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RESUMEN

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) es un componente importante en la dieta
mexicana y una de las principales fuentes de proteinas vy fibra dietética. Se ha
demostrado que contiene compuestos con propiedades bioldgicas, tales como los
polifenoles y la fibra dietética, cuya fermentacion coldnica produce acidos grasos
de cadena corta (AGCC) relacionados con la prevencion del cancer de colon y la
inhibicion de la proliferacion e induccion de la apoptosis en células cancerosas. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del extracto de la fermentacién in
vitro de la fraccidén no digerible (EFFND) de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
cocido variedad Negro 8025 sobre la sobrevivencia de células HT-29, asi como
proponer un mecanismo molecular de quimioproteccion. El frijol Negro 8025
presenté un mayor contenido de la fraccidén no digerible (FND) (58.57%) que Pinto
Durango y Azufrado Higuera, por lo que se eligi6 esta variedad para la
fermentacion in vitro. Se midi6 el pH del medio de incubacién y la produccién
AGCC. Posteriormente se evaluo el efecto del EFFND sobre la sobrevivencia de
las células HT-29. La CLso fue equivalente a 7.36 mmol, 0.33 mmol y 3.31 mmol
de &cido acético, propidnico y butirico respectivamente del EFFND. Finalmente se
trataron las células con el EFFND y con una mezcla sintética de AGCC (acético,
propionico y butirico) equivalente a la encontrada en la CLsy (EFFND-CLsp y
AGCC-CLsg, respectivamente). Se les extrajo el ARNm y se sintetiz0 el ADNCc,
para llevar a cabo el PCR en tiempo real con una placa de arreglos (84 genes
relacionados con el gen P53 y 3 genes constitutivos como control). Los resultados
mostraron que tanto el EFFND como la mezcla de los AGCC modularon la
expresion de genes implicados en el arresto del ciclo celular, proliferacién celular,
apoptosis y reparacion del ADN. Por lo que se sugiere que los productos de la
fermentacion de la FND del frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) de la variedad
Negro 8025 contiene compuestos con actividad quimioprotectora que modulan los
genes en células de adenocarcinoma de colon humano HT-29 a través de
mecanismos antiproliferativos y pro-apoptoticos.

(Palabras clave: frijol comun, FND, AGCC, arresto del ciclo celular, inhibicién de
la proliferacion, apoptosis, reparaciéon del ADN).



SUMMARY

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is an important component in the Mexican
diet and a major source of protein and dietary fiber. It has been shown that this
legume contains several substances with biological properties, such as phenolic
compounds and dietary fiber. The latter has been associated with prevention of the
development and progression of colon cancer through the bacteria fermentation in
the colon, producing short-chain fatty acids (SCFA), including butyric acid, related
to the inhibition of proliferation and induction of apoptosis in cancer cells. The aim
of this study was to evaluate the effect of a fermented extract of the nondigestible
fraction (FNDF) of cooked common bean (Phaseolus vulgaris L.) variety Negro
8025 on the survival of human colon adenocarcinoma HT-29 cells as well as to
suggest the molecular mechanism of its chemoprotection. Bean Negro 8025
showed the highest content of nondigestible fraction (NDF) (58.57%), so we chose
this variety of common bean for in vitro fermentation. We measured the pH of the
incubation medium and the SCFA production. Afterwards, the effect of FNDF on
HT-29 cells survival was evaluated. The LCso was equivalent to 7.36 mmol, 0.33
mmol and 3.31 mmol of acetic, propionic and butyric acids of EFFND, respectively.
Finally, cells were also treated with FNDF and a synthetic mixture of SCFA (acetic,
propionic and butyric) equivalent to that found in the median lethal concentration
(FNDF- LCso and SCFA-LCso, respectively) for the molecular analysis. mMRNA was
extracted and cDNA was synthesized to carry out real-time PCR arrays (84 genes
related to the P53 pathway and 3 housekeeping genes as control). The results
showed that both FNDF and the mixture of SCFA modulated the expression of
genes involved in cell cycle arrest, cell proliferation, apoptosis and DNA repair.
These results suggested that the NDF of common bean (Phaseolus vulgaris L.),
variety Negro 8025 contains compounds with chemopreventive properties
(including SCFA) that modulate the expression of genes in the HT-29 human colon
adenocarcinoma cells through anti-proliferative and pro-apoptotic mechanisms.

(Keywords: Common bean, NDF, SCFA, cell cycle arrest, proliferation inhibition,
apoptosis, DNA repair)
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1 INTRODUCCION

En las sociedades occidentales, el cancer colorrectal (CCR) es la tercera
causa de neoplasias en ambos sexos, tanto en incidencia como en mortalidad, y

como tal, representa un problema de salud publica importante (Jemal et al., 2005).

Evidencia epidemioldgica ha relacionado el consumo de la fibra dietética
con la inhibicién de la incidencia de CCR (Dahm et al., 2010), siendo dicha fibra un
grupo heterogéneo de sustancias no digeribles, destacando la fibra (soluble e
insoluble), el almidon resistente y oligosacaridos como: rafinosa, estaquiosa y
verbascosa, entre otros. Por ejemplo, éstos junto con los compuestos fendlicos
(taninos condensados, flavonoides y antocianinas) y otros metabolitos secundarios
han mostrado tener un papel quimioprotector en modelos in vivo al prevenir y/o
reducir las enfermedades cronico-degenerativas, asi como la inhibicion de la
sobrevivencia de lineas de cancer de colon humano (Bazzano et al., 2001;
Beninger y Hosfield 2003; Waldecker et al., 2008; Campos-Vega et al., 2010).

Cuando estos compuestos evaden la digestidon por las enzimas digestivas
y llegan al colon pueden ser fermentados por la microflora asociada, produciendo
principalmente é&cidos grasos de cadena corta (AGCC) como: el acético,
propionico y butirico, entre otros (Delzenne et al., 2003), asi como derivados
fendlicos de los AGCC (Waldecker et al., 2008). El acido butirico es un acido graso
de cuatro carbonos que particularmente ha recibido la atencién de muchos
investigadores como un agente quimioprotector debido a que inhibe la
proliferacion de células tumorales, induce apoptosis y conduce a un fenotipo mas
diferenciado (Sengupta et al., 2006), reduciendo asi, el riesgo de desarrollar CCR.
El efecto protector de los AGCC se ha estudiado en cultivos in vitro para evaluar el
efecto por el cual un compuesto induce la diferenciacion, arresto del ciclo celular,
apoptosis y reparacion del ADN en células transformadas. (Fu et al., 2004, Rouet-
Benzineb et al., 2004; Li y Elsasser 2005; Li et al., 2006). La linea celular HT-29 ha

sido empleada como modelo para investigar el mecanismo de algunos



compuestos protectores (Wéachtershauser et al., 2001; Schroder et al., 2005;

Bermudez et al., 2007; Campos-Vega et al., 2010).

Estudios previos en el laboratorio han demostrado que compuestos
indigeribles de diferentes variedades de frijol comun pueden inhibir la proliferacion
e inducir apoptosis tanto en modelos in vivo como in vitro mediante la modulacién
de la expresion de genes involucrados en los procesos celulares anteriormente

mencionados (Feregrino-Pérez et al., 2008, Campos-Vega et al., 2010).

Es por ello que para complementar dichos hallazgos, en el presente
trabajo se evaluo el efecto del extracto de la fermentacion in vitro de la fraccidén no
digerible (EFFND) del frijol comun variedad Negro 8025 cocido sobre la
sobrevivencia de células de adenocarcinoma de colon HT-29, asi como su
mecanismo de accion molecular, con la finalidad de aportar conocimiento cientifico
sobre el efecto benéfico que dicha variedad de frijol puede brindar frente al cancer

de colon humano.



2 ANTECEDENTES

2.1 Céancer

El céancer es la consecuencia del crecimiento anormal, rapido,
desorganizado y descontrolado de nuevo tejido, que continla una vez cesado el
estimulo de proliferacion celular. La masa de tejido formado como consecuencia
de este proceso puede afectar la funcion del érgano originario, puede infiltrar los
tejidos vecinos y diseminarse por via sanguinea o linfatica a otros tejidos
distantes, comprometiendo su funcionalidad y amenazando la vida del organismo
(Castells y Piqué, 2000).

De acuerdo a estadisticas mundiales de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO, por sus siglas en inglés, 2008), las neoplasias malignas representan
la tercera causa de muerte después de las enfermedades contagiosas y las
cardiovasculares. Esta enfermedad se deriva de alteraciones genéticas, tales
como las mutaciones en oncogenes y genes supresores de tumores, asi como
anormalidades cromosomales. En los Ultimos afios se ha revelado que los
cambios epigenéticos también estan desde las etapas tempranas de la
tumorigénesis (Baylin y Ohm, 2006; Jacinto y Esteller, 2007; Jones y Baylin,
2007). Existen méas de cien subtipos de neoplasias malignas que se originan a
partir de diferentes tipos celulares en diferentes érganos. De acuerdo a esto, los
sintomas del cancer varian dependiendo de la localizacion y de las caracteristicas

del crecimiento del tumor (Moscow y Cowan, 2007).

Se cree que el origen de todos los tumores malignos es la adquisicion de
una naturaleza clonal, lo que significa que todas las células tumorales en un
cancer especifico se derivan de una sola célula normal que se ha transformado.
Sin embargo, a pesar de que todas la células tumorales que crecen en un solo
tumor comparten caracteristicas comunes como las mutaciones especificas y

aberracién cromosOmica, diferentes regiones dentro del tumor muestran una

3



imagen mas compleja. De hecho, a medida que el tumor se desarrolla, la
poblacién inicial de células monoclonales puede convertirse cada vez mas
heterogénea conforme las células adquieren nuevas aberraciones genéticas, lo

cual conduce a subpoblaciones dentro del tumor (Hanahan y Weinberg, 2000).

Las células cancerosas son genéticamente menos estables que sus
contrapartes normales y son, por lo tanto, propensas a desarrollar aberraciones
genéticas adicionales a medida que crecen mas alld de su esperanza de vida
normal. Las mutaciones adicionales, asi como lo rearreglos, duplicaciones y las
deleciones de porciones de sus cromosomas durante la division celular son
nuevas caracteristicas que pueden adquirirse durante la tumorigénesis. Se cree
gue esta inestabilidad gendmica se debe a puntos de control perturbados
operando a diversos puntos en el ciclo celular. Las células que acumulan cambios
genéticos que favorecen un crecimiento mas rapido y agresivo compiten mas
eficientemente con otras células de tejidos circundantes (Hanahan y Weinberg,
2000).

2.1.1 Céancer de colon

Cuando este proceso se inicia en el colon o el recto el resultado es el
cancer colorrectal (CCR), el cual es un proceso multifactorial influenciado por
factores ambientales, genéticos y epigenéticos (Janne y Mayer, 2000). Al igual que
otros canceres, la enfermedad progresa de forma local, afectando en este caso el
colon y/o el recto, e infiltrando progresivamente los tejidos vecinos (Castells y
Pique, 2000). A nivel mundial, el cancer colorrectal es la cuarta causa de muerte
por tumores malignos para ambos sexos y casi el 60% de los casos ocurren en
paises desarrollados y es el segundo mas comun entre la poblacion femenina y el
tercero mas frecuente en hombres (IARC, 2008). En México, la mortalidad por

tumores malignos ocupo el tercer lugar en el afio 2008. Especificamente, el cancer



de colon represento6 el 6 % del total de defunciones registradas en el afo, tanto en

mujeres como en hombres (INEGI, 2008).

Se reconocen dos vias de carcinogénesis en las neoplasias colorrectales
(Cuadro 1). La primera y la mas comun (modelo supresor o LOH, por sus siglas en
inglés), que afecta al 85% de los casos, se caracteriza por la acumulacion
progresiva de alteraciones genéticas, que tiene lugar paralelamente a la evolucion
de la alteracion histolégica adenoma-cancer. Incluye, de forma caracteristica, la
anulacion funcional de genes supresores, como APC, p53 o DCC, también ocurre
la activacion de oncogenes como Ras y Myc. Los tumores originados a través de
esta via muestran una marcada inestabilidad cromosomica, son frecuentes las
anormalidades citogenéticas y pérdida de alelos (Fearon y Vogelstein, 1990; llyas,
1996).

La segunda via alternativa (modelo mutador o RER, por sus siglas en
inglés) se caracteriza por la aparicion de mutaciones diseminadas por todo el
genoma (llyas, 1996). Algunas de estas mutaciones ocurren en regiones que
codifican genes implicados en el ciclo celular y en la progresion tumoral. La sefial
distintiva de esta via es la alteracion de la longitud y composicion de pequefias
secuencias de bases del ADN (microsatélites). La presencia de una elevada
incidencia de alteraciones de los microsatélites (inestabilidad de los microsatélites)
(MSI) se debe a un defecto en el sistema de genes reparadores del ADN (hMLH1,
hMSH2, hPMS1, hPMS2, GTBP) (Cunningham et al., 1998).



Cuadro 1. Caracteristicas diferenciales de los tumores que se desarrollan a traves

de las dos vias de carcinogénesis en el cancer colorrectal (Diez-Alonso et al.,
2001).

Via RER Via LOH
Edad > 45 afios Edad < 45 afios
Colon derecho Colon izquierdo y recto
Sin poliposis Pdlipos asociados
Poco diferenciados Bien diferenciados
Diploides Aneuploides
Mucoides No mucoides
Baja tendencia a metastatizar Metéastasis a distancia
p53 y ras normales p53 y ras alterados
Incidencia familiar Esporadico

RER= modelo mutador

LOH= modelo supresor

El cancer colorrectal puede precederse en ocasiones de la aparicion de
polipos adenomatosos, crecimientos anormales a partir de las células de la capa
luminal del colon que forman profusiones en la luz del intestino y que se
consideran una lesibn pre-cancerosa, con potencial degeneracibn a
adenocarcinoma (Castells y Piqué, 2000). La secuencia transcurre a lo largo de
una media de 7 afos. Paralelamente tiene lugar un proceso de acumulacién de
anormalidades genéticas, en genes reparadores del ADN, oncogenes, genes
supresores, genes encargados de la codificacion de factores de crecimiento,
citocinas, moléculas reguladoras del ciclo celular, factores supresores, moléculas

de adhesion celular y enzimas de la matriz extracelular (Diez-Alonso et al., 2001).

El modelo de Fearon y Vogelstein (1990) (Figura 1) asume la participacion
del gen APC (Adenomatous Polyposis Coli, por sus siglas en inglés) en la
formacion del adenoma y el oncogen K-ras en la transicion de los adenomas

intermedios a carcinomas en el CCR esporadico (Shields et al., 2000).
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Figura 1. Modelo de Fearon y Vogelstein (1990) para la carcinogénesis colorrectal.

La progresion de los cambios morfolégicos se debe no solamente a
cambios en los eventos genéticos sino también epigenéticos, incluyendo un mayor
namero de mutaciones en el gen o cromosoma, la pérdida de heterocigosidad,
cambios en los patrones metilacion, y una tendencia hacia un estado de
inestabilidad gendmica. En esta secuencia, uno de los primeros cambios parece
implicar hipometilacién (Fearon y Vogelstein, 1990). Sin embargo, hay un niamero
considerable de variaciones de este patron idealizado, y tanto la hipometilacién
como la hipermetilacion pueden afectar el desarrollo y progresion del cancer de

colon en varios puntos.

Se ha observado frecuentemente que la mayoria de las neoplasias de
colon tienen niveles muy altos de metilacion en muchos loci. Esto también ocurre
en adenomas muy pequefos del tejido de colon (Rashid et al., 2001). Igualmente,

se ha demostrado que la hipometilacién global a través de mecanismos como la



inestabilidad gendmica (que incluye estructuras cromosOmicas anormales)

conduce a la transformacion neoplésica (Laird, 2005).

Cambios mas especificos en la expresion de oncogenes y genes
supresores de tumores involucran tanto mecanismos de metilacion del ADN como
de acetilaciéon de histonas, lo que probablemente tenga efectos profundos sobre el
desarrollo y progresion del cancer de colon. Es por ello que algunos
investigadores han sugerido la combinacion de inhibidores de metiltransferasas y
de inhibidores de la histona desacetilasa como terapia, ya que éstos pueden llevar
a cabo un efecto sinérgico en la reactivacion de genes silenciados

epigenéticamente (Laird, 2005).

2.1.2 El gen supresor tumoral p53

Estd localizado en el cromosoma 17, tiene 11 exones y codifica una
fosfoproteina de 53 kDa. El marco de lectura abierto del p53 es de 393
aminoacidos, y la region central contiene el dominio de union al ADN. (Cho et al.,
1994). Actia como factor de transcripcion, controlador del ciclo celular, iniciador
de la apoptosis, preservador de la estabilidad genética y como promotor de la
diferenciacion celular (Velculescu y el-Deiry, 1996). Debido a su funcion como
vigilante de la aparicion de dafio genético y como promotor de la respuesta en las
células dafiadas (mediante reparacion del ADN y supervivencia, o en caso
contrario induciendo la muerte de la célula) se le llama el guardian del genoma. La
expresion del gen p53 se induce por diversas formas de estrés celular, radiacion
ionizante y UV (Figura 2). Es el gen supresor alterado (mutado) con mayor
frecuencia en neoplasias y detectado en casi todo tipo de tumores (Soussi et al.,
2000, Soussi y Beroud, 2001). La afectacion genética mas habitual es la delecion
de un alelo y mutacion del restante, situacion denominada pérdida de estado

heterozigdtico (Baker et al., 1990).



Las mutaciones de p53 se localizan generalmente en los exones 4 a 8 en
los codones 175, 245, 248, 273 y 282. Pueden ser sin sentido, deleciones,
inserciones y mutaciones de splicing que resulta en una proteina p53 truncada. La
forma mutada de p53 se encuentra sobreexpresada en el cancer de colon, en un
40-50 % de los carcinomas colorrectales y se le asocia con carcinomas agresivos.
El 80 % de las mutaciones resultan de la deaminacion de la citocina metilada en la
region CpG del gen (codones 175, 248 y 273) (Bourdon, 2007). La proteina
codificada por un gen p53 que ha sufrido una mutacion posee una secuencia de

aminoacidos diferentes y es inactiva (Velculescu y el-Deiry, 1996).

En su estado funcional, la proteina p53 activa la sintesis de proteina p21
cuando se produce una alteracion en la secuencia normal del ADN por
radiaciones, proteinas viricas, carcinbgenos quimicos, quimioterapia. La proteina
p21 se acopla al complejo quinasa-ciclina D1, impidiendo la fosforilacion
(aportacion de energia) de proteinas que intervienen en la replicacion del ADN (en
el paso de la fase G1 a la fase S), lo que bloquea la progresién del ciclo celular y
permite que la célula pueda reparar ese dafio. Simultdneamente también se activa
la expresion de PCNA y GADDA45, proteinas que actian en la sintesis de ADN. En
caso de que no sea posible la reparacion del ADN, la proteina p53 activa los
genes encargados de iniciar la muerte celular en apoptosis (desapariciéon de la
célula sin activacion de lisosomas ni induccion de fendmenos inflamatorios)

(Velculescu y el-Deiry, 1996).

Segun este modelo, la inestabilidad genética resultante de la inactivacion
del gen p53, proporcionan a la célula una mayor capacidad de proliferacion y
permiten la expansién de clones celulares con material genético alterado
(Velculescu y el-Deiry, 1996). La proteina p53 codificada por el gen que ha sufrido
una mutacion posee una vida media prolongada y se acumula en las células
neoplasicas, por lo que es facilmente detectable mediante inmunohistoquimica y
cuantificable mediante ELISA. Se ha reportado que el 60% de los

adenocarcinomas colorrectales y el 20% de los adenomas presentan



sobreexpresion en el nucleo celular de la proteina p53 mutada. La presencia de
mutacion en el gen o la sobreexpresion de la proteina codificada, se asocian a un
mayor grado de invasion local, estadio mas avanzado, presencia de afectacidon
ganglionar y metastasis (Diez et al., 1995). En tumores de colon izquierdo y recto y
en tumores de tipo histologico intestinal, la sobreexpresion de p53 mutado es
significativamente mas frecuente. Asimismo, las neoplasias con elevado indice de
proliferacion y aneuploidia presentan positividad con mayor frecuencia (Diez-
Alonso et al., 2001).
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Figura 2. Esquema de las conexiones funcionales de la proteina p53
(www.sabiosciences.com/pathway.php?sn=p53_Signaling).
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2.2 Ciclo celular

El ciclo de division celular es el mecanismo a través del cual todos los
seres vivos se propagan. En los organismos multicelulares se requieren muchas
mas secuencias de divisiones celulares para crear un nuevo individuo; la divisién
celular también es necesaria en el cuerpo para reemplazar las células perdidas
por desgaste, mal funcionamiento o por muerte celular programada (apoptosis). Es
importante sefialar que las células somaticas producidas son genética, estructural
y funcionalmente idénticas tanto a la célula materna como entre si, a menos que
hayan sufrido mutaciones. Las células nuevas heredan un duplicado exacto de la
informacion “hereditaria” (genética) de la célula “materna” (madre). Para que esto
se lleve a cabo es necesario que la célula coordine un conjunto complejo de

procesos citoplasmaticos y nucleares (Lomanto et al., 2003).

