglia disfuncional | e .l._:' Hipertréfica
280 -
‘é I Huevo fito infiamado M"“‘ Huevo frito
9 60 I Huevo fito Microglia con actividad 7
% IAmebo@e |nf|§mado proinflamatoria - 7 ' Bipolar
8 40 B Hiperrico nemedo vt & | Ameboide inflamado
0 ;
Activada
5 " - Microglia ‘ « | Hipertréfico
g 20 [ Hipertrofico activada 'S inflamado
Redondeada 1
g 0 i a L’ L.‘ Huevo frito inflamado
Hl Ramificada ___, Microglia ==
% OQ Q? 90 Q3 Vigilante <= Activada
M S
o \Q \6’ ‘L s" s
X X # | %' | Ramificada
¢ & M- d
?‘0 ?.0 \ Distréfica
0 9 o |

Figura 26. Efecto del consumo de las hojas y las semillas de frijol y el cambio a dieta saludable
en la polarizacion de la microglia. a) prevalencia de fenotipos; b) representacion grafica de los
fenotipos con imagenes reales tomadas por microscopia. Los datos se presentan como valores
totales analizados en relacion con el porcentaje de prevalencia. DE = dieta estandar DAGF = dieta
alta en grasas y fructosa, DAGF + 10 % HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 15% SC =
DAGF + 15% semillas cocidas de frijol, DEP = DE después de la fase de induccion de obesidad.
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7.11. Los tratamientos disminuyen la expresion relativa de IL-1 e incrementan
la expresion relativa de IL-10 en el hipocampo

La Figura 27 muestra las expresiones relativas de las interleucinas IL-1, IL-6 e IL-
10 en el hipocampo. En cuanto a la expresion relativa de IL-1, el grupo alimentado
exclusivamente con DAGF presentd una expresion significativamente mayor (2.5)
en comparacion con el grupo DE (1.0). En cambio, se observé una menor expresion
relativa de IL-1 en CA1 del hipocampo de 0.26, 0.14 y 0.90 para los grupos tratados
DAGF + 10 % HF, DAGF + 15 % SC y DEP, respectivamente, en comparacion con
el grupo DAGF. El hipocampo del grupo suplementado con 15 % SC fue el que
presentd la menor expresion relativa de IL-1, lo cual se asocié con una menor

actividad proinflamatoria.

En cuanto a la expresion relativa de IL-6, de forma inesperada, el hipocampo del
grupo DE presento el valor mas alto (1.0), sin mostrar diferencias significativas con
la expresion relativa de IL-6 en el grupo DAGF. Sin embargo, se observo una
expresion estadisticamente menor en los hipocampos de los grupos DAGF + 10 %
HF (0.11) y DAGF + 15 % SC (0.05). No se encontraron diferencias significativas

con el grupo DEP, al cual se le administré aba una dieta similar.

Por otro lado, la expresion relativa de IL-10 en el hipocampo del grupo DE (1.0) fue
significativamente superior a la observada en el grupo DAGF (0.11). De manera
interesante, los niveles de IL-10 en el hipocampo fueron menores en los grupos
DAGF + 10 % HF (0.26), DAGF + 15 % SC (0.23) y DEP (0.28), sugiriendo un posible

efecto regulador de las suplementaciones sobre la respuesta anti-inflamatoria.

Las interleucinas IL-1, IL-6 e IL-10 desempefian un papel clave en la respuesta
inmunitaria en el sistema nervioso central, participando tanto en procesos
proinflamatorios como anti-inflamatorios. Estas citocinas son secretadas
predominantemente por células gliales (la microglia y los astrocitos), que actuan
como sensores inmunometabdlicos al detectar sefales inflamatorias y ambientales,

contribuyendo a la regulacion de la homeostasis cerebral. Su expresién en el
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hipocampo es especialmente relevante en el contexto de la consolidacién de la

memoria, el aprendizaje y la orientacion espacial (Navabi et al., 2024).
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Figura 27. Efecto del consumo de las HF, las SC y la DEP en la expresion relativa de
interleucinas en el hipocampo. (a) IL-1, (b) IL-6 y (c) IL-10. Los datos se presentan como valores
promedio + EE (n = 3), analizados por Kruskal-Wallis y post hoc Dunn. DE = dieta estandar DAGF =
dieta alta en grasas y fructosa, DAGF + 10 %HF = DAGF + 10 % de hojas de frijol, DAGF + 15% SC
= DAGF + 15% semillas cocidas de frijol, DEP = DE después de la fase de induccion de obesidad.