Un ciclo celular tipico se da en dos fases gigantes: la interfase que a su
vez se divide en tres fases: G1, S y G2 y la mitosis que se divide en profase,
prometafase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. En la Interfase, en G1 se
produce la acumulaciéon del ATP necesario para el proceso de division y el
incremento de tamafio celular; la fase S se caracteriza por la replicacién del ADN
nuclear. Finalmente, en G2, que es el tiempo que transcurre entre la fase S y el
inicio de la Mitosis, la célula se prepara para mitosis. Por ultimo, el ciclo celular
culmina con la mitosis, donde se divide la cromatina duplicada de modo tal que
cada célula hija obtenga una copia del material genético o sea un cromosoma de
cada tipo. El final de la mitosis da cabida a un nuevo ciclo en G1 o puede que la
célula entre en fase GO que corresponde a un estado de reposo especial
caracteristico de algunas células, en el cual puede permanecer por dias, meses y

a veces afnos (Lomanto et al., 2003).

11



2.2.1 Etapas de lainterfase

En el inicio de un nuevo ciclo, la fase G1 que sigue a la citocinesis y
precede a la fase S es un periodo de actividad bioguimica intensa. La célula
incrementa el material enzimético, sus organelos se replican, asi como otras
moléculas y estructuras citoplasmaticas también aumentan en numero; en
consecuencia, la célula aumenta en tamafio. Algunas estructuras son sintetizadas
por la célula; entre estas se encuentran microtibulos, microfilamentos de actina y
los ribosomas, los cuales estdn compuestos por subunidades proteicas. Las
estructuras membranosas como el aparato de Golgi, los lisosomas, las vacuolas y
las vesiculas se derivan del reticulo endoplasmico, el cual se renueva y aumenta
en tamafo por la sintesis de proteinas y lipidos. También hay replicacion de
mitocondrias y cloroplastos previamente existentes. Las células en G1 pueden
detener su progresion en el ciclo y entrar en un estado de reposo especial,
llamado GO (G cero), donde pueden permanecer durante dias, semanas o afos
antes de volver a proliferar y en ocasiones nunca mas dividirse, como por ejemplo
las fibras musculares esqueléticas que no se dividen, pero si renuevan sus

organelos citoplasmaticos (Lomanto et al., 2003).

Senescencia celular: el estado de GO es de reposo y ausencia de
crecimiento, que difiere de todos los estados que experimenta el ciclo celular. La
ausencia de factores de crecimiento apropiados lleva a las células a una especie
de latencia en el ciclo celular, en el cual el sistema de control no avanza a través
de G1, ya sea porque es incapaz o porgue no lo necesita. Ademas, si se suprimen
los nutrientes a la célula, ésta no podria proseguir con el ciclo (Lomanto et al.,
2003).
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2.2.1.1 Fase S: sintesis

La replicacion del ADN comienza cuando la célula adquiere el tamafo
suficiente, las proteinas necesarias se han sintetizado y se tiene el ATP necesario.
Dado que el ADN lleva la informacion genética de la célula, antes de la mitosis
debe generarse dos juegos o complementos de ADN idénticas para ser repartidas
entre las dos células hijas. Durante la interfase el ADN asociado a las histonas
constituye la cromatina, que se encuentra desenrollada en largas y delicadas
hebras. EI ADN es una doble hélice que durante la replicacién se abre y cada
cadena es utilizada como molde para la produccién de una nueva doble cadena,
gue queda unida a la original y que sirve como guia. Por esta razén, la replicacion
del ADN se denomina semi-conservativa. Estas dos dobles cadenas de ADN
guedan unidas por el centrbmero hasta la mitosis, recibiendo el nombre de
cromatides hermanas. El proceso clave de la replicacién del ADN ocurre durante
la fase S (sintesis) del ciclo celular, momento en el cual las histonas (H1, H2a,
H2b, H3 y H4) y otras de las proteinas asociadas al ADN son sintetizadas (ADN

polimerasas, ligasas, topoisomerasas entre otras) (Lomanto et al., 2003).

2.2.1.2 Fase G2

Durante la fase G2 ocurre la preparaciéon para la mitosis en la cual se
producira reparticion equitativa del material genético. Todos los organelos y la
maquinaria necesaria esencial para la division de la célula progenitora en dos
células hijas idénticas en contenido, aunque de menor tamafio, se adquieren en
esta etapa. La cromatina recién duplicada, que esta dispersa en el nucleo en
forma de cordones filamentosos, comienza a enroscarse lentamente y a
condensarse en una forma compacta llamada cromosoma; ademas, la célula
realiza una confirmacién completa del ADN duplicado anteriormente. Durante este

periodo la célula empieza a ensamblar las estructuras especiales requeridas para
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asignar un conjunto completo y equitativo de cromosomas a cada célula hija lo

cual se desarrollara durante la mitosis (Lomanto et al., 2003).

2.2.1.3 Mitosis

Durante la mitosis la cromatina se condensa para formar cromosomas, la
membrana nuclear se rompe, el citoesqueleto se organiza para formar el huso
mitético y los cromosomas se mueven a los polos opuestos (Figura 3). La
segregacion cromosomica es seguida usualmente por la division celular

(citocinesis) (Lomanto et al., 2003).

La mitosis esta dividida convencionalmente en cuatro etapas (profase,
metafase, anafase, telofase) (Figura 3), las cuales tienen como funcién realizar los
movimientos necesarios para repartir equitativamente el material genético. La
ruptura de la envoltura nuclear marca el inicio de la profase. Cada cromosoma
esta formado por dos crométides dispuestas muy juntas longitudinalmente y
conectadas por el centrémero. Durante la metafase los pares de cromatides se
mueven dentro del huso y finalmente se dispone en el plano medial de la célula.
En la anafase las crométides hermanas se separan bruscamente y son
conducidas a los polos opuestos del huso, mientras que el alargamiento del huso
aumenta la separacion entre los polos, cada cromatida se transforma en un
cromosoma separado. Al iniciarse la telofase, los cromosomas alcanzaron los
polos opuestos y el huso comienza a dispersarse en dimeros de tubulina y
finalmente se vuelven a formar envolturas nucleares alrededor de los conjuntos de

cromosomas (Lomanto et al., 2003).
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Figura 3. Fases de la division celular por mitosis

(http://www.biologia.arizona.edu/cell/tutor/mitosis/cells3.html)

Profase: La transicion de la fase G2 a la fase M del ciclo celular no es un
proceso estrictamente definido, aunque se ha encontrado la presencia de los
genes supresores tumorales LATS1, que in vitro, regulan negativamente la
proliferacion celular en este punto de control, modulando la actividad de la
CDC2/ciclina A. EIl proceso es mucho mas complejo y al parecer las quinasas p38
y Chk1 guardan una estrecha relacion en el paso de G2 a M. La cromatina, que en
la interfase se halla difusa, se condensa lentamente formando cromosomas
definidos, cuyo numero exacto es caracteristico de cada especie. Cada
cromosoma se ha duplicado durante la fase S precedente y ahora consta de dos
cromatides hermanas, cada una de las cuales contiene una secuencia de ADN
especifica conocida como centrémero que permite la unién de las dos cromatides
por proteinas especificas, necesarias para la correcta segregacion del
cromosoma. Hacia el final de la profase los microtubulos citoplasmaticos que
forman parte del citoesqueleto interfasico se despolimerizan y empieza a formarse

el huso mitético (Lomanto et al., 2003).

Prometafase: Se inicia con la desintegracion de la envoltura nuclear que
se rompe originado vesiculas de membrana indiferenciables de las vesiculas de
reticulo endoplasmico. En este momento los microtibulos del huso entran en la
region nuclear. En cada centromero maduran complejos proteicos Ilamados

cinetocoros que se unen a los microtubulos del huso, que ejercen una tension
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sobre los cromosomas, los cuales se ven sometidos a movimientos agitados
(Lomanto et al., 2003).

Metafase: Los microtubulos del cinetocoro alinean los cromosomas en un
plano ecuatorial de la célula. Cada cromosoma se mantiene en tension en esta
placa metafasica por los cinetdcoros apareados y por sus microtubulos asociados,
los cuales estan unidos a los polos opuestos del huso (centriolos) (Lomanto et al.,
2003).

Anafase: Inicia cuando los cinetécoros apareados se separan,
permitiendo que cada crométida sea arrastrada lentamente hacia un polo del huso
(Lomanto et al., 2003).

Telofase: Los cromosomas hijos separados llegan a los polos y los
microtUbulos del cinetécoro desaparecen. Los microtibulos polares se alargan adn
méas y se vuelve a formar la envoltura nuclear. La cromatina condensada se
expande y los nucleolos reaparecen; la mitosis ha llegado a su fin (Lomanto et al.,
2003).

Citocinesis: La citocinesis habitualmente es la division del citoplasma,
pero no siempre acompafna a la mitosis. Durante la citocinesis el citoplasma se
divide mediante un proceso denominado segmentacion, el cual es normalmente
dirigido por el huso mitético que es una reorganizacion de los microtdbulos del
citoesqueleto y es quien determina donde y cuando ocurre. La particion en dos
células hijas se da gracias a movimientos contractiles producidos por los
filamentos de actina y miosina presentes en el momento de la citocinesis (Lomanto
et al., 2003).
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2.2.2 Regulacion del ciclo celular

La proliferacion de las células eucaridticas es controlado por varios puntos
de control durante el proceso de la duplicacion del ADN y la mitosis, el ciclo
celular. La pérdida del control del ciclo celular resulta en una proliferacion celular
descontrolada, inestabilidad genética y una sobrevivencia celular inapropiada,
permitiendo la proliferacion y la evolucion de las células con dafio genético
(Malumbres y Barbacid, 2001).

2.2.2.1 Punto derestriccion Rb-E2F

Las células utilizan una pequefia familia de cinasas dependientes de
ciclina (Cdk) emparentadas para regular la progresiéon a través del ciclo celular.
Las principales Cdk activas son Cdkl (también denominada CDC2), Cdk2, 4 y 6.
Las ciclinas A y B actian en las fases S y G, y al principio de la mitosis. Los
genes que codifican muchas de las proteinas que participan en la sintesis de ADN
son inducidos cuando las células atraviesan la transicion de la fase G1 a S. Para
la transcripcidn de varios de estos genes, de aquellos que codifican la Cdk2 y las
ciclinas A y E, se necesita una pequefia familia de factores de transcripcion E2F.
Ademas, éstos autoestimulan la transcripcion de los genes que los codifican a

ellos mismos (Lodish et al., 2003).

La capacidad activadora de la transcripcion de los E2F es inhibida por su
union a la proteina Rb. La union de Rb a los E2F los convierte en represores de la
transcripcion, porque Rb interactia con complejos de histona desacetilasa. La
fosforilacion de Rb inhibe su funcion represora y permite la activacion de los
genes necesarios para la entrada en la fase S por parte de los E2F. La
fosforilacion de la proteina Rb es iniciada por Cdk4-ciclina D y Cdk6-ciclina D en
la mitad de G1 (Figura 4). Una vez que es estimulada la expresion de Cdk2 y

ciclina E, el complejo Cdk2-ciclina E fosforila adicionalmente la Rb hacia el final de
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G1 (Lodish et al., 2003). Dado que los E2F también estimulan su propia expresion,
estos procesos forman ciclos de retro control positivo para la fosforilacion de la
proteina Rb. En este momento, el paso a través del ciclo celular es independiente
de la actividad de Cdk4/6-ciclina D, de modo que la progresion tiene lugar incluso
cuando se eliminan los mitdgenos y la concentracién de ciclina D disminuye. La
interregulacién positiva de E2F y Cdk2-ciclina E produce un rapido aumento de
ambas actividades conforme las células se acercan al punto de restriccion G1-S.
La proteina Rb se mantiene en el estado hiperfosforilado a lo largo de las fases S,
G2 y M por los complejos Cdk2-ciclina y Cdkl-ciclina. Después de la fase G1 o
GO, la disminucion de la concentracion de Cdk-ciclina produce la desfosforilacion
de Rb por la accion de fosfatasas. Como consecuencia, hay proteina Rb
hipofosforilada para inhibir la actividad de E2F durante los comienzos de G1 del

ciclo siguiente (Lodish et al., 2003).

2.2.2.2 Puntos de control de la regulacién del ciclo celular

Si las células progresan hacia la siguiente fase del ciclo celular antes de
gue la fase previa se complete de manera adecuada, puede producirse un dafio
genético grave. Las células cuyo ADN esta dafiado, se detienen en G1 y G2 hasta
gue se repare la lesién (Figura 4). La detencién en G1 impide el copiado de bases
dafiadas, lo que fijaria las mutaciones en el genoma. La replicacion de ADN
dafado también causa reordenamientos cromosémicos en una alta frecuencia. La
detencion en G2 permite que las rupturas del ADN se reparen antes de la mitosis.
De lo contrario, se produce una inhabilitacion fisica para unirse al centréomero y

llevar a cabo la anafase de manera correcta (Lodish et al., 2003).

Los genes cuya inactivacién contribuye al desarrollo de un tumor se
llaman genes supresores. El gen supresor de tumores p53 tiene un papel

fundamental en el sistema de control del ciclo celular. El arresto del ciclo celular
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esta mediado por la induccion de p21 dependiente de p53 (wafl/cipl/CDKN1). El
gen p2l esta localizado en el cromosoma 6p y contiene un sitio de union de
respuesta al p53 en su region promotora (el-Deiry et al., 1993). p21 inhibe a los
complejos de cinasas dependientes de ciclina para facilitar el arresto en el punto
de control en la fase G1/S (y G2) hasta que el dafio del ADN es reparado y las
concentraciones de p53 y de p21 disminuyen (Gartel et al., 1996).

Figura 4. Ciclo celular y puntos de control (http://www.cancer.gov/cancertopics).

Si el dafio en el ADN es grande, la p53 también activa la expresién de
genes que conducen a la apoptosis. Este proceso de muerte celular programada
normalmente se desencadena en células para impedir la acumulacion de
mutaciones multiples que pudieran traer como resultado la aparicion de una célula
cancerosa. Las células con mutaciones en p53 no retrasan su entrada en la fase S
tras un dafio leve en el ADN y no entran en apoptosis tras una lesion mas extensa
del ADN. Si en estas células se produce dafio en el ADN, éste se puede replicar y
producir mutaciones y reordenamientos que contribuyen al desarrollo de una

célula transformada metastéasica. Las consecuencias de las mutaciones en p53
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proporcionan un ejemplo de la importancia que tienen los puntos de control del

ciclo celular para la salud de un organismo (Lodish et al., 2003).

Respecto a este proceso celular, se ha demostrado en diversos estudios
gue uno de los mecanismos de accion de los acidos grasos de cadena corta
(AGCC) (incluyendo el &cido butirico) sobre las células transformadas es la
induccion de la expresion de algunos genes relacionados con el arresto del ciclo
celular entre lafase G,y S (Ruemmele et al., 2003; Archer et al., 2005; Hossain et
al., 2005; Campos-Vega et al., 2010).

2.3 Muerte celular

2.3.1 Necrosis vs. Apoptosis

La muerte celular es parte del desarrollo normal y el ciclo de maduracion,
y es el componente de los patrones de respuesta de muchos de los tejidos vivos a
los agentes xenobidticos (por ejemplo, microorganismos y sustancias quimicas) y
modulaciones endégenas, como la inflamacién y un alteracion en el suministro de
sangre. La muerte celular es importante en el desarrollo del cancer, asi como su
prevencion y terapia (Kanduc et al., 2002). Es por ello que investigadores han
estado buscando agentes antitumorales en productos naturales para desarrollar
nuevos agentes terapéuticos para el cancer, y se ha demostrado que los extractos
de algunos productos naturales tienen efectos citotoxicos o actividad inductora de
apoptosis en lineas de células tumorales (Chen et al., 2007). En este sentido, se
ha demostrado que el acido butirico, compuesto quimioprotector, tiene un efecto
pro-apoptético en cultivos de células transformadas de colon humano, al inducir la
expresion de genes apoptoticos, asi como la inhibicion de la expresion genes
antiapoptoticos (Emenaker y Basson, 2001; Ruemmele et al., 2003; Rouet-
Benzineb et al., 2004; He et al., 2007; Ooi et al., 2010).
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En base a diferencias morfologicas y bioquimicas, existen dos vias por las
cuales las células mueren: necrosis y apoptosis (Figura 5). Ambos procesos
difieren en sus mecanismos de induccién: la necrosis es inducida por compuestos
guimicos letales, eventos biologicos vy fisicos. Mientras que la apoptosis requiere
procesos biolégicos que necesitan energia y que estan dirigidos genéticamente.
La muerte celular por apoptosis ocurre cuando una célula activa un programa
interno de suicidio como resultado de la accion de sefales intrinsecas o
extrinsecas (Kanduc et al., 2002).
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Figura 5. Caracteristicas morfolégicas de la muerte celular por necrosis y

apoptosis (http://retina.umh.es/temas/apoptosis/apoptosis.html).

Las caracteristicas morfologicas de la necrosis son muy distintas a las de
la apoptosis. Las células apoptoticas muestran compactacion nuclear,
condensacion de la cromatina, fragmentacion el ADN, vesiculacién de la

membrana celular y desintegracién de la célula en multiples vesiculas y los restos
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celulares son fagocitados por las células cercanas (Kanduc et al.,, 2002).
Tipicamente se produce un dafio minimo a las células vecinas, generalmente sin
inflamacion acompafante. En contraste, las células necréticas muestran
tumefaccion mitocondrial, dilatacion del reticulo endoplasmico y vacuolacion del
citoplasma. No hay vesiculacion de la membrana celular, sino que las células
tumefactas eventualmente se lisan (von Bernhardi, 2004). A medida que la célula
muere, el citoplasma pierde definicion y se pierde la tincién nuclear, llegando a la
caridlisis. El contenido celular es liberado al espacio intercelular, dafiando a las

células vecinas y generando un proceso inflamatorio (Jordan, 2003).

2.3.2 Apoptosis

La apoptosis es la muerte celular programada caracterizada por una serie
de alteraciones morfologicas y bioquimicas (Hengartner, 2000). Este proceso se
caracteriza morfolégicamente por el encogimiento celular, la condensacion y
migracién de la cromatina nuclear, fragmentacion del ADN, vacuolizacion del
citoplasma vy lisis celular (Kanduc et al., 2002). Se le considera esencial para la
morfogénesis, homeostasis de los tejidos y la defensa del organismo; juega un
papel importante en la eliminacion de células severamente dafiadas o de células
tumorales por agentes quimioprotectores (Yi et al., 2006). La apoptosis es por
tanto considerada como una muerte natural fisiolégica, resultando en un
mecanismo de eliminacion de células no deseadas, dafladas o desconocidas y
gue desempefia un papel protector frente a posibles enfermedades (Jordan,
2003).
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2.3.2.1 Caracteristicas morfologicas

Los procesos apoptoticos se caracterizan por cambios morfologicos

como:

Aumento brusco de la densidad intracelular. El reticulo endoplasmatico se
dilata, formando vesiculas y fusiondndose con la membrana plasmatica,
eliminando asi su contenido al medio extracelular. Esta rapida, pero selectiva
salida de fluidos de iones intracelulares se encuentra mediada por transportadores
i6nicos (cotransportador cloro-potasio-sodio, que inhibe la pérdida de agua y sodio

de las células afectadas) (Jordan, 2003).

Incremento moderado, pero sostenido, de la concentracion de calcio libre
citoplasmatico (Ca*?), diferencia clara frente a los procesos de necrosis, donde su

aumento es dréastico (Jordan, 2003).

Cambios en la composicion de la membrana celular. Translocacion de
grupos glicanos a la superficie celular que van a actuar como sefial de
reconocimiento, permitiendo la unién de fagocitos y, de esta manera, evitando la
liberacion del contenido celular y la posible reaccion de inflamacion (Jordan,
2003).