La IL-1 es una citocina proinflamatoria que se eleva rapidamente ante dafio neuronal
0 estrés oxidativo. Su sobreexpresion en el hipocampo se ha asociado con
alteraciones en la plasticidad sinaptica, reduccion de la neurogénesis y deterioro en
tareas cognitivas, lo que sugiere una implicacion directa en procesos de disfuncion
cognitiva inducida por inflamacién (Mantovani et al., 2019). La microglia es la
principal fuente de IL-1 en el cerebro. Su activacion crénica puede inducir un entorno
neurotoxico al liberar citocinas proinflamatorias (como IL-1B, IL-6 y TNF-a) y
especies reactivas de oxigeno. Esta activacidon sostenida contribuye a la
neurodegeneracion y puede inhibir la neurogénesis al inducir apoptosis en células

progenitoras neuronales (Muzio et al., 2021).

Por su parte, la IL-6 posee una funcién dual: en condiciones fisiolégicas participa en
la reparacién neuronal y en la modulacion sinaptica, pero cuando se encuentra
elevada de forma sostenida, promueve procesos neurodegenerativos, exacerbando

la inflamacién y afectando negativamente el comportamiento emocional y cognitivo
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(Kerkis et al., 2024). Finalmente, la IL-10 es una citocina anti-inflamatoria clave que
actua inhibiendo la produccién de mediadores proinflamatorios como TNF-a, IL-13
e IL-6. Su expresion en el hipocampo, atribuida principalmente a la microglia y a los
astrocitos, permite amortiguar los efectos de la neuroinflamacion y favorecer un

microambiente protector de la funcion neuronal (Lobo-Silva et al., 2016).

Diversos estudios han demostrado que la dieta influye directamente en la expresion
de estas citocinas en el cerebro. El consumo de dietas hipercaldricas, ricas en
grasas saturadas y azucares, se asocié con un aumento en la expresién de IL-1B e
IL-6 en el hipocampo, lo que contribuye a la disfuncidon cognitiva a través de
mecanismos neuroinflamatorios. En un estudio previo, Shi et al. (2020) observaron
que una dieta alta en grasa (60 %) y baja en fibra (5 %) durante doce semanas
incremento significativamente los niveles de IL-183, IL-6 y TNFa en el hipocampo de
ratones C57BL/6J. Sin embargo, la suplementaciéon con carbohidratos accesibles al
microbioma (15 %), redujo los niveles de estas interleucinas, normalizando los
valores con el hipocampo del grupo control. Estos datos se asociaron con mejoras

en pruebas conductuales asociadas a la memoria y respuesta conductual.

En otro estudio, Yang et al. (2020) evaluaron durante 15 semanas el efecto de una
dieta con 60 % de grasa en ratones C57BL/6J y observaron un incremento
significativo de las citocinas proinflamatorias IL-1pB, IL-6 y TNF-a tanto en la mucosa
colénica como en la corteza prefrontal, este perfil estuvo acompafado de una
activacién microglial marcada, evidenciada por un mayor numero de células Iba1 en
la corteza prefrontal y en las subregiones CA1, CA3 y giro dentado del hipocampo.
Ademas, los animales sometidos a la dieta alta en grasa mostraron deterioro
cognitivo en el laberintoenY y en la prueba de reconocimiento de objetos
novedosos. Posteriormente, se evalud el efecto de la suplementacion con curdlan,
un polisacarido accesible a la microbioma. La administracion de curdlan durante el
mismo periodo redujo los niveles de las citocinas IL-1B, IL-6 y TNF-a en el
hipocampo, disminuyé la activacion microglial y mejoré el rendimiento en las

pruebas cognitivas (Yang et al., 2020). Estos hallazgos sugieren que los
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carbohidratos accesibles a la microbioma pueden mitigar la neuroinflamacion y el
deterioro cognitivo inducidos por dietas altas en grasa, posiblemente a través de la

modulacién del eje intestino-cerebro.

En contraste, ciertos alimentos ricos en compuestos fendlicos, como algunas hojas
comestibles han demostrado tener efectos neuroprotectores. Por un lado,
Noorafshan et al. (2021) reportaron que la administracién de extracto de hojas de
Mentha piperita redujo la expresion de IL-1B y elevd los niveles de IL-10 en el
hipocampo de ratas diabéticas, acompanandose de mejoras significativas en la
memoria espacial. Ademas, un estudio reciente evalué los efectos anti-inflamatorios
de extractos de hojas de ocho plantas medicinales del sur de Africa,
tradicionalmente utilizadas para tratar el dolor y la inflamacién. Los extractos
acuosos y etanolicos se suplementaron a macréfagos murinos RAW 264.7
estimulados con LPS, observandose una inhibicion significativa en la liberacion de
citocinas proinflamatorias como IL-13, IL-6 y TNF-a. En particular, los extractos
etanolicos de Melianthus comosus, Tetradenia riparia y Warburgia salutaris
demostraron una inhibicion superior a 50 veces en los niveles de estas citocinas.
Estos hallazgos respaldan el uso tradicional de estas plantas como remedios anti-
inflamatorios (Khumalo et al., 2024). Hasta donde sabemos, actualmente existe un
estudio que evalud el efecto del consumo de almidones resistentes de leguminosas
(frijoles, lentejas, chicharos y garbanzos al 5%) en ratones de 60 semanas de edad
alimentados con una dieta occidental (sin especificar la composicién) durante 20
semanas. Los resultados mostraron una disminucion en la expresion relativa de IL-
1 e IL-6, junto con un incremento en la expresion de IL-10 en el hipotalamo, lo cual
se asocid con mejoras en las pruebas conductuales de laberinto en T y
reconocimiento de objetos. De manera interesante, la expresién de la IL-6 fue mayor

en la corteza frontal y menor en el hipotalamo (Kadyan et al., 2024).

Hasta donde se tiene conocimiento no hay evidencia cientifica del consumo de
semillas u hojas de frijol como alimento y su papel en la disminucién de citocinas

con respuesta proinflamatoria en el hipocampo, lo que nos hace pioneros en estos
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hallazgos. Estos resultados subrayan el papel crucial de la dieta como modulador
de la neuroinflamacién. El patron de expresion observado en este estudio, donde el
consumo de una dieta basada en DAGF elevo la expresion relativa de IL-1, mientras
que las suplementaciones con las HF y las SC normalizaron los niveles de IL-10 en
el hipocampo, es consistente con la literatura actual. De este modo, intervenciones
nutricionales que incorporen ingredientes funcionales con propiedades anti-
inflamatorias podrian representar una estrategia eficaz para preservar la integridad

cognitiva en contextos de inflamacion cronica o dietas obesogénicas.

7.12. Correlaciones entre los componentes dietéticos y las variables
fisiolégicas, bioquimicas y conductuales

Con el objetivo de identificar correlaciones entre los componentes dietéticos y las
variables fisioldgicas, bioquimicas y conductuales evaluadas en este estudio, se
aplicaron analisis de correlacion utilizando el coeficiente de Pearson para variables
con distribucion paramétrica y el coeficiente de Spearman para variables no
paramétricas. Se obtuvieron correlaciones estadisticamente significativas entre

diversas variables de interés.

La ejecucion en la prueba del laberinto en T, herramienta conductual utilizada para
evaluar la memoria espacial y de trabajo, mostrd una correlacion positiva con la
conducta de construccion de nidos (r = 0.29), lo cual sugiere una posible relaciéon
funcional entre ambas tareas cognitivas. Sin embargo, el desempefio en dicha
prueba se correlaciond negativamente con los niveles séricos de colesterol (r = -
0.39), FITC-dextran (r = -0.41) y triglicéridos (r = -0.36), lo que indica que un perfil
metabdlico alterado podria estar vinculado con un deterioro en el rendimiento
cognitivo. Adicionalmente, se observé una correlacion positiva entre la respuesta en
el laberinto en T con el consumo de compuestos fendlicos (r = 0.31) (Figura 28 a-
e), sugiriendo que una mayor ingesta de estos compuestos bioactivos podria
favorecer la alternancia espontanea en el laberinto en T, una respuesta asociada a

procesos de memoria. Estas pruebas conductuales estan estrechamente ligadas a
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la integridad funcional del hipocampo, una estructura clave para la consolidacién de

la memoria, el aprendizaje y la navegacion espacial (Fogwe et al., 2021).
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Figura 28. Correlaciones entre el rendimiento en la prueba del laberinto en T y (a) construccion
de nidos, (b) colesterol en suero, (c) FITC-dextran, (d) triglicéridos en suero y (e) consumo de
compuestos fenolicos. Se presentan los datos brutos analizados mediante correlacién de Pearson
para variables paramétricas y correlacion de Spearman para variables no paramétricas.