Alteracion en la conformacion de elementos del citoesqueleto, como
consecuencia aparece una deformacion, resultado de la actividad de las
proteasas, modificandose el transporte intracelular retrogrado de factores de

crecimiento y de proteinas (Jordan, 2003).

Aumento y activacion de la sintesis de determinadas proteinas necesarias

en las rutas metabdlicas de los procesos de muerte celular (Jordan, 2003).
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Condensacion y fragmentacion de la cromatina, por accion de
endonucleasas enddgenas, en fragmentos denominados oligonucleosomas. Esta
Ultima caracteristica morfolégica se puede determinar mediante metodologias
como la tincion TUNEL (Figura 6), basada en la capacidad que presentan los
extremos del ADN hidrolizados por la endonucleasa a unirse a una cadena de
nucleétidos dUTP. El uso de técnicas inmunoldgicas permite su identificacion

posterior (Jordan, 2003).

c’o. @

Figura 6. ADN fragmentado detectado por tincion TUNEL en células germinales de

ratas (http://www.brown.edu/Research/SRP/coreD.shtml).

2.3.2.2 Activacion de la apoptosis

La apoptosis se lleva a cabo en respuesta a sefales externas,
intracelulares y a interacciones con sustratos externos (Figura 7) (Avivi-Green et
al., 2000). La apoptosis por via extrinseca incluye la activacion de los receptores
de la membrana celular, tales como Fas, TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor
1, por sus siglas en inglés), TRAIL-R1 (TNF-related Apoptosis-Inducing Ligand
Receptor 1), TRAIL-R2, p75-NGFR (p75-Nerve Growth Factor Receptor) y otros

(Wajant et al. 2003). Estos receptores de muerte tienen dos motivos de
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sefalizacion diferentes: el dominio de muerte (DD) y los dominios efectores de
muerte (DED) que les permite interactuar con otras proteinas involucradas en la
cascada apoptotica (Hengartner, 2000). Normalmente, la via extrinseca involucra
la activacion de la caspasa iniciadora (caspasa-8) que a su vez, puede activar a la
caspasa-3, o bien fragmentar al miembro de la familia Bcl-2, Bid, lo que conduce a

la formacion del apoptosoma y la activacion de la caspasa-9 (Hengartner, 2000).
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Figura 7. Mecanismos de la apoptosis por via intrinseca y la via extrinseca

(http://www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar/vénl/coto.html).

2.3.2.3 Lavia extrinseca

Una de las cascadas de sefializacion inducida de manera extrinseca se

lleva a cabo en la superficie de la célula y por la agregacion de los receptores Fas

y su union al ligando multivalente FasL. Esta union trae los dominios

citoplasmaticos de los receptores de membrana a una proximidad que permite
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inducir un cambio conformacional que ayuda la formacion de un complejo de
sefalizacion, el complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC, por sus siglas
en inglés) en el extremo citoplasmético de los receptores. El DISC comprende a
los receptores y ligandos, asi como una proteina adaptadora FADD (Fas
associated death domain), la cual se une a través de su DD C-terminal al receptor
unido al ligando y recluta a la procaspasa-8. Esta Ultima, a su vez se une al DED o
FADD via sus dominios DED N-terminal. Como consecuencia de la formacion del
DISC en los receptores unidos al ligando, varias moléculas de la procaspasa-8 son
atraidas, resultando en una alta concentracion local de éstas. La activacion
inducida por proximidad también se ha propuesto para la caspasa-2 (Hengartner,
2000). Sin embargo, otros estudios han sugerido que la activacion de la caspasa-8
requiere de la dimerizacion (Boatright et al., 2003). En algunas células, la caspasa-
8 conduce a una amplificacién que involucra la ruptura del miembro de la familia
Bcl-2, Bid. Cuando Bid es fragmentado puede inducir la liberacion mitocondrial del
citocromo C mediado por Bax, llevando a la célula a un destino apoptoético (Ruefli
et al., 2001).

Otra mecanismo que sigue la muerte extrinseca es el de la citocina
proinflamatoria, el factor de necrosis tumoral (TNF), el cual se secreta
principalmente por células del sistema inmune, tales como los monocitos,
macrofagos, neutrdfilos, células NK y linfocitos T. La sintesis del TNF-a se puede
inducir por células tumorales. La respuesta de esta citocina depende directamente
de la unién a sus receptores. Cuenta con dos receptores (TNF-R1 y TNF-R2).
Aunque ambos median en forma cooperativa o independiente un amplio rango de
respuestas celulares como la proliferacion, diferenciacion, citotoxicidad y apoptosis
celular, la distribucién del TNF-R1 es mucho méas amplia que la del TNF-R2, su
expresion es generalmente constitutiva y su unién al TNF es irreversible (Anaya,
2003).
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El TNF-a ejerce su efecto en las células por la unién a sus receptores de
la membrana celular (TNF-R1), cuyos dominios intracelulares se unen a proteinas
de interaccion con receptores (RIP), que con la ayuda de las proteinas de dominio
de muerte asociadas al receptor TNF-R1 (TRADD) pueden generar una
bifurcacion en las vias de accion mediante el reclutamiento de moléculas de
sefalizacion, bien sea hacia apoptosis por la interaccion con FADD y activacion de
la caspasa 8 (Hsu et al., 1996), o hacia la via de sefiales proinflamatorias por
medio de la interaccién con TRAF2, lo que conduce a la activacion del factor
NFkB (Jordan, 2003). En resumen, la funcion principal del TNF-RI es la de
interactuar con la forma soluble de 17 kD del TNF-a y regular los procesos

proinflamatorios y apoptéticos de esta citocina.

Por otra parte, TRAIL (también conocido como Apo2L) es otro miembro
de la familia del ligando TNF que puede inducir una rapida apoptosis dependiente
de caspasas en células transformadas y ha sido estudiado como potencial agente
anticancer (Tang et al., 2002). TRAIL activa a DR-4 (DR-4/TRAIL-R1) y a DR-5
(DR-5/TRAIL-R2). La activacion de DR-4 y DR-5 resulta en el reclutamiento
intracellular de FADD, lo que a su vez activa a la caspasa 8 y 10 (Bodmer et al.,
2000). Estas caspasas iniciadoras traen como consecuencia efectos rio abajo,
como la activacién de las casapas efectoras 3, 6 y 7, induciendo, por lo tanto, la
apoptosis (Griffith et al., 1998).

2.3.2.4 Laviaintrinseca

La via mitocondrial alternativa (via intrinseca) puede activarse por la via
de los receptores de muerte, o por otros estimulos que son independientes de los
receptores de muerte, incluyendo el dafio al ADN, la inhibiciébn de Ila
topoisomerasa o el retiro de factores tréficos (Parone et al, 2003). Se ha

demostrado un papel central de la mitocondria en la regulacion de la apoptosis
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inducida quimicamente, por lo que entender el mecanismo de la apoptosis por
parte de compuestos bioactivos tiene implicaciones importantes en la prevencién y

el tratamiento de muchas enfermedades (Chen et al., 2007).

Esta via involucra a los miembros de la familia Bcl-2 que regula la
liberaciéon del Citocromo C por despolarizacion de la mitocondria al citoplasma,
donde junto con APAF-1 (apoptotic protease-activating factor 1) y la procaspasa 9
forma un complejo proteico llamado Apoptosoma. La caspasa 9 es procesada y
activada cuando forma parte del apoptosoma, que a su vez promueve la activacion

de la caspasa 3, caspasa 6 y la caspasa 7 (Nicholson and Thornberry, 2003).

La via intrinseca es dominada por las proteinas de la familia Bcl-2, las
cuales gobiernan la liberacién del citocromo C de la mitocondria (Cory y Adams,
2002). La familia Bcl-2 comprende miembros anti apoptoticos y pro apoptoticos.
Los miembros de dicha familia se clasifican en base a su similitud estructural a los
dominios homodlogos Bcl-2 (BH1, BH2, BH3 and BH4) y a su dominio
transmembrana. El dominio BH3, el cual esta presente en todos los miembros y es
esencial para la heterodimerizacion entre miembros, es un dominio minimo
requerido para la funcién pro-apoptética (Haupt et al., 2003). La familia Bcl-2 se
divide en tres clases: proteinas pro-sobrevivencia, cuyos miembros son
estructuralmente mas similares a Bcl-2, tales como Bcl-XL, proteinas pro-
apoptoticas Bax y Bak, las cuales son estructuralmente similares a Bcl-2 y Bcl-XL
y antagonizan sus funciones pro-sobrevivencia y las proteinas pro-apoptéticas que
solamente tienen dominios BH3. También se incluye un subconjunto clave de los

genes de la familia Bcl-2, tales como Bax, Noxa, PUMA y Bid (Haupt et al., 2003).

En respuesta a la activacion por estrés, Bax forma un homodimero y
libera el Citocromo C de la mitocondria el cual resulta en la activacion de la
caspasa 9. Sin embargo, la apoptosis en el epitelio colénico en respuesta a la

radiacion gamma parece no ser esencial (Haupt et al.,, 2003). Ademas, se ha
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demostrado que la apoptosis intrinseca por activacion de p53 no es fundamental

en algunos tipos celulares, como los timocitos (MacLachlan y el-Deiry, 2002).

Por otro lado, la proteina pro-apoptoética Bid se distingue por su habilidad
Unica de conectar la activacion de la apoptosis extrinseca por receptores de
muerte con la via mitocondrial o intrinseca. La activacion de Bid involucra su
fragmentacion en el citoplasma por accién de la caspasa 8. El Bid se transloca a la
mitocondria, se inserta en la membrana y activa a Bax o Bak para iniciar los
eventos mitocondriales que conducen a la formacién del apoptosoma y, por lo
tanto, la activacion de la caspasa 3 para finalmente inducir la muerte apoptética
(Haupt et al., 2003).

2.4 Reparacion del ADN

Los genes de reconocimiento y reparacion de dafios al ADN constituyen
un subconjunto de la clase gen supresor de tumores, ya que se ven afectados por
inactivaciéon de las mutaciones en el cancer. Mientras que los genes supresores de
tumores tales como RB1, p53, APC, e INK4 (pl16) parecen tener un papel activo
en la regulacién del crecimiento celular y/o apoptosis, podria decirse que el
reconocimiento de dafios en el ADN y los genes de reparacion tiene un papel mas
pasivo en los procesos de control del crecimiento. Sin embargo, existe una base
razonable para sugerir que las mutaciones (pérdida de la funcién) en ambos alelos
de ciertos genes de reparacion del ADN vy, por lo tanto, la falta de la reparacién
correcta de este acido nucleico probablemente contribuye al cancer a través de
una mayor frecuencia de mutaciones en diversos genes, en particular aguellos que
son determinantes en la velocidad del desarrollo tumoral. En este sentido,
enfermedades como el cancer colorrectal hereditario no poliposo (HNPCC, por sus
siglas en inglés) es responsable de aproximadamente el 2-4% de casos de cancer
colorrectal en el mundo occidental. Se han identificado varios genes responsables

del HNPCC, entre los que se encuentra el MSH2 (en el cromosoma 2p) y MLH1
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(en el cromosoma 3p). En conjunto, las mutaciones de linea germinal en los genes
MSH2 y MLH1 cuentan para practicamente todos los casos clasicos de HNPCC.
Las proteinas codificadas por los genes MSH2 y MLH1 parecen tener un papel
fundamental en el reconocimiento y la reparacion de los desajustes en el ADN
(Park y Vogelstein, 2003).

A pesar de los avances realizados en el tratamiento quirdrgico y médico
del CCR, sélo se ha conseguido una mejoria modesta en la sobrevivencia de los
pacientes a los que se diagnostica la enfermedad en un estadio avanzado, de
modo que es deseable desarrollar estrategias eficaces de prevencién que
permitan reducir la morbididad y mortalidad debido al CCR. Se ha identificado
numerosos factores de riesgo con una clara relacién con un mayor riesgo de CCR,
como la edad. El riesgo de padecer esta enfermedad empieza a incrementarse a
partir de los 40 afos, y aumenta especialmente entre los 50 y los 55 afios,
duplicandose en cada década posterior, asi como la dieta con elevado contenido
en grasas Yy proteinas, especialmente a partir de productos carnicos; rica en
calorias y baja en fibra (Lewis, 2000; National Cancer Institute, 2003). Por ello se
ha propuesto algunos factores protectores como la suplementacién de la dieta con
vitaminas, antioxidantes (Janne y Mayer, 2000) y el consumo de alimentos ricos
en fibra (por ejemplo, el frijol comdn) cuya fermentacién en el colon produce
compuestos, entre otros, los AGCC y con ello reducir el riesgo del desarrollo y

progresion del cancer de colon.
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2.5 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

2.5.1 Generalidades

El frijol comdn Phaseolus vulgaris pertenece a la familia de las
leguminosas o fabaceas. La planta puede llegar a medir de 50 a 70 cm de altura,
cuenta con raices bien desarrolladas y una principal pivotante, tallos delgados y
débiles, cuadrangulares. Sus semillas son reniformes oblongas a ovales o
redondeadas, poco comprimidas, color rojo, amarillo, café o negro. La temperatura
ideal para el desarrollo de este cultivo oscila entre 10°C y 27°C, la planta es muy
susceptible a condiciones extremas; exceso o falta de humedad, por tal razén
debe sembrarse en suelos de textura ligera y bien drenado. Existe 70 variedades
de frijol que se distribuyen en 7 grupos: negros, amarillos, blancos, morados,
bayos, pintos, moteados (SIAP, 2010).

Esta leguminosa se ha cultivado desde hace aproximadamente 8 mil
afnos, desarrollandose durante ese tiempo una diversidad de tipos y calidades de
frijoles (SAGARPA, 2003). Es una planta originaria de Mesoameérica (que incluye
México) y ha formado parte de la cultura gastronémica desde tiempos
prehispanicos (Castillo et al., 2006). Ademas, México es uno de los cinco
principales paises productores y el principal centro de origen y domesticacioén, por
lo que es posible encontrar frijol silvestre, enmalezado y criollo, lo que hace del
territorio una gran fuente de diversidad genética (Paredes-Lépez y Valverde,
2006).

En México, las seis principales clases comerciales de frijol de alta
demanda son: Negro, Azufrado, Bayo, Pinto, Flor de Mayo y Flor de Junio. El frijol
Negro es la clase comercial con mayor demanda en el Distrito Federal y el sur del
pais (Castellanos et al., 1997). Por otro lado, las variedades claras se consumen
principalmente en las regiones del norte y noroeste del pais, como la Mayocoba,
Flor de mayo, Pinto y Bayo (SAGARPA, 2000).
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La composicion quimica de la semilla del frijol se relaciona directamente
con su valor nutrimental (Jacinto et al., 2002). Sin embargo, es deficiente en los
aminoacidos azufrados (metionina y cisteina) y triptéfano (Carbonaro et al., 2000).
Contiene aproximadamente 20.3-29 % de proteinas, 1.6-3.3 % de grasa, 24 % de
almidon resistente, 36-42 % fibra dietética total, de la cual 0-3.2 % corresponde a
la fibra soluble y 36-39 % a la fibra insoluble. (Reyes-Moreno y Paredes-Lopez,
1993., Bednar et al., 2001., Osorio-Diaz et al., 2003).

Se calcula que el consumo per capita del frijol es de aproximadamente 15
Kg por afo (Castellanos, et al., 1997). Sin embargo éste ha disminuido en los
ultimos afos, registrandose una disminucion del 6.4% al pasar de 1.07 millones de
toneladas en 2007 a 1.00 millon de toneladas en 2008. Para el cierre de 2009 el
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) estima una

disminucién del consumo de esta leguminosa de 0.09% (Financiera Rural, 2009).

En términos generales, el consumo per capita del frijol en México ha
mantenido una tasa de crecimiento anual decreciente desde la década de los
ochenta. Se cree que este declive se debe a la concentracion y crecimiento de la
poblacién urbana que suele modificar sus habitos alimenticios al adquirir mayores
ingresos (Romero, 1993). Ademas, la dieta de la poblacién ha sufrido un cambio
radical al adquirir un mayor consumo de harinas refinadas, azlUcares simples,
bebidas carbonatadas y la comida rapida de venta en las cercanias de la
comunidad. Lo cual ha conducido a la aparicion de casos de enfermedades
cronico-degenerativas, tales como la obesidad, diabetes mellitus, hipertension
arterial, entre otras (Mufioz-Saldafia, 2010). Por lo que resulta necesario promover
el consumo de esta leguminosa a través de la difusién de los beneficios que
provee a la salud, a fin de que la poblacion readquiera habitos mas saludables de

alimentacion.
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El frijol comin ha sido historicamente uno de los alimentos mas
importantes en México y, junto con el maiz, aporta casi la totalidad de las
proteinas vegetales que consume la mayoria de la poblacién, por lo cual ocupa un
lugar de suma importancia en la dieta basica de los mexicanos (Pérez-Herrera et
al., 2002). También es una excelente fuente de compuestos nutracéuticos como la
fibra, los inhibidores de la proteasa, acido fitico y polifenoles como los taninos
(Guzméan-Maldonado y Paredes-Lépez, 1999). El color de la testa del frijol se
atribuye a la presencia y cantidad de polifenoles, como los glucésidos de
flavonoles, taninos condensados y antocianinas (Beninger y Hosfield, 1999;
Romani et al., 2004; Salinas-Moreno et al., 2005), y su funcién es proteger las
semillas contra los patégenos y los depredadores (Islam et al., 2003). Estos
compuestos tienen propiedades actividades antioxidante, anti-mutagénica y
anticarcinogénica, asi como propiedades de acarreamiento de radicales libres
(Gonzélez de Mejia et al., 1999; Cardador-Martinez et al., 2002b; Beninger y
Hosfield, 2003; Veeriah et al., 2006; Theodoratou et al., 2007; Bobe et al., 2008;
Bernhaus et al., 2009).

2.5.2 Compuestos con propiedades bioldgicas

Los alimentos proporcionan no sélo nutrimentos esenciales necesarios
para la vida, sino también otros compuestos bioactivos para la promocion de la
salud y prevencion de enfermedades (Liu, 2003). Estudios epidemiolégicos han
demostrado que el consumo regular de frutas, verduras, granos enteros y otros
alimentos vegetales se asocia con un menor riesgo de desarrollar enfermedades
cronicas como la obesidad, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y el
cancer (Bazzano et al., 2001; Willet, 2002; Park et al., 2004; Yamada et al., 2005,
Divisi et al., 2006; Dahm et al., 2010).
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Se ha sugerido que los fitoquimicos (compuestos bioactivos de plantas no
nutritivos) presentes en frutas, hortalizas, granos y otros alimentos vegetales, son
responsables de su actividad bioldgica vinculada a la reduccion del riesgo de las
principales enfermedades cronicas (Willet, 2002, Liu, 2003, Liu, 2004). Estos
compuestos pueden tener mecanismos de accion complementarios, incluyendo la
modulacion de las enzimas de desintoxicacion, la estimulacion del sistema
inmune, la reduccién de la agregacion plaguetaria, la modulacion de lipidos y
metabolismo de las hormonas, efectos antioxidante, antibacteriano,
antimutagénico, antiangiogénico, la reduccion de la iniciacion de tumores y la

promocion e induccion de apoptosis (Lampe, 1999).

El Fondo Mundial para la Investigacion en Cancer (WCRF, por sus siglas
en inglés) / Instituto Americano para la Investigacion en Cancer (AACR, por sus
siglas en inglés) reconocen la importancia biologica de las leguminosas en la
prevencion del cancer, y recomiendan dar prioridad a estudios en que se
determine esta relacion (Rodriguez y Fernandez, 2003). Los compuestos
responsables de este efecto incluyen las saponinas (Kerwin, 2004; Shi et al.,
2004); monosacéaridos, disacaridos y oligosacaridos (Pierre et al., 1997), y los
componentes fendlicos como el acido ferilico (Kawabata, et al., 2000;
Jayaprakasam, et al., 2006), acido p-cumarico (Janicke et al., 2005), kaempferol
(Mutoh et al., 2000), el fitato (Vucenik y Shamsuddin, 2003), y en concentraciones
mas pequefias, las catequinas (Franke et al., 2002), antocianidinas (Cooke et al.,

2006), y las isoflavonas (Bises et al., 2007).

Asimismo, se ha reportado la presencia de las proantocianidinas (el grupo
de flavonoides mas ampliamente distribuido) en variedades de frijol negro y azul-
violeta, principalmente en la testa del grano y sus extractos fendlicos tienen
actividad antioxidante y antimutagénica (Cardador-Martinez et al., 2002a,b;

Beninger y Hosfield, 2003; Aparicio-Fernandez et al., 2005).
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Otros fitoquimicos del frijol negro (incluyendo los flavonoides y taninos),
tales como el acido fitico, triterpenos vy fitoesteroles, pueden ser responsables de
la actividad anticancerigena de esta leguminosa. Se ha demostrado que los
almidones resistentes y polisacaridos del frijol (Pool-Zobel, 2005; Bauer et al.,
2006) pueden prevenir el cancer ya sea solos o en combinacion, y de manera
directa a través de sus funciones quimioprotectoras o indirecta por sus metabolitos
y los cambios en la microflora y el pH del colon (Serrano y Goiii, 2004). Los
oligosacaridos como la rafinosa, estaquiosa y verbascosa son compuestos
responsables de la flatulencia y a menudo se consideran los factores que limitan el
consumo del frijol (Iniestra et al., 2005). Sin embargo, pueden ejercer efectos
benéficos al reducir el colesterol (Bourdon et al., 2001), la presion sanguinea
(Kabagambe et al., 2005) y prevenir el cancer (Hangen y Bennink, 2002, Lanza et
al., 2006).

2.5.3 Fibra dietética

Los polisacaridos de los alimentos se pueden dividir en dos grupos:
digeribles y no digeribles. Los polisacaridos digeribles son hidrolizados por las
enzimas digestivas y se metabolizan después de la hidrélisis enzimatica. Los
polisacaridos no digeribles no son ni hidrolizados ni absorbidos en el intestino
delgado, y son los principales componentes de la fibra dietética (FD) (Diaz-Rubio y
Saura-Calixto, 2007).

La American Association of Cereal Chemist (2001) define: “la fibra
dietética es la parte comestible de las plantas o hidratos de carbono analogos que
son resistentes a la digestidn y absorcion en el intestino delgado, con fermentacién
completa o parcial en el intestino grueso. Incluye polisacéaridos, oligosacaridos,
lignina y sustancias asociadas de la planta. Las fibras dietéticas promueven
efectos fisiologicos benéficos como laxante, y/o atenda los niveles de colesterol en

sangre y/o atenua la glucosa en sangre’. Aunque también se incluye otros
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carbohidratos absorbibles como el almidon resistente, la inulina, diversos
oligosacaridos y disacaridos como la lactulosa. Se podria definir a la fibra total
como la suma de fibra dietética mas fibra funcional (Escudero y Gonzalez, 2006),
gue ademas incrementar el volumen fecal (Baghurst et al., 1996), también puede
modular el metabolismo de sustancias cancerigenas y acarrea intermediarios
reactivos (Ryden y Robertson, 1995; Kestell et al., 1999) a través del aumento en
la generacién ded acido butirico por accion de la flora intestinal (Cummings vy
Macfarlane, 1991).

Las fibra insoluble o poco soluble es capaz de retener el agua en su
matriz estructural formando mezclas de baja viscosidad; esto produce un aumento
de la masa fecal que acelera el transito intestinal, por lo cual dicha fibra suele
utilizarse en el tratamiento y prevencion del estrefiimiento cronico, ademas de
contribuir en la disminucion de la concentracion y el tiempo de contacto de

carcindgenos potenciales con la mucosa del colon (Escudero y Gonzalez, 2006).

Las fibras solubles en contacto con el agua forman un reticulo donde
gueda atrapada el agua, gelificAndose la muestra y originandose de esta manera
soluciones de gran viscosidad. Los efectos derivados de tal viscosidad son los
responsables de sus acciones sobre el metabolismo lipidico, de la glucosa y en

parte su potencial anticarcinogénico (Escudero y Gonzalez, 2006).

Principalmente los polisacéridos viscosos disminuyen el colesterol en
humanos, lo que contribuye a la reduccion del riesgo de enfermedad
cardiovascular asociado con dietas altas en alimentos ricos en fibra (Brown et al.,
1999; Schneeman, 1999). Hay varios mecanismos que son responsables del
efecto hipocolesterolémico de los polisacéridos viscosos, estos incluyen el
aumento de la excrecion fecal de &cidos biliares y esteroles, asi como la
alteracion de la absorcion intestinal de lipidos y la produccion de é&cidos grasos de
cadena corta (Schneeman, 1998). Varios estudios han asociado la reduccién del

colesterol por el consumo del frijol a su contenido en polisacaridos viscosos, sin
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embargo, las proteinas también pueden contribuir a dicha respuesta (Costa et al.,
1994; Dabai et al., 1996; Shutler et al., 1989; Bourdon et al., 2001).

También se ha demostrado el papel de la fibra dietética en la disminucion
del peso corporal. Esto puede suceder por la intervencion de sustancias
bloqueadoras del almidon, los cuales promueven la pérdida de peso a través del
impedimento y/o disminucion de la degradacién de los carbohidratos complejos, lo
gue reduce la disponibilidad de las calorias derivadas de los carbohidratos (Gibbs
y Alli, 1998; Santimone et al., 2004; Udani et al., 2004). Asimismo, se ha
demostrado que el consumo de carbohidratos del frijol pueden disminuir el peso
corporal, sugiriendo la posible participacion de los almidones resistentes como un
papel importante en la pérdida de peso corporal (Higgins et al., 2004; Celleno et
al., 2007).

El almidon resistente (RS) se define como la suma del almidon ademas
de productos de degradacién del almidén no se absorbe en el intestino delgado de
individuos monogastricos sanos (Asp, 1992). La clasificacion de RS ha sido
propuesta por Englyst y colaboradores (1992), y se basa tanto en la naturaleza del
almidon y de su entorno en los alimentos. EI RS1 corresponde a los almidones
fisicamente inaccesible, atrapado en una matriz celular, como en las semillas de
leguminosas. EI RS2 son nativos de granulos crudos de almidén, tales como
almidon de papa cruda o platano, cuya cristalinidad los hace poco susceptibles a
la hidrdlisis. Por ultimo, el RS3 son los almidones retrogradados los cuales se
forman en los alimentos cocinados que se mantienen a temperatura baja o

ambiente.

Las leguminosas crudas y procesadas, contienen cantidades significativas
de RS en comparacion con los cereales, tubérculos y frutas inmaduras (Jenkins et
al., 1982; Tovar et al., 1992a,b; Tovar y Melito, 1996; Velasco et al., 1997, Bravo et
al.,, 1998, 1999). Esto explica, al menos en parte, que la velocidad de digestion del

almidon sea lenta, por lo tanto, que la liberacién de glucosa en el torrente
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sanguineo después de la ingestion de leguminosas sea mas lenta, lo que reduce
la glucemia y la respuesta postprandial insulinémicos en comparacién con los
granos de cereales o papas (Jenkins et al., 1982; Tovar et al, 1992a, b), aunque
también se le ha reconoce como un sustrato favorable para la produccion de
acidos grasos de cadena corta, lo que a su vez se les relaciona con la inhibicién
del desarrollo de cancer de colon (Wisker et al., 2000; Emenaker y Basson, 2001;
Topping y Clifton, 2001; Waldecker et al., 2008).

Ademéas del almidon, las leguminosas contienen altas cantidades de fibra
dietetica de tal forma que le da a las paredes celulares alta resistencia a la
desintegracion durante la coccion (Wirsch et al., 1986; Tovar et al., 1992b; Melito
y Tovar, 1995). Esto, junto con la presencia de ciertos factores antinutricios, podria
explicar la relativamente baja digestibilidad del almidén en leguminosas. Otros de
los componentes de la fibra dietética soluble son los oligosacaridos (resitentes a la
digestion). Estos pueden definirse como carbohidratos con un nivel de
polimerizacion menor que los polisacéaridos, tienen de 3 a 10 moléculas de
monosacarido (Mateu de Antonio, 2004). Dependiendo del azucar base para su

composicion, se distinguen principalmente:

e Fructooligosacaridos (FOS) o fructanos. Formados por moléculas de
fructosa. Existen dos tipos: levanos e inulinas. Los primeros son producidos
por bacterias y los segundos estadn presentes en las frutas y verduras.
Estrictamente hablando, la inulina no seria un oligosacéarido ya que contiene
mas de 10 mondmeros, pero actla biologicamente de manera muy similar
al resto de FOS. La inulina se encuentra en la achicoria, la cebolla y la

aguaturma, y los FOS en muchas frutas (Mateu de Antonio, 2004).
e Galactooligosacéaridos (GOS) u oligosacaridos de la serie de la rafinosa

(RSO). Formados por moléculas de galactosa, los mas frecuentes en el

mundo vegetal son la rafinosa, la estaquiosa y la verbascosa, de tres,
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cuatro y cinco galactosas, respectivamente. Estan mayoritariamente

presentes en las leguminosas (Mateu de Antonio, 2004).

e Xilooligosacaridos (XOS). Oligosacaridos con base de xilosa. Se presentan
en frutas y verduras, pero también en la miel y la leche (Mateu de Antonio,
2004).

e |somaltosooligosacéaridos (IMOS). Se presentan en la salsa de soya, el sake
y la miel. S6lo una pequefia parte llega a colon, mientras que el resto es
digerido (Mateu de Antonio, 2004).

2.6 Fermentacion bacteriana y produccion de acidos grasos de cadena
corta (AGCC)

La fibra dietética que ingresa al intestino grueso es un sustrato para la
microbiota colonica. Bacteriolégicamente, el intestino grueso es un ecosistema
extremadamente complejo, el cual contiene mas de 400 diferentes especies de
bacterias. Durante la fermentacion, la masa bacteriana incrementa vy
consecuentemente el volumen fecal. La parte no fermentable de la fibra dietética
también se afiade a la materia fecal. Un incremento en las heces resulta en un
tiempo de transito mas corto y previene la constipacion. Las particulas grandes de
las paredes celulares de las plantas tienen un mayor efecto sobre el peso de las
heces y en una mayor salida de agua fecal en comparacion con las particulas
menores. La densidad de la poblacién microbiana en el intestino grueso es de 10*
- 102 células por gramo de heces. El contenido colénico es, en promedio de 220
g, de los cuales las bacterias constituyen el 40-55 % en las personas con dietas
occidentales. La fermentacion por la microbiota resulta en la formacion de un
namero de productos finales que influencian la fisiologia y metabolismo del

intestino grueso. Los acidos grasos de cadena corta (AGCC) producidos durante
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la fermentacion reducen el pH y alteran el balance de la microbiota en el colon
(Karppinen, 2003).

La mayor parte de las bacterias intestinales son sacaroliticas, es decir,
utilizan carbohidratos complejos como principal fuente energética, originando
como principales productos finales AGCC, gases y un incremento de la masa
bacteriana (Figura 8). El género Bifidobacterium es el mayoritario. Su poblacion
supone el 25% del total de la flora en el adulto y el 95% en el recién nacido. Una
de las éareas mas prometedoras para el desarrollo de nuevos alimentos
funcionales se centra en la capacidad de algunos ingredientes alimentarios
(probidticos, prebidticos y simbidticos) para incrementar el porcentaje de
Bifidobacterias y tratar de conseguir asi un sistema gastrointestinal mas saludable
(Saura-Calixto et al., 2003). Las bacterias pueden desarrollar una gran variedad de
actividades enzimaticas, muchas de ellas implicadas en la generacion de toxinas,
mutagenos, carcindégenos y promotores tumorales (Szylit y Andrieux, 1993). Es
interesante destacar la capacidad de adaptacion de la flora al tipo de substrato
presente en el medio, ya que éste determina la formacion de los enzimas
bacterianos adecuados para su degradacion (Gofi y Gudiel-Urbano, 2001; Gudiel-
Urbano y Goiii, 2002). Por ello, la dieta puede modificar la composicion de la
microflora, afectando no solo al recuento total de bacterias, sino también a los
géneros y especies predominantes. Estos cambios influyen en el tipo y cantidad
de productos originados en el metabolismo bacteriano y, por tanto, repercuten en

los efectos sobre la salud del huesped (Saura-Calixto et al., 2003).
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Fermentacion bacteriana
Polisacaridos colonicos
Glucosa
l l l Pirulvato l l
H2 Cc0O2 Formato Acetil CoA Lactato Succinato
— —
lAcetato ‘ Butirato ‘
CH4 | ATP
CO2 + H20
1-2,5 Kcal./g

Figura 8. Fermentacion bacteriana de la fibra (Garcia-Peris, 2002).

Todos aquellos compuestos que llegan al colon son substratos
potenciales de fermentacion. En su mayor parte son componentes de la dieta
(almiddn, fibra, proteinas, lipidos, polifenoles, oligosacaridos, etc.), aunque una
proporcion considerable tiene procedencia endogena (mucina, células epiteliales,

enzimas, etc.) (Saura-Calixto et al., 2003).

Los substratos se pueden clasificar de acuerdo a (Saura-Calixto et al.,
2003):
1. Grado de fermentabilidad (no fermentable, parcial vy
completamente fermentable)
2. Velocidad de fermentacion (rapido, intermedio y lento)
3. Cantidad total y proporciones de los AGCC producidos

(acetato, propionato y butirato).
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2.6.1 Fermentacion colénica de la fibra dietética

La mayor fraccion de carbohidratos indigeribles que llega al colon esta
constituida por almidon resistente a la digestion en el intestino delgado (Asp et al.,
1996) y fibra dietética, principalmente la fraccion soluble (Saura-Calixto et al.,
2003). Su fermentacion esta determinada por sus propiedades fisicoquimicas
grado de lignificacion de la pared celular, solubilidad en agua, tamafio de particula
y presencia de otros componentes vegetales capaces de inhibir la actividad

bacteriana (Saura-Calixto et al., 2003).

La fermentacién de la fibra en el colon es un proceso fundamental en el
colon, ya que gracias a él se produce el mantenimiento y el desarrollo de la flora
bacteriana, asi como de las células epiteliales. Como resultado de esta
fermentacion bacteriana se produce ATP, gases (diéxido de carbono, hidrégeno y
metano), agua, pequefias proporciones de otros acidos organicos (isobutirico,
valérico, isovalérico, lactico y succinico). Ademas, se incrementa el niumero total
de bacterias y se producen los acidos grasos de cadena corta (acético, propionico
y butirico) en una proporcion molar casi constante 60:25:20 (Titgemeyer et al.,
1991), aunque también se ha demostrado que la concentracién molar relativa y
absoluta de los AGCC producidos durante la fermentacion son muy diferentes
para cada tipo de fibra, proporcionando asi una explicacion de por qué las

diferentes fibras tienen diferentes impactos en el intestino (Ferguson et al., 2001).

Los AGCC se generan en el metabolismo del piruvato producido por la
oxidacion de la glucosa a través de la via glucolitica de Embden-Meyerhof (Figura
8) (Woalin y Miller, 1983). Existen dos vias para la metabolizacion del piruvato: en
una de ellas se genera propionato, a través del succinato, en la otra via se
convierte el piruvato en acetil-CoA que posteriormente es hidrolizado para formar
acetato o reducido para producir butirato (Garcia-Peris et al., 2002). Estos
compuestos tienen efectos fisiologicos, como la disminucion del pH intestinal y

ejercen un efecto vasodilatador, por lo que se incrementa la absorcién de agua y
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sales en el intestino grueso. Los AGCC también constituyen estimulos quimicos
de la motilidad intestinal, que junto con los estimulos mecéanicos producidos por el
incremento de gases y la masa bacteriana, aumentan la velocidad de transito
(Saura-Calixto et al., 2003).

Los principales acidos grasos de cadena corta (acético, propionico y
butirico) representan el sustrato energético fundamental del colonocito. Una vez
gue dichos AGCC se han absorbido son metabolizados por el epitelio colonico.
Diversos estudios han demostrado que el orden de utilizacion de los mismos por el
colonocito es butirico > acético > propionico. La mayoria del acido butirico
(aproximadamente el 90%) y entre el 10 y el 50% del &cido propidnico es
metabolizado por la mucosa colonica. El remanente del &cido propionico y del
acético alcanza el higado (Wong et al., 2006). El primero serd posteriormente
utiizado como sustrato para la gluconeogénesis y el acido acético sera
metabolizado, dando lugar a glutamina y cuerpos cetonicos, acetoacetato y -
hidroxibutirato (Rombeau y Kriple, 1990).

A nivel sistémico, los AGCC regulan el metabolismo lipidico y de la
glucosa. Anderson y Bridges (1984) evaluaron el efecto de los AGCC producidos a
partir de la fermentacion de la fibra sobre el metabolismo de la glucosa en
hepatocitos aislados de ratas, observando una influencia significativa del &cido
propidnico aumentando la utilizacién de la glucosa y disminuyendo su produccion
hepatica. En cuanto al metabolismo lipidico, se ha demostrado que el propidénico
disminuye la sintesis hepatica de colesterol por inhibicion de la actividad de la
hidroximetilglutaril-coenzima A (Delzenne y Kolk, 2001). El efecto de cada uno de

los 3 &cidos mayoritarios se puede resumir como se describe a continuacion:

El &cido acético es utilizado minimamente por los colonocitos, se absorbe
y transporta al higado, y tejidos periféricos. En el higado es utilizado como un
substrato lipogénico y gluconeogénico en ausencia de un consumo adecuado de

carbohidratos. En otros tejidos periféricos tales como tejido adiposo, glandula
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mamaria, muasculo, rifidn y corazon, aportan energia y participan en la lipogénesis
(Saura-Calixto et al., 2003).

El acido propidnico es utilizado parcialmente por los colonocitos, pero su
principal organo de metabolizacion es el higado, donde parece estar implicado en
la inhibicién de la sintesis de colesterol. Se ha observado una relacion inversa
entre los niveles de propionico y los valores plasmaticos de colesterol total y
colesterol LDL (Saura-Calixto et al., 2003).

El &cido butirico es la principal fuente de energia para los colonocitos y es
activamente metabolizado a cuerpos cetdnicos, didéxido de carbono y agua. Su
presencia es fundamental para el crecimiento y proliferacion de las células sanas
del epitelio coldnico y retarda o inhibe el crecimiento de algunas lineas celulares
neoplasicas (Saura-Calixto et al., 2003).

Este acido graso es fisiolégicamente relevante para el epitelio del colon, y
sirve como principal fuente de energia. El incremento en el interés por su papel
como agente quimioprotector ha surgido de sus efectos anti-proliferativos en
cultivo de células in vitro, incluyendo las lineas de células tumorales de colon.
También se ha demostrado que protege contra el dafio genético inducido por
peréxido de hidrogeno en células primarias del colon (Abrahamse et al.,. 1999) y

en lineas de células tumorales de colon (Rosignoli et al. 2001).

Un aspecto a destacar es como el acido butirico también puede actuar
como regulador de la expresiéon de genes implicados en la reduccion de
proliferacion y promocion de la diferenciacion del colonocito. Se ha demostrado
gue éste promueve el arresto del ciclo celular de células transformadas por medio
de la induccion de la expresion del gen p21, asi como la apoptosis mediante un
incremento en la expresion de genes como la caspasa 3 e inhibicion del bcl-2,
(Ruemmele et al., 2003). Ademas, también se le ha implicado en la inhibicion de la

inflamacion de la mucosa intestinal (Inan et al.,, 2000). En este sentido, se ha
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propuesto que el acido butirico (a partir de la fermentacion de los polisacaridos)
podria ejercer un mecanismo de defensa frente al cancer de colon actuando como

factor antitumorogénico (Garcia-Peris et al., 2002).

Sin embargo, se ha demostrado que los productos de la fermentacion
inhiben el crecimiento celular de manera mas eficaz que las mezclas de AGCC, y
gue dichas mezclas son mas activas que el butirato, probablemente debido a los
fitotoprotectores y al propionato, los cuales también inhiben el crecimiento celular.
Por lo anterior, se puede concluir que la fermentacion de fuentes de fibra dietética
son los inhibidores més potentes de crecimiento de células tumorales que el

butirato por si solo (Beyer-Sehlmeyer et al., 2003).

2.6.2 Fermentacién colénica de compuestos fendlicos

Los sustratos cuantitativamente mas importantes de la microflora del
colon son los hidratos de carbono, tales como la fibra dietética, almidon resistente
y oligosacaridos (Wong et al., 2006). Sin embargo, pequefias cantidades de
proteina, grasa y compuestos fendlicos también llegan al colon (Kahle et al.,
2006), los cuales no se absorben en el intestino delgado debido a su alto peso
molecular, por lo que también son susceptibles de fermentacién por las bacterias
colénicas, que los convierten a compuestos de peso molecular menor, como es el
caso de algunos aromaticos (Déprez et al., 2000).