El incremento en las concentraciones plasmaticas de colesterol y triglicéridos, como
consecuencia del consumo de dietas hipercaldricas ricas en grasa y fructosa, asi
como el aumento de FITC-dextran, se han vinculado con la activacion de respuestas
inflamatorias sistémicas. Estas alteraciones promueven la sintesis y liberacion de
citocinas proinflamatorias, como la IL-6, las cuales pueden ser reconocidas por
células inmunocompetentes como los macrofagos, contribuyendo al establecimiento
de un estado neuroinflamatorio crénico. En el sistema nervioso central, dicha
inflamacion puede inducir cambios en la morfologia y activacion de la microglia,
afectando la plasticidad sinaptica y deteriorando el procesamiento cognitivo
dependiente del hipocampo, lo que podria explicar la disminucién en el desempefio
observado en las pruebas conductuales (Kaplan et al., 2015; Manole et al., 2021;
Solanki et al., 2023).
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El consumo dietético de compuestos fendlicos se ha asociado con multiples efectos
beneficiosos. Se observé una fuerte correlacion negativa entre la ingesta de
compuestos fendlicos y el numero de células microgliares en la region CA1 del
hipocampo (r = - 0.74) (Figura 29 a). Las células de la microglia forman parte del
sistema inmunologico del cerebro y pueden polarizarse en respuesta a diversos
estimulos. En condiciones de homeostasis la tasa de la microglia es limitada; sin
embargo, ante dafio agudo, como una lesidn se produce el reclutamiento de las
células inmunitarias en el sitio de lesion. (Streit et al., 2014). Este hallazgo sugiere
un posible efecto neuroprotector de los compuestos fendlicos al disminuir la

densidad microglial en presencia de dano cerebral.

Entre los mecanismos propuestos, ciertos compuestos fendlicos han demostrado
fortalecer las uniones estrechas del epitelio intestinal, reducir el estrés oxidativo y
modular la actividad del factor de transcripcion NF-kB, lo que contribuye a la
disminucién de la inflamacion sistémica (Garcia et al., 2017; Yang et al., 2017; Lee
et al., 2019). Ademas, el consumo de compuestos fendlicos se correlaciond
negativamente con las concentraciones séricas de colesterol (r = - 0.32), IL-6 (r = -
0.44), FITC-dextran (r = - 0.46) y triglicéridos (r = - 0.47) (Figura 29 b-e); mientras
que, este consumo de compuestos fendlicos mostré una correlacion positiva con la
excrecion fecal de triglicéridos (r = 0.57) (Figura 29 f). Estos hallazgos sugieren un
posible mecanismo mediante el cual los compuestos fendlicos interfieren en la

absorcion lipidica a nivel intestinal y modulan la respuesta neuroinmunitaria.

Estudios previos han informado que ciertos compuestos presentes en el frijol inhiben
la absorcion de lipidos al reducir la actividad de la lipasa pancreatica, lo que explica
la mayor excrecion de triglicéridos en heces y la menor concentracion en el suero
(Ngoh et al., 2017). Las menores concentraciones séricas de FITC-dextran e IL-6
podrian deberse al efecto de los compuestos fendlicos en la mejora de la barrera
intestinal, disminuyendo asi la permeabilidad intestinal y la translocacion bacteriana,
lo que conlleva una reduccion de FITC-dextran e IL-6 en circulacion (Martinez et al.,
2017; Farré et al., 2020).
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Recientemente, se ha demostrado que los compuestos fendlicos pueden reforzar la
barrera mucosa intestinal al aumentar la expresion de proteinas de union estrecha,
eliminar especies reactivas de oxigeno y activar vias de sefalizacidén antioxidantes,
lo que contribuye a la reduccion del dafio oxidativo y la inflamacion intestinal (Li et
al., 2023).
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Figura 29. Correlaciones entre el consumo de compuestos fendlicos y (a) células de la
microglia, (b) colesterol en suero, (¢) concentracion sérica de IL-6, (d) FITC-dextran en suero
y (e) triglicéridos en suero y (f) triglicéridos en heces. Se presentan los datos brutos analizados
mediante correlacion de Pearson para variables paramétricas y correlacion de Spearman para
variables no paramétricas.