La disminucion del riesgo de presentar tumores de colon por el consumo
de alimentos vegetales se ha demostrado en estudios epidemioldgicos (Glade et
al., 1999). Esto se debe en parte, por la presencia de diversos fitoprotectores,
incluyendo los flavonoides polifendlicos, que actian inhibiendo el crecimiento de
las células tumorales (Boyer y Liu, 2004) e induciendo la diferenciacion, apoptosis,
y mejorando las respuestas anti-inflamatorias en lineas celulares de céancer
colorrectal (Kawaii et al., 1999; Wenzel et al., 2000).
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Déprez y colaboradores (2000) demostraron la degradacion de polimeros
de proantocianidinas después de 48 h de su fermentacion in vitro, identificando
metabolitos como el acido fenilacético, fenilpropionico y fenilvalérico, en su forma
monohidroxilada, principalmente en la posiciébn meta o para. Asimismo, Gofii y
colaboradores (2005) demostraron que entre el 95-97 % del total de los polifenoles
de la cascara de uva son degradados por la microflora intestinal en cultivos in

vitro.

Al estudiar el metabolismo de fenoles como la rutina a través de su
fermentacion in vitro, Rechner y colaboradores (2004) identificaron como
productos finales al &cido 3-hidroxifenilacético y 3-(3-hidroxifenil)-propiénico. Cabe
mencionar que el grado de degradacion de estos compuestos se Vvio
significativamente influenciado por la concentracidon de sustrato y por las
variaciones individuales en la composicion de la flora fecal. Respecto a esto, se ha
demostrado que los polifenoles pueden modificar positivamente la composicion de
la microflora in vitro mediante el estimulo del crecimiento de algunas Bifidobaterias

y la inhibicién del crecimiento de algunos Clostridium (Ahn et al., 1993).

Aunque el efecto quimioprotector de los acidos grasos derivados de la
fermentacion es menos efectivo que los compuestos fendlicos de los que
provienen, se ha observado que tienen efecto inhibitorio en la proliferacién de
células HT-29 (Veeriah et al., 2007). Por otra parte, se ha reportado que sus
metabolitos como los &cidos p-cumarico, el 3-(4-OH-fenil)-propidnico, fenilbutirico
y el fenilacético son inhibidores efectivos de la histona desacetilasa (HDAC) (Lea
et al., 1999; Waldecker et al., 2008) contribuyendo asimismo a la inhibicién de la

proliferacion de células transformadas.
Durante la fermentacion también se pueden formar otros acidos, tales

como el lactico, acido succinico, acidos grasos de cadena ramificada y pequefias

cantidades de acido valérico, caproico heptanoico cuyos efectos fisiolégicos son
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menos conocidos, sin embargo, la reduccion del pH en el lumen puede
representar un efecto benéfico per sé (Wong et al., 2006).

2.7 Células HT-29 como sistema bioldgico de prueba

Los cultivos in vitro han sido ampliamente utilizados para evaluar el efecto
y/o los mecanismos por los cuales una sustancia induce la diferenciacion e inhibe
la sobrevivencia y/o proliferacion (Wachtershauser et al., 2001; Schroder et al.,
2005, Bermudez et al., 2007).

La capacidad de las células cultivadas para proliferar en forma indefinida
0 su tendencia a ser transformadas varia de acuerdo con la especie animal de
donde proviene. Entre las células humanas, sélo las células tumorales proliferan
de forma indefinida, tal es el caso de la linea celular HT-29 (Figura 9), la cual
pertenece a un grupo de células epiteliales originalmente aisladas de

adenocarcinoma de colon humano.

Figura 9. Cultivo in vitro de células HT-29 (www.atcc.org/Attachments/1986.jpg)
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Esta linea celular se estableci6 en 1975 por Fogh y Trempe.
Genéticamente, las células HT-29 presentan cambios caracteristicos de los
tumores colorrectales, tales como APC, DCC, K-ras y las mutaciones de p53 con
la consiguiente pérdida de su funcion, asi como la amplificacion de c-myc
(Rodrigues et al., 1990; Brink et al., 2003; Takayama et al., 2006; Choi et al., 2008;
Wu et al., 2010) y un fenotipo de inestabilidad cromosomica y aneuploidia. Esta
linea celular se ha utilizado como modelo para investigar el mecanismo por el cual
algunos compuestos protectores sensibilizan a estas células para controlar la
proliferacion e inducir la apoptosis (Beyer-Sehlmeyer et al., 2003; Daly et al., 2005;

Campos-Vega et al., 2010).

3 JUSTIFICACION

Actualmente, el cancer constituye una de las principales causas de
muerte en Meéxico, encontrandose dentro de este grupo el céancer colorrectal
(CCR). A pesar de que se han llevado a cabo diversos tipos de tratamiento, no se
ha logrado obtener resultados éptimos en términos de salud publica. Es por ello
gue se debe buscar alternativas que permitan reducir la morbilidad y mortalidad a

causa de esta enfermedad.

Una de las estrategias preventivas a seguir es una dieta adecuada a base
de alimentos que aporten compuestos que puedan proveer beneficios a la salud.
El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) contiene compuestos no digeribles con
propiedades nutracéuticas, entre los que destacan los compuestos fendlicos, fibra
(insoluble y soluble), lectinas, inhibidores de proteasas y la parte no digerible de
los oligosacaridos. Por lo anterior, en los Ultimos afios se ha despertado el interés
de los investigadores por estudiar los efectos que estos agentes tienen en la salud
a través de la prevencion y/o quimioproteccion contra enfermedades cronico-
degenerativas como la diabetes, enfermedades cardiovasculares, obesidad y el

cancer.
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Estudios preliminares realizados por nuestro grupo de trabajo permitieron
elegir entre tres variedades de frijol comun (Negro 8025, Pinto Durango y Azufrado
Higuera) al Negro 8025 por ser el que presentd mayor contenido de fibra dietética
total (insoluble y soluble), lo que sugiere mayor contenido de sustrato fermentable.
Por lo que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto de la
fermentacion in vitro de la fraccion no digerible (EFFND) del frijol Negro 8025
sobre la sobrevivencia de las células transformadas de colon humano HT-29, asi
como proponer el mecanismo de accidon ejercido por el EFFND mediante el
empleo de herramientas moleculares que permitieran cuantificar la expresion de

genes y involucradas en el cancer de colon.

4 HIPOTESIS

El extracto de la fermentacion in vitro de la fraccion no digerible (EFFND)
del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido de la variedad Negro 8025 inhibe la
sobrevivencia de las células HT-29 y modula la expresion de genes involucrados

en el arresto del ciclo celular, proliferacion, apoptosis y reparacion del ADN.

5 OBJETIVOS

5.1 General:

Evaluar el efecto del extracto de la fermentacion in vitro de la fraccion no
digerible (EFFND) del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cocido de la variedad
Negro 8025 sobre la sobrevivencia de células de adenocarcinoma de colon
humano HT-29.
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5.2 Particulares:

1. Determinar la composicion quimica (proximal, fibra dietética total, almidon
resistente y taninos condensados) de la fraccion no digerible (FND) del frijol
de las variedades Negro 8025, Pinto Durango y Azufrado Higuera.

2. Caracterizar parcialmente el extracto de la fermentacion in vitro de la
fraccion no digerible (EFFND) del frijol cocido variedad Negro 8025 (acidos
grasos de cadena corta, flavonoides, taninos condensados y proteinas
totales).

3. Evaluar el efecto del EFFND sobre las células HT-29.

a. Curva dosis-respuesta
b. Determinar la concentracion letal media (CLso).

4. ldentificar el mecanismo de accion del EFFND del frijol coman sobre la
sobrevivencia de las células HT-29.

a. Cuantificar el efecto citotoxico mediante la actividad de la enzima
LDH.

b. Determinar el efecto apoptético mediante la técnica de TUNEL.

c. Evaluar el efecto en la regulacién de la expresibn de genes
relacionados con el arresto del ciclo celular, proliferacion, apoptosis y

reparacion del ADN.
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6 METODOLOGIA

6.1 Materiales

6.1.1 Compuestos quimicos

Los reactivos y solventes de uso general fueron de J. T. Baker. EI medio
de cultivo McCoy’'s 5A fue obtenido de la American Type Culture Collection
(ATCC, Manassa, EUA). Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (Gibco,
Grand Island, NY). El HEPES fue obtenido de Promega. El suero fetal bovino
(SFB), los antibidticos y antimicéticos fueron de la marca Gibco (Gibco, Grand
Island, NY). Los reactivos para electroforesis se obtuvieron de BioRad y el kit

para LDH de BioVison.

6.1.2 Material bioldgico

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) variedades: Pinto Durango, Negro
8025 y Azufrado Higuera, fueron donados por el INIFAP campo experimental

Bajio.
La linea celular de adenocarcinoma de colon humano HT-29 (p53

mutado) fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassa,
EUA).
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6.2 Meétodos

6.2.1 Tratamiento térmico

El frijol se sometié a tratamiento térmico de acuerdo con el protocolo de
Aparicio-Fernandez et al., (2005). Brevemente, se colocaron 50 g de frijol en 250
mL de agua destilada. La coccion se llevo a cabo por ~3 horas a 90 + 1 °C. Con la
muestra se form6 un homogenizado el cual se liofilizé y almacené a 4°C hasta su

uso.

6.2.2 Extraccion de lafraccion no digerible (FND)

La fraccion no digerible, considerada como las fracciones soluble e
insoluble de la fibra dietética total (FDT), se obtuvo de acuerdo con el método
991.43 de la AOAC (2002), que consiste en una digestion enzimética a diferentes
pH simulando la digestion en un individuo monogéastrico. Por cada g de frijol
previamente cocido, liofilizado y pulverizado, se adicionaron 50 mL de solucion
amortiguadora de fosfato 0.08 mM y se ajusté a pH 6 (con hidroxido de Na 0.275
N y/o HCI 0.375 N), seguido de 100 pL a-amilasa (0.1 mL) tapando el frasco y
protegiéndolo de la luz. Se incubé en bafio Maria a 95°C por 30 minutos, agitando
cada 5 minutos, se atemperd y se ajustdo el pH a 7.5 con NaOH 0.275N.
Posteriormente, se adicionaron 0.1 mL de proteasa (5 mg/mL) y se incubd en
bafio maria a 60°C por 30 minutos con agitacion continua, la muestra se atempero
y se ajusto el pH a 4-4.6 con HCI. Se adicionaron 0.3 mL de amiloglucosidasa, se
volvié a incubar en bafio maria por 30 minutos a 60°C con agitacion continua.
Posteriormente se adicion6 95 mL de etanol en una proporcion de 1:4
(muestra:etanol) y se dejo a temperatura ambiente por 24 horas. Las muestras se
filtraron a peso constante y los residuos se lavaron 3 veces con 10 mL de agua
destilada. Los residuos se colocaron en un horno a 90 °C por 2 horas y se

pesaron. La FDT se determin6 gravimétricamente y se consideré como el extracto
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de la FND. Por ultimo, la muestra se sometié al proceso de liofilizacion y se

almacend hasta su uso.

6.2.3 Analisis proximal

La determinacion de fibra soluble e insoluble, cenizas, proteina, humedad

y grasa se realiz6 siguiendo las metodologias descritas por la AOAC (2002).

6.2.3.1 Determinacion de cenizas

Las cenizas de la muestra se determinaron siguiendo el método 945.46
descrito por la AOAC (2002). Se pesaron 2 g de muestra en un crisol de porcelana
a peso constante. La muestra se calcind durante 3 horas en una mufla
precalentada a 550-600°C. Se enfrid el crisol en desecador y se pesé para por

diferencia de pesos calcular el porcentaje de cenizas hasta la primera cifra

decimal.

Célculos:

[((W1+ M1)—- (M2 -W1)] X 100 = % Cenizas.

Donde:

W1 = Peso del crisol; M1 = Peso de la muestra; M2 = Peso de la muestra
calcinada

6.2.3.2 Determinacion de humedad

La humedad se determin6 de acuerdo al método 925.23, descrito por la
AOAC, (2002). Brevemente, se pesaron 5 g de muestra, en una capsula de

humedad previamente colocada a peso constante. Se colocd la muestra en la
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estufa por 30 minutos a 100 °C, se secdé y enfrid en un desecador a temperatura

ambiente y se peso.

Calculos:

% de humedad y material volatil = (W2 —W1) X 100/ W Muestra

Donde:

W2 = Peso de la capsula + muestra; W1 = Peso de la capsula + muestra

(después de secado).

6.2.3.3 Determinacién de proteina total

La proteina total se determind utilizando el método 920.105 (Kjeldhal),
descrito por la AOAC (2002). Se colocaron 2 g de muestra en un matraz de
digestiéon Kjeldhal. Se agregaron 3.5 g de sulfato de sodio y 0.4 g de sulfato de
cobre, mas 10 mL de acido sulfarico. Se coloc6 en el digestor durante
aproximadamente una hora, hasta que el contenido tomé un color verde claro, se
dejé enfriar un poco y se coloc6 el tubo en el destilador, donde se le adicionaron
agua destilada e hidréxido de sodio al 40%. El destilado se recibié en un matraz
gue contenia 25 mL de acido borico y como indicadores rojo de metilo y verde de
bromocresol. Posteriormente se titulé con acido clorhidrico 0.08 N. Se determiné
nitrégeno (N) total multiplicado por un factor de conversiéon equivalente al % de

proteina presente en el alimento.
Calculos:

%N =(A—-B)*C*D*100
% P =% N (6.25)
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Donde:
A = mL solucién gastados en la muestra problema; B = mL solucién
gastados del blanco; C = meq N, 0.014; D = Normalidad del acido; M = Peso de la

muestra

6.2.3.4 Determinacién de lipidos

Los lipidos totales se determinaron utilizando el método 920.39 (extracto
etéreo), descrito por la AOAC (2002). Dentro de un cartucho de celulosa se
colocaron de 2 a 5 g de frijol, se tap6 con un pedazo de algodon y se coloco en el
compartimento de extraccion Soxhlet. Este a su vez se ensamblé a un matraz
receptor, el cual contenia el solvente (éter petrdleo) a 2/3 partes del volumen total,
y el refrigerante. A continuacién se llevé a ebullicion y el calentamiento se ajusto
hasta obtener alrededor de 10 reflujos por hora, por aproximadamente 5 a 6 horas.
Terminando dicho tiempo, se retird el matraz colector y se recupero el disolvente
por simple destilacion. EI matraz se coloc6 en la estufa para la completa
eliminacién de solvente y humedad, con el fin de obtener Gnicamente el peso de la
fraccion lipidica. Los matraces se enfriaron y pesaron con aproximacion de mg

para obtener el porcentaje de lipidos mediante los siguientes calculos:

% de grasa = Pf—Po x 100
M

Donde:

Pf = Peso del recipiente después de la extraccion (g); Po = Peso del

recipiente antes de la extraccion (g); m = Peso del frijol (g).
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6.2.4 Cuantificacion de almiddn resistente

El porcentaje de almiddn resistente en las muestras fue calculado de
acuerdo con lo sugerido por Saura-Calixto et al., (1993), mediante una digestion
enzimatica posterior a la extraccion de la FND. A 100 mg de muestra (FND) se le
adicionaron 6 mL de una solucion de KOH (2M) con agitacion continua por 30
minutos a una temperatura de 25°C. Al término fueron afladidos 3 mL de solucion
amortiguadora de acetatos (0.4M, pH 4.75) y 5 mL de HCI (2N). El pH se ajusté a
4.74 y posteriormente se adicionaron 60 pl de amiloglucosidasa y fueron
incubadas por 30 min a 60°C en bafio maria con agitacidon continua. Las muestras
fueron centrifugadas a 3000 g por 15 minutos en una centrifuga Hermle Z 323 K
(Hermle Labortechnik, Alemania) y el sobrenadante fue colectado. El residuo
remanente fue resuspendido con 10 mL de agua destilada y se repitio la
centrifugacién. El residuo obtenido es el almidon resistente, la muestra fue
liofilizada y pesada. La cuantificacion se realizd por diferencia de pesos con

respecto a la fraccion insoluble de la muestra.

6.2.5 Extraccion de oligosacaridos

La extraccion de oligosacaridos se realiz6 a partir de las muestras
crudas, cocidas y de la FND mediante la técnica descrita por Brenes vy
colaboradores (2003). Se homogenizaron 10 g de muestra en 50 mL de etanol al
80% y colocados en un soxhlet a 80 °C por 60 minutos. El solvente se evapord
en rotavapor y la fase acuosa se liofilizé y almacend en un desecador protegida

de la luz hasta su anélisis.
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6.2.6 Cuantificacion de oligosacaridos mediante cromatografia de liquidos

de altaresolucién

Los oligosacéridos se cuantificaron de acuerdo a lo descrito por Muzquiz
y colaboradores (1999). Los oligosacaridos (7 mg) se disolvieron en agua HPLC
(2 mL), se filtraron y analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). La muestra (20 pL) se inyecté en un equipo Agilente modelo HP-1100
(Agilent, USA) equipado con un detector de indice de refraccion (DIR, 61362A),
una precolumna Zorbax NH; (4.6 x 12.6 mm, 5um) y una columna Zorbax (250mm
X 4.6 mm). Se us6 una mezcla agua/acetronitilo (65:35) como fase movil en un
flujo de 1mL/minuto. La temperatura del detector y de la columna se mantuvo a
25°C.

El érea bajo la curva de los picos de retencién obtenidos fue interpolada
en una curva de calibracion externa utilizando estandares comerciales de
rafinosa, estaquiosa y verbascosa. Los resultados fueron expresados en mg por

gramo de muestra liofilizada.

6.2.7 Extraccion metandlica para la cuantificacion de compuestos fendlicos

La extraccion se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por
Cardador-Martinez y colaboradores (2002a). Se pesaron 200 mg de muestra
previamente liofilizada, se coloc6 en un matraz y se mezclé con 10 mL de metanol.
El matraz se protegi6 de la luz y se mantuvo en agitacion (HAAKE modelo SWB20
a 40 rpm) por 24 horas a 25 °C. Después se centrifugé a 4000 g por 10 minutos en
una centrifuga Hermle Z 323 K (Hermle Labortechnik, Alemania). Se recupero el

sobrenadante para inmediatamente después cuantificar los compuestos fendlicos.
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6.2.8 Cuantificacion de flavonoides totales

Se cuantifico el contenido de flavonoides por el método sugerido por
Oomah y colaboradores (2005). El método consiste en mezclar 50 pL del extracto
metandlico con 180 pL de agua destilada y 20 pL de soluciébn de 2-
aminoetildifenilborato (10%) en los pozos de la microplaca. El estandar de rutina
se preparo en metanol al 80%. La absorbancia del extracto se determin6 a 404 nm
en un Multiskan (Thermo Scientific, U.S.A. Multiskan Ascent, model 51118307) y
comparada con una curva estandar de rutina en un intervalo de 0 a 50 pg/mL. Los

flavonoides se expresaron como mg equivalentes de rutina por g de muestra.

6.2.9 Cuantificacion de taninos condensados

Los taninos condensados se cuantificaron de acuerdo a la metodologia
descrita por Deshpande y Cheryan (1985) con algunas modificaciones para su
adaptacion a microplaca (Feregrino-Pérez et al., 2008). Se expresaron como mg
equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra. Para cada pozo se tomo 50
UL del extracto metandlico y se le afiadié 250 uL de la mezcla de vainillina-HCL
(2:1) (vainillina 1%: HCI 4%) y se analizaron las muestras en una placa de 96
pozos por triplicado. Los taninos condensados se cuantificaron a una absorbancia
de 495 y 540 nm en Multiskan Ascent (Thermo Scientific, U.S.A. Multiskan
Ascent, model 51118307) comparando contra una curva estandar de (+)-

catequina con un intervalo de 0-1 mg/mL del estandar de referencia.

6.2.10 Fermentacion in vitro de la FND

Las fermentaciones in vitro (Campos-Vega et al., 2009) se realizaron por
duplicado utilizando como sustrato la FND del frijol Negro 8025. La rafinosa (100
mg) se utiliz6 como control positivo de carbohidrato fermentable bajo las mismas

condiciones. Se utiliz6é iné6culo fecal humano como fuente de flora bacteriana
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representativa del colon. Por razones de disponibilidad, las muestras fecales se
conservaron en congelacion y se descongelaron a en bafio de agua a 37 °C
inmediatamente antes del experimento. Posteriormente, se realizaron las
fermentaciones con heces frescas, congeladas y liofilizadas, para lo cual se
obtuvo la muestra fecal de un solo donador pre-seleccionado (fisiologicamente
sano y con ausencia de enfermedades gastrointestinales y de consumo de
antibidticos en los 3 meses previos a la toma de la muestra). Debido a que el
rendimiento final de los AGCC no fue el esperado para realizar el ensayo
bioldgico con la linea celular, se decidié finalmente realizar la fermentacion in vitro
con las heces frescas de un donador con los mismos pre-requisitos anteriormente

mencionados.

Se llenaron tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de cultivo basal
gue contenia (g/L): agua de peptona 2.0, extracto de levadura 2.0, NaCl 0.1,
K:HPO,4 0.04, KH2PO4 0.04, MgS0O4-7H,0 0.01, CaCl,-2H,0 0.01, NaHCO3; 2.0,
cisteina HCI 0.5, sales biliares 0.5, tween 80 2 mL y hematina 0.2g (previamente
diluida en NaOH 1M). Los tubos se sellaron y se mantuvieron bajo una atmdésfera
anaerobia que contenia una mezcla de gases (H,-CO2-N»:10:10:80,
respectivamente, por vol) durante 48 horas. El in6culo fecal (3 g de materia
fresca) fue homogenizado con 27 mL de solucién de fosfato de sodio 1M (pH 7.0).
Los tubos (conteniendo el medio de cultivo basal) se inocularon con 1 mL de
homogenizado fecal, y se adicionaron 100 mg del extracto de la FND después de
la inoculacién, excepto para el control negativo. Los tubos se agitaron con un
vortex por ~15 segundos y colocados en bafio de agua a 37°C. Se mantuvo un
flujo continuo de la mezcla de gases hasta el término de la fermentacion (48
horas). Durante la fermentacion se determiné el pH y la produccién de AGCC a
las 12, 24 y 48 horas de dicho proceso. La fermentacion se detuvo colocando las

muestras en congelacion y se almacenaron a -70 °C hasta su analisis.
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6.2.11 Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta en el EFFND

La concentracién de &acidos grasos de cadena corta se realizd por
cromatografia de gases con las metodologia descrita por Campos-Vega Yy
colaboradores (2009). Las muestras (1.5 mL) se descongelaron y centrifugaron a
4500 rpm por 15 minutos a 4 °C; se transfirieron 800 yL del sobrenadante a un
tubo de 8 mL y se ajusto el pH a 2.9-3.1 con HCI 1 M. Se transfirieron 750 yL de
la muestra a un nuevo tubo y se le afiadieron 120 uyL de acido férmico. La
muestra se carg6é en el puerto de inyeccion de un equipo Agilent 6890 Plus
acoplado a un detector de ionizacion de flama (FID, Agilent Technologies
Wilmington, DE) y se separ0 en una columna capilar Carbowax 20M (25 x 320um
x 0.30um). Se utilizo el helio como gas acarreador con un flujo de 1mL/min. La
temperatura inicial del horno fue de 95°C y se mantuvo durante 2 minutos,
seguida de una elevacion de temperatura de 20 °C por minuto hasta alcanzar
180°C. La temperatura del FID y del puerto de inyeccién fue de 240 y 200 °C,
respectivamente. El flujo de hidrogeno, aire y nitrogeno fue de 30, 300 y 20
mL/min. Se emplearon estandares externos puros (&cidos: acético, propionico y
butirico; 0-100 mM/mL) para cuantificar los AGCC en el EFFND.

6.2.12 Cuantificacion de proteinas totales en el EFFND

Para determinar la concentracion de proteinas en el EFFND, se realiz6 el
ensayo de Bradford (1976), usando la albumina sérica bovina (ASB) como
estandar. El método se basa en la unién de un colorante (Comassie Blue G-250)
a las proteinas. El colorante, en solucion acida (color azul) se une a las para
formar un complejo proteina-colorante con un coeficiente de extincion mayor que

el colorante libre.

Se colocaron 10 pyL de la muestra en una microplaca y se adicionaron

240 uL del reactivo de Bardford. La placa se incub6 5 minutos a temperatura
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ambiente y se analizo en el Multiskan Ascent (Thermo Scientific, U.S.A. Multiskan
Ascent, model 51118307) a una longitud de onda de 540 nm. La absorbancia de
la muestra se compard con una curva estandar de ASB en un intervalo de 0 a 100

pg/mL.

6.2.13 Cultivo celular

Las células HT-29 se cultivaron en medio base McCoy's 5A (ATCC)
adicionado con suero fetal bovino (10%; Gibco, Grand Island, NY), antibiéticos y

antimicaticos (1%).

El medio de cultivo se cambié por medio fresco cada tercer dia hasta
alcanzar la confluencia. Las células se mantuvieron bajo una atmésfera
humificada de 10% de CO; a 37 °C en una incubadora (FELISA) con camaras de
gasificacion manual; las células se manejaron en una campana de bioseguridad
(NUAIRE).

6.2.14 Elaboraciéon de la curva de crecimiento de las células HT-29

Las células HT-29 se sembraron en cajas de 24 pozos (5x10*
células/pozo) en medio de cultivo McCoy’s 5A (ATCC) adicionado con suero fetal
bovino (10%; Gibco, Grand Island, NY), antibidticos y antimicoticos (1%). A las 24
horas de incubacion, se sustituyé el medio por medio McCoy’s 5A al 0.5 % de
albumina sérica bovina (ASB) (Sigma-Aldrich, Canada Ltd.), conteniendo O
(control), 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 35% del EFFND (previamente esterilizado por

filtracion).
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Después de 24 horas de tratamiento, las células se cosecharon con
tripsina y se contaron con un hemocitometro (Marienfeld, GmbH & Co. KG,
Germany), determinando el porcentaje de sobrevivencia para obtener la
concentracion letal cincuenta (CLsp), que se refiere a la concentracion necesaria
del EFFND para inhibir la sobreviviencia del 50 % de la poblacion celular
sometida al tratamiento. Con fines comparativos, también se evaluaron
soluciones de estandares puros de AGCC (acético, propiénico y butirico) a la
concentracion determinada en la CLso del EFFND (7.36 mmol, 0.33 mmol y 3.31
mmol de acido acético, propionico y butirico respectivamente). El porcentaje de

sobrevivencia se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

_ _ # de células después del tratamiento
% Sobrevivencia = - — x 100%
# de células iniciales (Co)

Los experimentos se realizaron por duplicado para su evaluacion estadistica.

6.2.15 Determinacion de dafio celular (citotoxicidad)

La muerte celular por necrosis o citotoxicidad se evalla clasicamente por la
cuantificacion de los dafios en la membrana plasmaética. EI ensayo con el kit de
citotoxicidad-LDH (BioVision) es un método rapido y simple para cuantificar la
citotoxicidad basada en la medicion de la actividad de lactato deshidrogenasa
(LDH) liberada por las células dafadas, la cual se puede determinar mediante
una reaccion enziméatica acoplada, donde la LDH oxida al lactato en piruvato, el
gue posteriormente reacciona con sal de tetrazolio para formar un compuesto
colorido (formazéan) (Figura 10). El aumento en la cantidad de formazan producida
en el medio de cultivo se correlaciona directamente con el aumento en el nimero
de células lisadas. El formazan es soluble en agua y pueden detectarse

espectrofotmétricamente a 500 nm.
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Este método se aplicé para evaluar el posible efecto citotdxico del
EFFND y la mezcla sintética de los AGCC en las células HT-29. Las células
fueron tratadas con el EFFND y con la mezcla sintética de AGCC durante 24
horas en una caja de 24 pozos bajo las mismas condiciones usadas en la curva
de crecimiento. Después de someterse a los tratamientos correspondientes, el
medio de cultivo se recuper6 para inmediatamente después realizar el ensayo de
citotoxicidad. Se us6 el medio base (McCoy’s 5A) al 0.5 % de albumina sérica
bovina (medio-ASB) como control negativo, asi como el Triton al 1% (adicionado

al medio-ASB) como control de dafio celular.

Célula Pr Lactato NAD* @
) \
viable /

/ Célula \
| daiada )
\ © LoH diaforasa
.0 /e
..9’® @
e ©
LDH liberada v m

Piruvato NADH \_/

Figura 10. Reacciones en el ensayo de citotoxicidad de la LDH liberada en el

medio de cultivo.

El porcentaje de citotoxicidad se calcul6 de acuerdo a la siguiente

formula:

% Citotoxicidad = ADbStratamiento — ADScontrol con medio ASB X 100

Abscontrol triton al 1% — Abscontrol con medio ASB
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6.2.16 TUNEL

Para evaluar la apoptosis en las células tratadas con EFFND-CLsy ¥y
AGCC-CLsp (mezcla sintética de &cido acético, propionico y butirico equivalente a
la concentracion encontrada en la EFFND-CLsp) y de las células control (sin
tratamiento) se utilizé el marcaje del ADN fragmentado por la técnica de TUNEL
(TdT-mediated dUTP nick end labelling, por sus siglas en inglés), la cual consiste
en la marcacion de los extremos 3' terminal cortados (en el proceso de apoptosis)
de ADN gendmico con dUTP conjugado con bictina por la accién de la enzima
desoxinucleotidil-transferasa terminal. EI ADN fragmentado se detecta por la union
de la streptavidina (marcada con peroxidasa de rabano picante) con los
nucledtidos biotinilados. Este método permite la deteccidn especifica e inequivoca
de células cuyo ADN nuclear (visualizado en color café) se encuentra segmentado

por el proceso de apoptosis (Balbarrey et al., 2001).

El procedimiento fue el siguiente:
1. Después de someter a las células con el tratamiento dado,
bajo condiciones ambientales y de tiempo predeterminados, se
cosecharon (células sobrevivientes) por tripsinizacion.
2. Las células recuperadas se centrifugaron para eliminar el
sobrenadante (medio).
3. Se resuspendio el pellet (células) con PBS 1X y se coloco
sobre un cubreobjetos hasta quedar completamente seco.
4. Las células se fijaron con metanol.
5. Se coloc6 peroxido de hidrogeno al 3 % sobre las células
fijadas durante 5 minutos.
6. Se adiciond agua destilada y se dejo sobre las células por 5
minutos.
7. Seretird el agua y se volvio a colocar agua destilada por otros
5 minutos.

8. Se adiciono la solucién amortiguadora TdT por 5 minutos.
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9. Secoloco la solucion TUNEL sobre las muestras.

10. La reaccion TUNEL se realizé durante 1 hora a 37 °C en
estufa o cAmara humeda.

11. Se adiciond la solucién stop durante 15 minutos.

12. Se coloco PBS 0.1 M sobre las muestras y se dejo durante 5
minutos.

13. Se adicion6 PBS suplementado con 1% de albumina serica
bovina sobre las muestras y se dejo incubando durante 10
minutos.

14. Se realiz6 la reaccion con la soluciéon ABC durante 30 minutos
a oscuras.

15. Selavaron los cubreobjetos con PBS durante 5 minutos.

16. Se retir6 lo anterior y se volvié a lavar con PBS durante 5
minutos.

17. Se llevé a cabo la reaccién con la diaminobenzidina (DAB)
durante 5 minutos. Se adicion6 1 gota por cubreobjetos (aprox 40
uL por muestra).

18. Se adicion6 agua bidestilada sobre los cubreobjetos durante 5
minutos 2 veces.

19. Se adicioné el colorante Hematoxilina Mayer y se dejo
reaccionar durante 2 minutos.

20. Se lavo con agua destilada por 5 minutos como agua corriente
dos veces.

21. Los cubreobjetos se dejaron secar y se colocaron sobre un
portaobjetos, fijandolos con resina para ser visualizados en el
microscopio.

22. Los puntos cafés representando a las células apoptéticas se

identificaron y cuantificaron con un microscopio de luz invertido.
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6.2.17 Extraccion de ARN

El ARN de las células HT-29 (2x10°%) de las células (tratadas con
EFFND-CLsp y AGCC-CLso) y de las células control se obtuvo empleando el

RNeasy Mini Kit siguiendo las indicaciones descritas en el protocolo Qiagen.

El procedimiento fue el siguiente:
1. Para cada muestra (tratamientos y control) se colocaron 2 x
10° células en un tubo (1.5 mL) sobre una cama de hielo y se
adicionaro 600 pL de soluciéon amortiguadora RLT.
2. Las muestras se homogenizaron por agitacion manual en un
vortex por unos segundos, evitando sobrecalentar la muestra.
3. Se colocd el contenido en una columna QIA Schreder mini
spin.
4. Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm por 3 minutos.
5. El sobrenadante se transfirio a un tubo (1.5 mL) limpio.
6. Se afadié 1 volumen de etanol al 70% y homogenizar por
pipeteo.
7. Se tomaron 700 uL del homogenizado y se colocd en una
columna RNeasy.
8. Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 rpm por 15
segundos.
9. La fase superior se conservo en la columna, y el volumen se
desecho el volumen precipitado.
10. Se adicionaron 350 pL de solucién amortiguadora RW 1.
11. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 segundos.
12. El precipitado se elimind y se recupero la fase superior.
13. Se adicion6 la DNasa al volumen recuperado y se incubd por
15 minutos a temperatura ambiente.

14. Se adicionaron 350 pL de la solucion amortiguadora RW 1.
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15. Los tubos se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 segundos v el
volumen precipitado se elimino.

16. Se adicionaron 500 pL de solucion amortiguadora RPE y los
tubos se centrifugaron a 10 000 rpm por 15 segundos.

17. Se elimin6 el volumen precipitado y los tubos se volvieron a
centrifugar a 10 000 rpm por 2 minutos.

18. Se coloc6é la columna en un tubo nuevo de 2 mL y se
adicionaron 40 uL de agua libre de RNasas.

19. Se centrifugaron los tubos a 10 000 rpm por 1 minuto y

finalmente se colocaron en un recipiente con hielo.

6.2.18 Deteccion y evaluacién de la calidad de ARN

Se examino el ARN de las muestras para confirmar la ausencia de ADN,
ARN degradado, pureza y estabilidad a través de electroforesis en un gel de

agarosa desnaturalizante. La agarosa desnaturalizante se preparé mezclando:

e 0.96 g agarosa

e 8 mL de MOPS 10X

e 2.4 mL formaldehido 37%

e 69.6 mL agua destilada estéril con DEPC

El procedimiento fue el siguiente:
1. Se fundié la agarosa en el agua con DEPC
2. Se enfri6 hasta aproximadamente a 42°C.
3. Se adicion6 MOPS 10X
4. Se adicion¢ formaldehido

5. Se adicion6 1uL de bromuro de etidio.
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Se vacio la agarosa en la camara de electroforesis colocando el peine con
el tamafio de pozo adecuado para el volumen de la muestra, se esperé a que se
solidificara, se retird el peine y se adicion6 a la cadmara el regulador de corrida
MOPS 1X, el cual se prepar6 a partir de MOPS 10X. Para la dilucion se utilizo
agua tratada con DEPC hasta alcanzar la concentracion 1X. El volumen del
regulador de corrida en la camara de electroforesis se adiciond hasta cubrir la
superficie del gel, posteriormente se cargaron las muestras de ARN (5 ulL)
mezcladas con el regulador de carga (2 uL) que proporciona mayor densidad a las
muestras para que éstas permanezcan dentro del pozo y marquen el avance de la
electroforesis. El gel se observé con una lampara de luz ultravioleta, empleando el

software BioCaptMW Version 10.02, la imagen se guardé en formato JPG.

6.2.19 Sintesis de ADNc de cadena sencilla

La sintesis de ADNc de cadena sencilla se llevd a cabo siguiendo la
metodologia descrita en el manual del SMART PCR ADNCc sintesis y de la enzima
SUPER SCRIPT II. La enzima SUPER SCRIPT Il (Life Technologies) tiene la
capacidad de aumentar la probabilidad de que los mensajes sean transcritos
completamente, debido a que posee actividad de transferasa terminal, la cual
anade algunos nucleotidos de deoxicitidina al extremo 3’ del ADNc, lo que permite
gue el oligonucledtido SMART Il A se acople creando un templado extendido
asegurando la transcripcion del mensaje completo (Clontech, Laboratories).
Ademas, esta enzima esta genéticamente disefiada mediante la introduccion de
mutaciones puntuales, en lugar de la delecion del centro activo de la ARNasa H,
por lo que reduce de 10° a 10’ veces actividad ARNasa H y las mutaciones
selectivas producidas en el centro activo mantienen completa la actividad
polimerasa, lo que permiti0 mejorar la calidad y rendimiento de la sintesis de

ADNCc de cadena sencilla.
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El ARN total (1pg) se emple6 como templado para sintetizar ADNc de

cadena sencilla.

1. Para cada muestra control y problema de ARN de estudio se mezclaron
los siguientes reactivos en un tubo eppendorf estériles de 0.5 mL respectivamente:
3 uL de ARN Total
+ 1uL 3 oligonucleédtido Il A SMART CDS (10 uM)
1 ul Oligonucleétido SMART Il A (10 uM)

5uL Volumen Total

2. Se mezclo y centrifugé brevemente a velocidad maxima por 5-6
segundos en una microcentrifuga.
3. Se incubd la reaccion a 70°C en un termociclador por 2 minutos.
4. Se centrifugd brevemente para colectar el contenido.
5. Se afadieron los siguientes reactivos a cada tubo de reaccion:
2 uL Regulador de primera cadena 5X
1 uL DTT (20 mM)
1 uL dNTP 50X (10 mM)
1 uL Transcriptasa reversa SuperScript Il.
6. Se mezcld en vortex y se centrifugaron los tubos brevemente.
7. Se incubaron los tubos a 42°C por 1 hora en un termociclador.
8. Se diluyd el producto de la reaccién de primera cadena adicionando 40
uL de regulador TE (10 mM Tris [pH 7.6], 1 mM EDTA).
9. Se calentaron los tubos a 72°C por 7 minutos.

6.2.20 Sintesis de ADNc de doble cadena

El ADNc de cadena sencilla tiene en sus extremos secuencias que sirven

como sitios de reconocimiento para que el oligonucle6tido PCR se una y se inicie
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con la amplificacion por PCR, por lo cual es necesario determinar el nimero de
ciclos 6ptimo de PCR necesarios para obtener un ADNc de doble cadena que
mejor represente los ARNm, presentes en cada condicién. La optimizacion del
namero de ciclos éptimo para la amplificacion de la segunda cadena es importante
debido a que esto asegura que los ADNc se encuentran en su fase exponencial de
amplificacion; es decir todos los ADNc provenientes de los ARNm se encuentran

expresados.

Se llevo a cabo un barrido de ciclos de PCR: 15, 20, 30, 35,40 y 45 como

se muestra a continuacion:

Para cada muestra control y problema, se adicioné un tubo extra de
reaccion para determinar el nimero Optimo de ciclos de PCR, debido a que es
necesario llevar la amplificacion de ADNc de doble cadena a la fase exponencial.

El protocolo se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Se calent6 el termociclador a 95°C.

2. Para cada reaccion, se emple6 10uL de ADNc de cadena sencilla

3. Se prepar6 la mezcla de reaccion para todos los tubos, mas un tubo
adicional, se mezclaron los siguientes componentes en el orden en que

se enlistan a continuacion:

Para cada reaccion:
2.0 uL Agua desionizada
1.5 uL Taq Platinium
10.0 uL Regulador 10X solucion amortiguadora PCR minus
+ 2.0uL dNTP 50X (10 mM)
2.0 uL Oligonucledtido 5° PCR Primer Il A (10 uM)
3.0 uL Mezcla Advantage MgCl,

20.0 uL Volumen total
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4. Se colocaron 20 uL de la mezcla anterior y se adicionaron al tubo del
paso 2
5. Se mezclé ligeramente en vortex y se centrifugd brevemente a
velocidad méaxima por 5-6 segundos en una centrifuga de mesa.
6. La mezcla se dividié en dos tubos uno con 70 plL y otro con 30 pulL,
7. Los 30 pL se alicuotaron en volumen de 5 puL en tubos PCR, se
cerraron los tubos y se colocaron en el termociclador precalentado.
8. Se inici6é la amplificacion por PCR utilizando el programa para el
termociclador PE9700: el paquete proporciona las condiciones
adecuadas dependiendo del termociclador con que se cuente.
e 95°C 2min
e Xxciclos
v’ 94°C 30 segundos
v' 55°C 30 segundos
v’ 72°C 6 minutos

Se llevaron todos los tubos a 15 ciclos y el tubo con 70 uL se retiro del
termociclador y almacenado a -20°C, después se empled el tubo extra de cada
reaccion para determinar el nimero éptimo de ciclos de PCR, como se describe a

continuacion:

8. Para cada tubo extra (5 uL) se determiné el nimero Optimo de ciclos de
PCR:
a. Se continud con la reaccién de PCR para todos los tubos y cada 5
ciclos se fue retirando un tubo hasta completar los 40 ciclos para el
ultimo de los tubos. Cada tubo se almacend en un recipiente con hielo.
9. Se llevo a cabo una electroforesis de 5 pL de cada tubo de reaccién de
PCR junto a 0.1 uL de marcador de ADN de 1.0 kb en un gel de agarosa
al 1.2% / EtBr en solucion reguladora TAE 1X.
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10. Los tubos de 15 ciclos (70 uL de cada muestra) de PCR almacenados
a -20°C se colocaron en el termociclador, para llevar a cabo los ciclos
adicionales, hasta que se alcanz6 el niumero 6ptimo de ciclos.