El consumo de fibra dietaria, tanto insoluble como soluble, se ha vinculado con
efectos beneficiosos sobre parametros metabdlicos y cognitivos. En este estudio, la
ingesta de fibra insoluble mostré una correlacion negativa con los niveles séricos de
colesterol (r = - 0.61) y triglicéridos (r = - 0.59); asi como, una correlacion positiva
con el desempefio en la prueba del laberinto en T (r = 0.43) (Figura 30 a-c).

Por su parte, la fibra soluble se asocié negativamente con las concentraciones
séricas de colesterol (r = - 0.62), triglicéridos (r = - 0.55) y FITC-dextran (r = - 0.40)
y, de forma positiva, con la alternancia espontanea en el laberinto en T (r = 0.37)
(Figura 31 a-d). La fibra soluble puede retardar el vaciado gastrico e incrementar la

viscosidad del contenido intestinal, lo cual reduce la absorcién de lipidos y otros
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nutrientes (Nie & Luo, 2021). Este efecto se traduce en concentraciones mas bajas

de lipidos séricos, como el colesterol y los triglicéridos. Adicionalmente, tanto la fibra

soluble como la insoluble promueven la eubiosis intestinal, favorecen la integridad

de la barrera epitelial intestinal y estimulan la produccion de AGCC, metabolitos que

contribuyen a la regulacion inmunolégica y a la reduccion de la inflamacién sistémica

(Silva et al., 2020). Estos mecanismos estan directamente implicados en la

disminucién de la permeabilidad intestinal y, por tanto, en la menor translocacion de

endotoxinas como LPS, lo que atenua la respuesta neuroinmunitaria y reduce el

riesgo de neuroinflamacién asociada a deterioro cognitivo.
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Figura 30. Correlaciones entre el consumo de fibra insoluble y (a) colesterol en suero, (b)
triglicéridos en suero y (c) alternancia en el laberinto en T. Se presentan los datos brutos
analizados mediante correlacion de Pearson para variables paramétricas y correlacion de Spearman

para variables no paramétricas.
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Figura 31. Correlaciones entre el consumo de fibra soluble y (a) triglicéridos en suero, (b)
colesterol en suero, (c) FITC-dextran en suero y (d) alternancia en el laberinto en T. Se
presentan los datos brutos analizados mediante correlacion de Pearson para variables paramétricas
y correlacion de Spearman para variables no paramétricas.

La ingesta de alimentos, medida en gramos, mostré una correlacién positiva con la
acumulacién de TAV (r = 0.35) y TASC (r = 0.41) (Figura 32 a-b). Asimismo, la
ingesta caldrica total se correlaciond positivamente con los niveles séricos de
colesterol (r = 0.41) y negativamente con el consumo de fibra insoluble (r = -0.31)
(Figura 32 c-d). El consumo excesivo de energia promueve el aumento de peso y la
acumulacion de tejido adiposo, tanto visceral como subcutaneo, lo cual se asocia
con una mayor incidencia de dislipidemias y otras alteraciones metabdlicas (Mayoral
et al., 2020). Especificamente, el exceso de grasa visceral se ha vinculado con un
mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas debido a su papel

en la inflamacion sistémica y la resistencia a la insulina (Villarroya et al., 2018).
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Por otro lado, el consumo de fibra insoluble se asocia con una menor ingesta de

alimentos al promover la saciedad (r = -0.31). Este tipo de fibra aumenta el volumen

del contenido gastrico sin aportar calorias adicionales, o que contribuye a una

sensacion de plenitud y, por ende, a una reduccién en la ingesta caldrica total

(McRorie & McKeown, 2017).

Pearson: r = 0.357 (p = 0.053) |
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a) R*=0.127 b) R?=0.161
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Figura 32. Correlaciones entre el consumo de alimento y (A) TAV, (B) TASC, (C) colesterol en
suero y (D) consumo de fibra insoluble. Se presentan los datos brutos analizados mediante
correlacion de Pearson para variables paramétricas y correlacion de Spearman para variables no
paramétricas. Abreviaturas: TAV = tejido adiposo visceral; TASC = tejido adiposo subcutaneo.