11. Cuando el numero de ciclos se completd, se analizaron 5 uL de la
muestra junto a 0.1 uL de marcador de tamafio 1 kb en un gel de
agarosa al 1.2% / EtBr en solucion reguladora TAE 1X.

12. Se adicionaron 2 pL de EDTA 0.5 M a cada tubo para terminar la
reaccion.

13. Los productos de PCR para cada una de las muestras se

almacenaron a -20°C.

6.2.21 Detecciéon de ADNc de doble cadena sintetizado

Para iniciar con el analisis de la sintesis de ADNc de doble cadena fue

necesario llevar a cabo una electroforesis en gel de agarosa como se indica:

Se pesaron 1.2 g de agarosa y se adicionaron 2 mL de TAE 50X mas 98
mL de agua destilada estéril en un matraz, después se mezcld y se calentd en
horno de microondas 1.5 minutos, se dejo enfriar y se adicion6é 1 uL de bromuro

de etidio.

1. Se vacio la agarosa dentro del molde de la camara de electroforesis,
colocando un separador en un extremo del molde para generar pozos,
se esper6 a que se solidificara la agarosa, con precaucion el
separador fue retirado y se adiciond regulador de corrida TAE 1X
hasta cubrir la superficie del gel perfectamente.

2. Se adicionaron 3 uL de marcador de tamafio molecular 1.0 kb al

carril nUmero 1.
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3. Empleando una punta estéril se tomaron 5 uL de ADNc de doble
cadena y 2 uL de regulador de carga, se mezclaron por pipeteo y se
depositaron los 7 uL en el siguiente pozo del gel.

4. Se aplicaron 86 volts durante 45 minutos 0 hasta antes que las
bandas del regulador de carga alcanzaran el final del gel.

5. Se observo el gel con una lampara de luz ultravioleta, empleando el
software BioCaptMW Version 10.02, la imagen se guardo en formato
JPG.

6.2.22 Arreglos de RT-PCR cuantitativo

Para la determinacion cuantitativa de los transcritos de la cascada de
sefalizacion de p53, se homogenizaron 102 pL de ADNc diluido (100 ng/pL) de
las células tratadas y del control con la mezcla RT? Real-Time™ SYBR
Green/ROX PCR mastermix (PA-012, SABiosciences, USA) de acuerdo al
protocolo de manufactura. La expresion de 84 genes se determind empleando el
arreglo para PCR en tiempo real RT? Profiler disefiado para muestras humanas
(SABiosciences USA, PAHS-027A) como se especifica en el protocolo de
manufactura utilizando el equipo Mx 3005P QPCR system (Stratagene, La Jolla,
CA, USA) bajo las siguientes condiciones: 95 °C, 10 minutos seguido de 40 ciclos
de 95°C-15 segundos / 60 °C-1 minuto. El arreglo incluyé genes relacionados con
la cascada de sefializacion de p53 relacionados con apoptosis, ciclo celular,
proliferacion celular, diferenciacion y reparacion del ADN. Se incluyeron 3 genes
constitutivos como controles: beta-2-microglobulina (B2N), gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y beta-actina (ACTB).

Los datos se evaluaron con el software MxPro (Strategen) y se
analizaron a través del portal en internet para el analisis de datos para arreglos de
PCR cuantitativo proporcionado por SAbioscience. Se consideraron secuencias

como potencialmente moduladas si el cambio entre las muestras provenientes de
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las células sometidas a tratamiento y las no tratadas fue mayor de 1.1 veces
(induccién o inhibicién) de acuerdo con las instrucciones del portal

(http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php).

7 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los resultados entre variedades de frijol se realiz6 la
comparacion entre medias con la prueba de Tukey. La concentracién letal media
(CLso) se calculo por regresion lineal y se expreso como el Log de la concentracion
del EFFND vy su equivalencia en mmol de &cido acético, propionico y butirico. El
paquete estadistico para el analisis se realizé con el programa JMP versiéon 5.0.1
(a = 0.05). El analisis de datos para la expresion transcripcional se hizo mediante
el portal web de andlisis de datos de arreglos de PCR provisto por la compafiia
SABiosciences, basado en el método AAC; con normalizacion de los datos crudos

para los genes control.

8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Composicién quimica de frijol comun (Phaseoulus vulgaris L.) variedad
Negro 8025, Pinto Durango y Azufrado Higuera con y sin tratamiento

térmico

En el cuadro 2 se muestra el contenido de proteinas, grasa, fibra total
(insoluble y soluble) de las tres variedades de frijol en estudio; donde se observa
un incremento en relacién al porcentaje de proteinas en el frijol cocido respecto al
frijol crudo. Lo anterior puede explicarse debido a que el proceso de coccion
puede modificar las caracteristicas fisicoquimicas de las leguminosas. Ademas, el

proceso de liofilizacion incrementa la concentracion de los nutrimentos, por lo que
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estos factores tienen efecto en las cantidades finales de los mismos (de Almeida-
Costa et al., 2006).

Dichos porcentajes son comparables con los reportados anteriormente
por autores como Reyes-Moreno y Paredes-Lopez (1993), quienes obtuvieron
valores de 20.3% - 29% de proteinas en diversas variedades cultivadas en
México. Estas variaciones pueden deberse debido a que la cantidad total de
proteinas depende de la variedad, origen, locacion, clima, condiciones

ambientales y tipo de suelo en el cual crecen (Worthington,1972).

En cuanto al porcentaje de lipidos, el frijol cocido presenté una ligera
disminucién en comparacion con el crudo, lo cual puede deberse a la formacién de
complejos almiddn-lipidos (Osorio-Diaz et al., 2002) y a la oxidacion de las grasas
en el tratamiento térmico dando lugar a productos secundarios (Reyes-Moreno y
Paredes-Lopez, 1993). Estos resultados son similares a lo citado por Bednar y
colaboradores (2001) quienes reportaron de 1.6 a 3.3% para frijol comun de las

variedades negro y rojo.
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Cuadro 2. Composicion quimica del frijol comin (Phaseolus vulgaris L.)

variedades Negro 8025, Pinto Durango y Azufrado Higuera.

Negro 8025 Pinto Durango Azufrado Higuera
Crudo Cocido Crudo Cocido Crudo Cocido
Proteina 20.33+0.07" 22.24+0.62 21.63+0.23° 23.45+0.29° 26.30 +0.24° 28.39+0.71°
Lipidos 2.13+0.23"% 168+0.04®® 3.08+0.84° 159+0.16® 1.20+0.19° 1.23+0.02°
Humedad 10.57 +0.02"° 63.64+0.26% 11.30+0.3° 64.52+0.07° 9.47+0.08° 64.56+0.21°
Cenizas 4.30+0.05° 3.60+0.10° 4.34 07 3.82+0.03" 3.86+0.02° 3.82+0.03"
Fibra total 49.78 £ 0.65° 5857 +0.46° 37.47+1.68" 46.37+0.71™ 4453+0.83° 51.34+0.21°
Fibrainsoluble 49.11+0.84° 57.84+0.47° 37.15+1.68% 46.12+0.72" 43.28+0.98° 50.82 +0.14"
Fibrasoluble  0.67+0.19° 0.73+0.01%® 0.32z0° 0.25+0° 1.25+0.14* 0.52+0.07°

Resultados expresados como la media + error estandar de dos experimentos independientes con
dos repeticiones cada uno presentados como el porcentaje (%) por gramo de muestra base seca.

Letras diferentes por rengldn indican diferencia significativa de a=0.05

En el contenido de fibra dietética total puede observarse un aumento en el
frijol cocido respecto al crudo. Autores como Serrano y Goiii (2004) han sugerido
gue estos cambios pueden deberse a la presencia de sustancias amilaceas en el
grano, que al enfriarse retrograda parte del almidén y éste se cuantifica como fibra
dietética. Los resultados correspondientes a las variedades en estudio del
presente trabajo son comparables con aquellos reportados por Bednar y
colaboradores (2001) para la fibra dietética total (36.2 - 46.2%) y para la fibra
soluble (0 - 3.2%). Sin embargo, el contenido de fibra insoluble es ligeramente
mayor comparado con el que reportan estos mismos autores (36.2 - 39.4%).
Ademas, cabe mencionar que la variedad que presenté un menor cambio en la
cantidad de fibra dietética total al someterse al tratamiento térmico fue Azufrado
Higuera, probablemente relacionado con el menor tiempo de coccion requerido

para esta variedad de frijol.
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Debido a que el frijol Negro 8025 cocido presenté una mayor cantidad de
fibra dietética (sustrato fermentable) en comparacion con las variedades Pinto
Durango y Azufrado Higuera (12.2 % y 7.23 % mas, respectivamente), se eligié
esta variedad para la fermentacion in vitro y evaluar el efecto del EFFND sobre las
células HT-29.

8.2 Contenido de oligosacaridos y almidén resistente en frijol crudo, cocido
y en la FND de |la variedad Negro 8025

En el cuadro 3 se muestra el contenido de oligosacéridos totales, rafinosa,
estaquiosa, verbascosa y almidon resistente en frijol crudo, cocido y en la FND de
la variedad Negro 8025., siendo la estaquiosa el a-galactésido mayoritario en el
frijol cocido, seguido de la verbascosa y rafinosa. Proporciones similares se han
reportado previamente por Muzquiz y colaboradores (1999) y Trugo vy
colaboradores (2000) para variedades de frijol coman. EI mayor contenido de
oligosacaridos en el frijol cocido se debié probablemente a una mayor lixiviacion
de los componentes solubles y la liberacion de oligosacéaridos durante la coccion
(Han y Baik 2006). También se ha reportado que los oligosacéaridos sufren una
hidrélisis enzimética y liberan oligosacaridos a partir de las macromoléculas unidas
durante la coccién, dando como resultado un aumento en el contenido de
oligosacaridos (Jambunathan et al., 1994; Trugo et al., 2000). El porcentaje de
almidon resistente en la FND fue de 26.82%, ligeramente menor al 30.8%
reportado por Feregrino-Pérez y colaboradores (2008) para el frijol cocido de la
misma variedad. Las diferencias entre cultivares podrian deberse por las
condiciones ambientales de cultivo. Sin embargo, el rendimiento de la extraccion
de la FND a partir de la muestra de frijol cocido fue de un 58%, lo que implica que
este cultivar tiene una cantidad apreciable de compuestos susceptibles de
fermentacion en el colon, y por ende, de la produccion de compuestos con

actividad bioldgica.
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Cuadro 3. Contenido de oligosacaridos totales, rafinosa, estaquiosa, verbascosa y

almidon resistente en frijol crudo, cocido y en la FND de la variedad Negro 8025.

Crudo Cocido FND

Oligosacaridos totales 1.02+0.09° 4.39+0.13%* 0.32+0.01°

Rafinosa 0.04+0.01° 0.13+0° 0.23+0.01?
Estaquiosa 0.89 +0.47° 2.74+0.12° <LD
Verbascosa 0.09+0.06° 1.51+0.01> 0.09+0°
Almidon resistente ND ND 26.82 + 0.10%

Los resultados son el promedio de dos experimentos independientes + error estandar.

Los oligosacaridos se expresan como mg por gramo de muestra en base seca y el almidon
resistente se expresa como el porcentaje (%) por gramo de muestra base seca.

Letras diferentes por linea indican diferencia significativa de a=0.05, Prueba de Tukey.

ND = no determinado; <LD = por debajo del limite de deteccién.

8.3 Contenido de taninos condensados (TC) y flavonoides totales (FT) de

frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) variedad Negro 8025

El cuadro 4 muestra el contenido de TC y FT en frijol crudo y cocido de la
variedad Negro 8025 y en su FDN. Los taninos condensados se expresan en
miligramos equivalentes de (+)-catequina / gramo de muestra. Estos compuestos
disminuyeron en las muestras de frijol cocido, lo que sugiere la formacion de
complejos con proteinas (Reyes-Moreno y Paredes-Lépez 1993). De acuerdo con
Bressani y colaboradores (1983), alrededor del 60% de los compuestos fendlicos
se retienen en el frijol negro durante la cocciéon con una porcién unida a proteinas
y al almidon, complejos que no son detectables por diversos métodos (Deshpande
y Cheryan, 1983). Resultados similares para variedades de frijol Negro se ha
documentado por Aparicio-Fernandez y colaboradores (2005) y Feregrino Pérez y
colaboradores (2008).
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Por otra parte, puede observarse un incremento en el contenido de
taninos condensados en el FDN, la cual consiste no solamente de fibra dietética,
sino también de otros compuestos con resistencia a la accion de las enzimas
digestivas, tales como el almidon resistente, proteinas resistentes, polifenoles,
compuestos de Maillard, entre otros (Saura-Calixto et al., 2000). Se ha
demostrado que la mayor parte de los polifenoles se encuentran asociados a la
FND de los alimentos, entre los cuales se encuentran los taninos condensados y
polifenoles hidrolizables, siendo las leguminosas uno de los alimentos con la més
alta concentracién de estos compuestos (Saura-Calixto et al., 2007). Ademas, se
ha reportado que la porcion de polifenoles no extraibles en la dieta puede ser
incluso el doble que los polifenoles extraibles, cuyos efectos biolégicos estan
asociados a su biodisponibilidad, la cual tiene lugar principalmente en el intestino
grueso, donde estos compuestos pueden ser metabolizados por las bacterias

colonicas (Serrano et al., 2005; Saura-Calixto et al., 2007).

Cuadro 4. Contenido de taninos condensados y flavonoides totales en el frijol
crudo, cocido, FND y EFFND del frijol comun variedad Negro 8025.

Muestra Taninos condensados® Flavonoides totales?
Frijol crudo 17.90 + 0.23° 1.00 + 0.02%
Frijol cocido 14.61 + 0.01° 0.69 + 0.05"
FND 20.71 + 0.44% 0.61 +0.03"
EFFND <LD 0.41+0°

1mg equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra base seca o mL de EFFND.

’mg equivalentes de rutina por gramo de muestra base seca o mL de EFFND.

Resultados expresados como la media + error estandar de dos experimentos independientes con
dos repeticiones cada uno. Letras diferentes por columna indican diferencia significativa, a=0.05,
prueba de Tukey.

FND = Fraccion no digerible a partir del frijol cocido

EFFND = Extracto de la fermentacion de la fraccién no digerible del frijol cocido.
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El contenido de FT disminuy0 significativamente después del tratamiento
térmico. Sin embargo, esta diferencia no se observo entre el frijol cocido y su FDN
(Cuadro 4). Estos valores son mas bajos que los obtenidos por Feregrino Pérez y
colaboradores (2008) para el cultivar del mismo frijol. Se puede atribuir las
diferencias entre cultivares a las condiciones climéticas durante la temporada o el
tipo de suelo donde se realizé el cultivo, asi como las condiciones de

almacenamiento poscosecha.

La pequefa cantidad detectada de compuestos fendlicos después de la
fermentacion (EFFND) sugieren que estos compuestos se liberan de la matriz del
alimento y se solubilizan en el medio de fermentacion por la accion de las enzimas
bacterianas del colon. Ademas, los TC son compuestos particularmente
susceptibles a la fermentacion con la microbiota intestinal, por lo que su
biodisponibilidad en el intestino grueso aumenta, lo que también explica que no
haya sido posible detectar el contenido de estos en el EFFND (Saura-Calixto et al.,
2007).

8.4 Efecto de la fermentacion del FND del frijol comin Negro 8025 sobre el

pH del medio de incubacion

En el cuadro 5 se muestra la evolucion del pH como consecuencia de la
fermentacion de la FND del frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) Negro 8025 y de la
rafinosa (como control de sustrato fermentable) en el medio de incubacion
empleando el inoculo fecal de un donador. Se puede observar una disminucion en
el pH en el transcurso del tiempo. La marcada disminucién del pH por la
fermentacion de la rafinosa puede deberse a que este oligosacarido es
rapidamente fermentable y se encontraba mas disponible a la accion de las

bacterias comparado con el complejo de la FND (Guillon y Champ, 2002).
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Cuadro 5. Efecto de la FND del frijol Negro 8025 y rafinosa sobre el pH durante la

fermentacion in vitro.

Muestra Oh 12 h 24 h 48 h
Control 7.07 £0.014* 6.87 £0.014* 6.95+0.007* 7.14+0.007%
FND 6.93 + 0.007" 5.82+0° 5.73 + 0.007" 5.80 + 0"
Rafinosa 7.05+0.007%° 4.45+0.014° 4.27+0.007° 4.38+0.007°

FND: fraccién no digerible.

Los resultados se presentan como el promedio de dos experimentos independientes con dos
repeticiones cada uno + error estandar.

Letras mindsculas en la misma columna muestran diferencia significativa entre muestras a=0.05,

prueba de Tukey.

En el cuadro 6 se muestra la evolucion del pH en el medio de incubacion
durante la fermentacion in vitro realizada con las heces frescas, congeladas y
liofilizadas de un donador, donde se puede observar una tendencia similar,
independiente del indculo fecal empleado. Puede observarse un pH mayor al inicio
y disminuyendo en el tiempo, lo que sugiere la produccion de acidos organicos en

el proceso (Gibson et al., 1996; Belenguer et al., 2007).

Cuadro 6. Efecto de la fermentacion de la FND de frijol comun variedad Negro

8025 sobre el pH del medio de incubacién usando inéculo fecal en diferentes

condiciones.

Inéculo Oh 12 h 24 h 48 h
Fresco 6.93 + 0.02° 5.82 + 0.02% 5.72 + 0.05° 5.80 + 0.29%
Congelado 7.02 +£0.02° 5.75+ 0.02° 5.75 + 0.05° 5.76 + 0.29°
Liofilizado 6.88 + 0.02° 5.98 + 0.02° 5.54 + 0.05° 5.36 + 0.29°

Cada valor representa la media + error estandar de dos experimentos con dos repeticiones cada

uno. Letras diferentes entre indculos indican diferencia significativa de a = 0.05. Prueba de Tukey.
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8.5 Contenido de AGCC en el extracto de la fermentaciéon in vitro de la
fraccion no digerible (EFFND).

Para fines comparativos, se decidié evaluar la produccion de AGCC en el
EFFND expresados como mmol de acido graso por mL de EFFND (Cuadro 7),
usando como in6culo las heces frescas, congeladas vy liofilizadas de un mismo
donador. Se puede observar que el mayor rendimiento de estos acidos se obtuvo
utiizando las heces frescas, en menor concentracion con las congeladas y
finalmente cabe destacar que bajo las condiciones experimentadas, no hubo
produccion de AGCC usando las heces liofilizadas. Este comportamiento pudiera
atribuirse a la falta de reactivacion de las bacterias productoras de AGCC antes de
llevar a cabo la fermentacion o probablemente a que la viabilidad se ve afectada

por el estrés al que se someten las bacterias en el proceso de liofilizacion.

Interesantemente, no se observo una relacion directa en la produccion de
los tres AGCC evaluados con la evolucion del pH del medio de incubacion (Cuadro
6), ya que en todos los casos se presentdé una tendencia similar,
independientemente de la produccion de los tres AGCC determinados (Cuadro 7).
Barry y colaboradores (1995) reportaron un efecto similar al realizar la
fermentacion in vitro de fibra de soya usando in6culo fecal humano, observando
gue el pH no se relacion6 directamente con la produccion de AGCC, ni con el
indice de fermentabilidad, por lo que sugieren que el pH no debe usarse como

indicador de los anteriores.

Los resultados sugieren la influencia de la produccion de acidos organicos
intermediarios (acido lactico) como resultado del desarrollo de bacterias lacticas,
provocando una disminucién del pH, lo que a su vez favorece el crecimiento de
estas (Hove y Mortensen, 1995; Granito et al., 2003). Ademas, se ha demostrado
gue la disminucion del pH puede ser suficiente para inhibir la fermentacion a
AGCC (Holtug et al., 1992; Belenguer et al., 2007).