Las concentraciones séricas de IL-6 mostraron correlaciones positivas significativas

con los niveles de LPS (r = 0.45), triglicéridos en suero (r = 0.53) y el numero de

células microgliares en la subregion CA1 del hipocampo (r = 0.55) (Figura 33 a-c).
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Figura 33. Correlaciones entre la concentracién sérica de IL-6 y (A) concentracion sérica de
LPS, (B) triglicéridos en suero y (C) células de la microglia. Se presentan los datos brutos
analizados mediante correlacion de Pearson para variables paramétricas y correlacion de Spearman
para variables no paramétricas.

Estos hallazgos sugieren que el aumento de IL-6 en circulacion podria ser
consecuencia de una endotoxemia metabdlica asociada a la disbiosis intestinal, a
su vez, esta respuesta inflamatoria sistémica impactaria en la activacion
neuroinmunitaria de la microglia en regiones clave para la cognicién. La IL-6 es una
citocina proinflamatoria cuya expresion en el hipocampo puede ser inducida por la
presencia de LPS, un componente de la membrana externa de bacterias
gramnegativas. El LPS es reconocido por los receptores TLR4 ubicados en diversas
células, incluidas las células de la microglia. En el contexto intestinal, el LPS, como
parte de los componentes bacterianos, puede atravesar la barrera intestinal y llegar

al sistema nervioso central, donde interactua con la microglia del hipocampo. Esta
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interaccion activa una cascada de sefnalizacion intracelular, que implica la activacion
del factor de transcripcion NF-kB. Como resultado, se desencadena la transcripcion
de genes proinflamatorios, entre ellos la IL-6, promoviendo una respuesta
inflamatoria en el hipocampo. Este mecanismo esta estrechamente relacionado con
la activacion proinflamatoria del hipocampo mediada por la inflamacién intestinal
cronica, lo que puede contribuir a la disfuncién neuronal y alteraciones cognitivas
(Tan et al., 2021). Ademas, los niveles de IL-6 también pueden derivarse de la
acumulacion de tejido adiposo. En este sentido, la obesidad se caracteriza por una
inflamacion cronica de bajo grado en el tejido adiposo, donde los adipocitos y las
células inmunitarias infiltradas, como los macréfagos, producen citocinas
proinflamatorias, incluida la IL-6 (Ellulu et al., 2017). En la Tabla 19 se abrevian las

correlaciones significativas (positivas y negativas) entre las diferentes variables.

Tabla 19. Correlaciones significativas entre las variables metabdlicas,

conductuales y el consumo de alimento.

Consumo
Laberinto en de Fibra Fibra
T compuestos insoluble soluble
(alternancia) fenolicos (9) (9)

(mg)

Consumo Consumo
de de
alimento alimento

(9) (energia)

Construccién de
nidos (puntuacion)
Colesterol sérico
(mg/dL)
FITC-dextran sérico
(pg/mL)
Triglicéridos en
suero (mg/dL)
Consumo de

compuestos +
fendlicos (mg/g)
Células de la
microglia (no./mm?)
IL-6 en suero
(pg/mL)
Triglicéridos en
heces (mg/dL)

Laberintoen T +
(alternancia)

TAV (mm?) +
TASC (mm3) +

+

Fibra insoluble (g) -

Abreviaturas: IL= interleucina, TAV= tejido adiposo visceral, TASC= tejido adiposo subcutaneo.
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8. CONCLUSIONES

Las hojas y semillas de Phaseolus vulgaris L. variedad Eugenia representan una
fuente de compuestos fitoquimicos y nutrimentos, con potencial para mejorar
parametros metabolicos, restaurar la integridad intestinal y favorecer funciones
neurocognitivas. Este trabajo aporta evidencia novedosa al caracterizar metabolitos
de bajo peso molecular en estas fracciones vegetales, siendo pionero en su tipo;
asi como, la iidentificacion y la cuantificacion del perfilado de compuestos fendlicos

y flavonoides en las HF y las SF.

En el modelo murino, la DAGF indujo obesidad, acompanada de parametros de
inflamacion intestinal, alteraciones en la composicién corporal, disfuncion de la
barrera epitelial y deterioro cognitivo. No obstante, la inclusion dietaria de 10 % HF
0 15 % SC atenuo estas alteraciones, reduciendo el peso corporal y los volumenes
de los tejidos adiposos visceral y subcutaneo e incrementando la excrecion fecal de
lipidos, lo cual sugiere un efecto hipolipemiante relacionado con la inhibicién de la
lipasa pancreatica. Ademas, se observé una disminucion en los triglicéridos séricos
y recuperacion de las vellosidades intestinales, con un notable aumento en el grosor

de la capa mucosa; dichos efectos fueron acentuados con 10 % HF.

Ambos alimentos también normalizaron los niveles de LPS e IL-6 en suero y
aumentaron la expresion relativa de IL-10 en el hipocampo, evidenciando un efecto
inmunomodulador sistémico asociado al consumo de fibra y compuestos fendlicos.
Asi mismo, se documentaron mejoras conductuales (construccién de nidos,
alternancia en laberinto en T y reconocimiento de lugar novedoso), junto con una
modulacién favorable de la morfologia microglial en la region CA1 del hipocampo,

consistente con un estado homeostatico.

Los hallazgos refuerzan la conexidén entre salud intestinal y funcion cerebral en el
eje intestino-cerebro, mostrando que los ingredientes funcionales del frijol (en mayor
medida las hojas, pero también las semillas) pueden revertir las alteraciones
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inducidas por dietas obesogénicas y ofrecer una estrategia preventiva frente a la

inflamacion crénica y el deterioro cognitivo.

Por su parte, el tratamiento con DEP también fue efectivo para contrarrestar los
efectos de la DAGF, reduciendo la ingesta energética, los triglicéridos y el colesterol
sérico. Ademas, la DEP promovi6é una mejor integridad epitelial, mejoré la barrera
intestinal y la endotoxemia y aumenté el grosor de la capa mucosa. Aunque se
observo atrofia de vellosidades e infiltracidon linfoide, los efectos conductuales
posterior al tratamiento con DEP fueron positivos, mejorando el desempefio en
pruebas de memoria. A nivel microglial, se registré una reduccion en células con
morfologia proinflamatoria, o que sugiere un efecto neuroprotector asociado al
cambio de dieta. En conjunto, los resultados respaldan el uso de dietas
normocaldricas, ricas en fibra y compuestos bioactivos, como intervencion integral
frente a trastornos metabdlicos, intestinales y neurolégicos inducidos por la

obesidad.

9. PERSPECTIVAS

A partir de los hallazgos obtenidos en esta investigacion se pueden plantear
diversas lineas de investigacion orientadas a profundizar en los mecanismos de
accion a través de los cuales el consumo de las HF y las SC de Phaseolus vulgaris
ejercen sus efectos benéficos. Uno de los principales enfoques debe centrarse en
caracterizar la influencia de estas fracciones vegetales sobre la diversidad vy
composicién del microbioma, dado que los compuestos fendlicos y la fibra dietética
presentes en ellas podrian ejercer efectos prebioticos relevantes. Se plantea que su
fermentacioén en el colon promueve la produccion de acidos grasos de cadena corta
AGCC, metabolitos clave en la regulacion de la homeostasis metabdlica e

inmunoldgica.

En este sentido, resulta prioritario evaluar la activacion de receptores acoplados a
proteina G, FFAR2 y FFARS, cuya estimulacion por AGCC se ha asociado con

mejoras en la sensibilidad a la insulina, regulacién del apetito, incremento de la
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secrecion de péptidos intestinales (GLP-1, PYY) y reduccién de la inflamacion
sistémica. El efecto de las HF y las SC sobre estos ejes moleculares podria
consolidar su papel como agonistas metabdlicos indirectos, con implicaciones

terapéuticas en el manejo de la obesidad y sus comorbilidades.

Por otro lado, se plantea la necesidad de profundizar en los mecanismos celulares
y moleculares asociados a la reduccién de la inflamacién, particularmente
evaluando la posible inhibicion de la via de sefalizacién de NF-kB, factor clave en
la transcripcion de genes proinflamatorios, y la modulacion de la actividad de las
desacetilasas de histonas (HDAC). La inhibicién de estas enzimas por metabolitos

derivados de la dieta se ha relacionado con un entorno anti-inflamatorio.

De esta forma, se fortalecera la evidencia sobre el potencial funcional y nutracéutico
del frijol como alimento estratégico en la prevencion de enfermedades cronicas no
transmisibles, asi como en el disefio de dietas personalizadas basadas en alimentos

tradicionales que promuevan el adecuado estado de salud.
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