82



Por otro lado, el EFFND correspondiente a las 48 horas de fermentacion
(extracto usado en el ensayo biolégico) presenté la mayor produccién de acido
acético seguido del butirico y propidnico (Cuadro 7), siendo el &cido butirico
detectable solamente en el extracto de la fermentacion de la FND del frijol
(EFFND). Lo anterior sugiere que la fermentacion de la FND pudiera conferir
mayor efecto quimioprotector comparado con la fermentacion a partir de
carbohidratos de manera aislada (Titgemeyer et al., 1991; Garcia-Peris et al.,
2002). La proporcion entre el &cido acético, propiénico y butirico (67:3:30,
respectivamente) en el EFFND proveniente de la fermentacién con el inéculo fecal
fresco es similar a lo que se ha reportado en otros estudios (Beyer-Sehimeyer et
al., 2003; Munjal et al., 2009).
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8.6 Efecto del EFFND sobre la sobrevivencia de células HT-29

En Iafigu-ra 11 se muestra la sobrevivencia de las células HT-29 después
de 24 horas de tratamiento con el EFFND de la variedad Negro 8025, asi como
aquellas correspondientes al control negativo (células sin tratamiento). Con la
curva dosis-respuesta se calculé el valor de la concentracion letal media (CLso)
equivalente a 7.36 mmol, 0.33 mmol y 3.31 mmol de &cido acético, propionico y

butirico, respectivamente.

En base a lo anterior se puede sugerir que la FND contiene sustratos
fermentables por las bacterias del colon, lo que se correlaciona con la produccion
de AGCC. Estos resultados son similares a los reportados por Campos-Vega
(2009), quien evalud el extracto de la fermentacion de polisacaridos del frijol
comun cocido variedad Bayo Madero, observando una inhibicion en la
sobrevivencia de las células HT-29 en las mismas condiciones evaluadas en este
trabajo, con una CLsg equivalente a 5.1, 0.68 y 1.19 mmol/mL de acido acético,
propionico y butirico, respectivamente. Las diferencias en las concentraciones de
los AGCC en la CLsp entre los dos estudios pueden atribuirse a factores como la
variedad de frijol comun, composicién quimica influida por las condiciones de
cultivo, cosecha, almacenamiento, y a las variables relacionadas con la
fermentacion in vitro como la microflora del donador del in6culo fecal (Cummings
et al.,, 2001; Wichienchot et al., 2006, Wong et al., 2006; Mallillin et al., 2008).
Asimismo, estos resultados sugieren la participacion de otros compuestos

presentes en el EFFND, probablemente compuestos fendlicos y biopéptidos.
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Figura 11. Sobrevivencia de células HT-29 después 24 horas de tratamiento con el
EFFND.

Cada valor representa la media + desviacién estandar de dos experimentos independientes con
dos repeticiones cada uno.

8.7 Evaluacion del efecto de los AGCC en la sobrevivencia de las células
HT-29

Para determinar la influencia de los AGCC en el efecto inhibitorio del
EFFND sobre la sobrevivencia de las células HT-29, se realiz6 el ensayo
biolégico con una mezcla sintética de los AGCC en las concentraciones
equivalentes a la CLsp (7.36 mmol, 0.33 mmol y 3.31 mmol de acido acético,
propidnico y butirico, respectivamente), usando las mismas condiciones de
incubacién que se emplearon para el ensayo con el EFFND. En la figura 12 se
puede observar que el 82.37% de las células sobrevivieron después del

tratamiento con AGCC-CLsg, lo que representa un efecto inhibitorio del 17.63%.
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Figura 12. Comparacion del efecto de los tratamientos EFFND-CLsg y AGCC-CLsg

en la sobrevivencia de las células HT-29

Cada valor representa la media * error estandar de dos experimentos independientes con dos

repeticiones cada uno. Letras diferentes indican diferencia significativa, Prueba de Tukey.

Campos-Vega (2009) demostro el efecto benéfico de los AGCC al
observar que el 64% de las células HT-29 sobrevivieron después del tratamiento
con estos compuestos, lo que sugiere un papel importante de los mismos en la
inhibiciébn de la sobrevivencia de esta linea celular. Las diferencias en las
concentraciones de los AGCC entre los dos estudios pueden deberse al tipo y
cantidad de compuestos fermentables (fibra dietética y compuestos fendlicos)
propios de cada variedad de frijol coman, asi como la caracteristicas de la
microflora fermentativa utilizada en cada estudio, la cual también influye en el tipo
y concentracion de compuestos quimioprotectores (Cummings et al., 2001,
Wichienchot et al., 2006, Wong et al., 2006; Mallillin et al., 2008).

Cabe mencionar que como parte de la caracterizacion parcial del EFFND
también se cuantificé el contenido de proteinas por el método de Bradford,
obteniendo una concentracion de 110.87 pg/mL. Le Leu y colaboradores (2007)

demostraron que algunos de los productos de la degradacion colénica de las
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proteinas tuvieron actividad quimioprotectora tras suministrar una dieta a base de
proteinas de papa a ratas de la cepa Sprague Dawley, observando un incremento
en la produccién de AGCC y una menor incidencia de neoplasias en el colon, lo
gue sugiere que aunque la mayoria de los productos de la degradacién colonica
de las proteinas da a lugar a compuestos toxicos (amoniaco, fenoles, indoles y
aminas) (Hughes et al., 2000), existe una fraccion con la capacidad de promover
la formacién de compuestos quimioprotectores en el colon, probablemente

péptidos bioactivos.

Estos resultados nos permiten sugerir que, ademas de los tres AGCC
evaluados en este estudio, probablemente existe la participacion de otros
compuestos bioactivos presentes en el EFFND, tales como biopéptidos,
compuestos fendlicos y otros acidos grasos derivados de la fermentacion con
actividad biologica (Beyer-Sehlmeyer et al., 2003; Veeriah et al., 2007; Ooi et al.,
2010).

8.8 Efecto citotéxico del EFFND y AGCC en células HT-29

Para determinar si la inhibicion de la sobrevivencia de las células HT-29
fue inducida por la accion necrética del EFFND-CLsp y AGCC-CLsy (mezcla
sintética de acido acético, propidnico y butirico equivalente a la concentracion
encontrada en la EFFND-CLs), se midio la toxicidad de los mismos por la
liberacion de la LDH de las células tratadas. Esta enzima es estrictamente
citoplasmatica, por lo que su presencia en el medio de cultivo representa una
medida del rompimiento de la membrana plasmatica, reflejando una muerte celular

inducida por necrosis.

En la figura 13 se muestra el efecto de los tratamientos evaluados
(EFFND-CLsp y AGCC-CLsp) en términos del porcentaje de citotoxicidad por

actividad de la LDH liberada en el medio de cultivo de las células HT-29.
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Figura 13. Comparacion del efecto citotoxico de los tratamientos EFFND-ClLsgp ¥
AGCC-CLsgp en las células HT-29.

Los resultados representan la media * error estandar de dos experimentos con dos repeticiones
cada uno. Letras diferentes indican diferencia significativa a=0.05, prueba de Tukey.

ASB= albuimina sérica bovina

Se puede observar que el tratamiento EFFND-CLsy provocd una mayor
liberacion de LDH al medio de cultivo en comparacion con el tratamiento de
AGCC-CLsg, probablemente debido a algunos compuestos citotoxicos generados
durante la fermentacion de la FND. Se ha reportado que algunos productos de la
fermentacion de las proteinas y compuestos fendlicos, como es el caso de algunos
AGCC, pueden causar dafo celular directa o indirectamente (Cummings y
Macfarlane, 1991). No obstante, ambos tratamientos fueron significativamente
menos citotoxicos que el control de Triton 1%, representando un porcentaje bajo si
se les compara con valores reportados para diversos compuestos
guimioprotectores (Dommels et al.,, 2003; Riganti et al., 2008; Jo et al., 2011).
Estos resultados sugieren que tanto el tratamiento con el EFFND, como la mezcla
sintética de AGCC, no son citotoxicos ya que no inducen la muerte celular por

necrosis.
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8.9 Efecto del EFFND sobre lafragmentacion del ADN en células HT-29

La muerte celular genéticamente programada puede identificarse por
varios métodos, entre los que se encuentra la técnica de TUNEL, con la que se
puede observar la fragmentacién del ADN como manchas marrones (Figura 14A).
Para confirmar la inhibicion de la sobrevivencia, las células HT-29 fueron tratadas
con EFFND-CLsp y AGCC-CLs. Se observo un pequefio porcentaje de TUNEL-
positividad en el control (células no tratadas) presentando diferencia significativa
respecto a las células sometidas a los tratamientos (Figura 14B). Por el contrario,
las células tratadas con EFFND-CLsp y AGCC-CLsp no mostraron diferencia
significativa entre ellas respecto al nimero de células apoptoéticas (39.9 % y 34 %,
respectivamente). Estos resultados sugieren que el efecto apoptético del EFFND
se debe principalmente al efecto ejercido por los AGCC presentes en el EFFND.
La fragmentacion del ADN por parte de compuestos quimioprotectores se ha
informado por otros autores (Juan et al.,, 2006; He et al., 2007; Lim et al., 2007).
Estos resultados confirman estudios in vivo previos en nuestro laboratorio
realizados con la misma variedad de frijol coman (Feregrino-Pérez et al., 2008) y
sugieren que la presencia de compuestos fendlicos, especialmente de taninos

condensados, no es un pre-requisito para la induccion de apoptosis.
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Figura 14. Efecto de los tratamientos EFFND-CLsp y AGCC-CLsp en la
fragmentacion del ADN en células HT-29.

Los resultados se expresan como el porcentaje de células apoptéticas + error estandar.

A. Células apoptéticas identificadas como ADN fragmentado por la técnica TUNEL, visualizado
como manchas marrones (indicadas con flecha). A) Control (HT-29 sin tratamiento), b) Células
tratadas con EFFND-CLsg, c) Células tratadas con AGCC-ClLsg

B. Células apoptéticas (%).

Los resultados representan la media + error estandar de dos experimentos con dos repeticiones

cada uno. Letras diferentes por muestra indican diferencia significativa a=0.05, prueba de Tukey.
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8.10 Andlisis de la regulacién de la expresion transcripcional en las células
HT-29 después de los tratamientos EFFND-CLso y AGCC-CLsg

Se realizaron arreglos de PCR para observar el perfil de la modulacion de
la expresion transcripcional de 84 genes relacionados con la via de p53 (TP53) en
células HT-29 tratadas (EFFND-CLsy y AGCC-CLso) y no tratadas (control). Los
resultados se presentan como la regulacion de genes = 2.0 veces (inducidos o
inhibidos) entre las células tratadas con EFFND-CLsg y AGCC-CLsg y las células
control (Cuadros 8 y 9) de acuerdo con el andlisis de los datos obtenidos en el
software del fabricante (SABiosciences). Sin embargo, también se consideraron
algunos genes regulados <2 veces, ya que sus niveles de RNAmM pueden ser
funcionalmente relevantes (lacomino et al., 2001). Finalmente, se integraron, para
fines préacticos, algunos de los genes regulados por ambos tratamientos dentro de

mecanismos de accion sugeridos (Figuras 15y 16).
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Cuadro 8. Genes regulados positivamente (=2 veces) con los tratamientos

EFFND-CLsp y AGCC-CLso en comparacion con las células HT-29 no tratadas.

Nivel de regulacion

Simbolo Funcion biologica EFEND AGCC
Apoptosis
APAF1 Induccién de apoptosis 108.38 3.24
BID Induccién de apoptosis 32.00 19.12
CASP2 Induccién de apoptosis 1.07 3.47
CASP9 Induccién de apoptosis 12.73 3.88
El24 Induccién de apoptosis 8.57 --
FASLG Induccion de apoptosis 2.13 4.55
TNF Induccion de apoptosis, proliferacion celular, inflamacion 3.63 -
TNFRSF10B Induccion de apoptosis 8.46 3.11
GML Induccién de apoptosis 2.27 1.64
Regulacién del ciclo celular
ATR Regulacion negativa del ciclo celular, reparacion de ADN 4.63 3.15
BAI1 Inhibiciéon de angiogénesis y crecimiento celular - 6.90
CCNE2 Punto de control del ciclo celular 7.94 -
CCNG2 Regulacion negativa del ciclo celular y proliferacion 3.86 5.30
CHEK2 Punto de control del ciclo celular 1.64 3.52
E2F3 Regulacién del ciclo celular -- 3.20
GADD45A Arresto del ciclo celular, reparacion de ADN 1.18 1.42
NF1 Regulacion negativa del ciclo celular 4.66 -
PCBP4 Regulacion negativa del ciclo celular, induccién de apoptosis -- 2.23
RB1 Punto de control del ciclo celular 3.36 2.26
RPRM Regulacién negativa del ciclo celular 3.58 7.00
SESN1 Regulacién negativa del ciclo celular 12.38 28.18
SIRT1 Regulacion negativa del ciclo, induccion de apoptosis celular 29.86 14.19
TSC1 Regulacion negativa del ciclo celular 1.78 10.32
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IL6

KRAS
MDM4
KAT2B
PPM1D
PRKCA
TNFRSF10D

MLH1
MSH2

Proliferacion celular
Induccion de la inflamacion y proliferacién celular

Proliferacion celular

Regulacion negativa de la proliferacion celular
Inhibicién del crecimiento celular

Crecimiento celular y anti-apoptosis
Proliferacién celular

Anti-apoptosis, sobrevivencia celular
Reparacion del ADN

Reparacion de ADN

Reparacion de ADN

2.14
2.81
6.06
3.12
4.44
6.36

1.82

2.06
2.57

2.69
3.96
3.55

12.79

4.65

4.49

3.31
2.31

Los resultados se normalizaron con respecto a genes control, los valores representan el grado de

regulacion de los ARNm en células HT-29 tratadas respecto al control. P = 0.05 comparado con el

control. — No aplica.
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Cuadro 9. Genes regulados negativamente (=2 veces) con los tratamientos

EFFND-CLsg y AGCC-CLsp en comparacion con las células HT-29 no tratadas

Simbolo Funcion biologica Nivel de regulacion

EFFND AGCC

Regulacién de la apoptosis
BAX Induccién de apoptosis -2.36 -1.57
BCL2 Anti-apoptosis -1.25 -1.37
BCL2A1 Anti-apoptosis -5.54 -1.44
BIRC5 Anti-apoptosis -24.42 -
CRADD Induccién de apoptosis -4.26 -2.12
ESR1 Induccién de apoptosis, inhibicion de la proliferacion -12.04 -11.82
FADD Induccién de apoptosis -2.11 -1.54
LRDD Induccién de apoptosis -2.23 -1.56
TP53AIP1 Induccién de apoptosis -4.82 -1.88
TP63 Induccién de apoptosis -1.02 -3.93
TRAF2 Anti-apoptosis -2.85 -1.63
Regulacién del ciclo celular

BTG2 Regulacion negativa del ciclo celular y de la proliferacion -2.14 -1.39
CCNB2 Punto de control del ciclo celular -1.49 -1.07
CCNH Control de la transcripcion y ciclo celular -1.69 -4.45
CDC2 Regulacion del ciclo celular -3.16 -9.15
CDK4 Arresto del ciclo celular -1.19 -1.07
CDKN2A  Arresto del ciclo celular -3.81 --
CHEK1 Punto de control del ciclo celular -10.48 -1.04
E2F1 Regulacion del ciclo celular, apoptosis -5.54 -5.40
E2F3 Regulacidn del ciclo celular -3.25 -
IFNB1 Regulacién negativa del ciclo celular -3.18 -2.35
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IGF1R

MYOD1

NF1

SESN2

TADA3L

TP53

TP73

WT1

CDC25A

CDC25C

EGR1

HK2

MYC

NFKB1

PRC1

MDM2

STAT1

BRCA1l

BRCA2

DNMT1

PPM1D

XRCC5

Regulacion del ciclo celular

Regulacién negativa del ciclo celular, diferenciacién
Regulacién negativa del ciclo celular

Regulacién negativa del ciclo celular

Regulacidn negativa del ciclo celular, induccion de apoptosis
Regulacién negativa del ciclo celular, induccion de apoptosis,
Regulacién negativa del ciclo celular, induccion de apoptosis
Regulacién negativa del ciclo celular

Proliferacion celular

Control de la proliferacion

Control de la proliferacion

Otros genes relacionados con el crecimiento, proliferacion y
diferenciacion

Proliferacién celular

Proliferacién celular

Proliferacién celular, anti-apoptosis, inflamacion

Proliferacién celular

Regulacion negativa de la proliferacion, induccién de
apoptosis

Regulacidn de la proliferacion y apoptosis

Crecimiento celular y reparacion de ADN

Gen supresor de tumores, reparacion de ADN

Gen supresor de tumores, reparacién de ADN

Regulacion de la metilacion de citocinas, reparacion de ADN
Crecimiento celular y anti-apoptosis

Reparacion de ADN

-2.16

-2.50

-3.23

-2.68

-84.45

-10.27

-6.63

-14.12

-6.32

-2.79

-5.54

-25.11

-4.63

-24.42

-3.39

-20.11

-6.41

-17.39

-2.23

-1.16

-3.69

-2.13

-1.54

-42.62

-2.63

-1.79

-5.25

-2.30

-3.17

-2.65

-12.41

-1.05

-30.55

-2.61

-8.19

-5.25

-32.30

-2.09

-4.67

Los resultados se normalizaron con respecto a genes control, los valores representan el grado de

regulacion de los ARNm en células HT-29 tratadas respecto al control. P = 0.05 comparado con el

control. — No aplica.
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Un tumor puede progresar por defectos en moléculas que regulan el ciclo
celular, como P53 y otras del control de la progresion del ciclo celular, a menos
gue todos los dafios del ADN hayan sido reparados. Sin embargo, la mutacién de
p53 (TP53) en células HT-29 provoca que se pierda su funcion, situacion asociada
con la inmortalizacién in vitro e in vivo en el desarrollo de cancer (Peralta-
Zaragoza et al., 1997). Rodrigues y colaboradores (1990) demostraron que las
células HT-29 tienen mutaciones como resultado de la desaminacién de una
citosina metilada en la regién CpG del gen p53 (codon 273), por lo que las células
HT-29 sobreproducen mutantes de p53. Interesantemente, este gen presento la
mayor regulacién negativa tanto por el tratamiento con el EFFND como por los
AGCC (-84.45 y -42.62, respectivamente. Cuadro 9). Un efecto similar fue
observado por Campos-Vega y colaboradores (2010) después del tratamiento con
el extracto de la fermentacion de polisacaridos de frijol comun cultivar Bayo
Madero en células HT-29, sugiriendo que la modulacion de la expresion del gen
p53 mutado como un mecanismo por parte de compuestos no digeribles en el frijol

comun sobre dicha linea celular.

La sobrevivencia celular en la progresion del cancer se apoya en varios
mecanismos, tales como la proliferacion, la falta de apoptosis, diferenciacion y la
reparacion del ADN. La progresion del ciclo celular se estimula por la actividad de
varias CDKs (cinasas dependientes de ciclinas), que pueden ser controladas por
las ciclinas y sus inhibidores CKIs (CDK de serotonina), entre otros mecanismos.
El buen funcionamiento del proceso del ciclo celular requiere de cambios en los
complejos de enzimas, como las que se forman entre dos proteinas: las ciclinas y
las cinasas dependientes de ciclinas (CDK). Las cinasas son enzimas que
fosforilan las proteinas, un acontecimiento importante en la regulacion del ciclo
celular. Los complejos CDK-ciclina conducen a las células de una fase del ciclo
celular a otra. Por lo tanto, la dindmica del ciclo dependeréa de las formas activas o
inactivas de los complejos CDK-ciclina, ademas del control de los inhibidores de
ciclinas (CKIl) (Sherr, 1993).
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Durante la transicion de la fase G1 a S, diferentes sustratos pueden ser
objetivo de los complejos CDK-ciclina, como el supresor de tumores Rb, que esta
asociado con el factor de transcripcion E2F. Cuando la proteina codificada por
este gen (pRb) se fosforila, el E2F se libera durante la fase G1 para participar en
la transcripcion de varios genes implicados en el progreso del ciclo celular
(Peralta-Zaragoza et al., 1997). Varios estudios han demostrado que la Rb
también actia como un regulador de la diferenciacion y el desarrollo. Ademas, el
complejo E2F-Rb reprime activamente la transcripcion de los promotores que
contienen los sitios E2F. El ensamblaje del complejo represor (Rb-E2F) sobre los
promotores es fundamental para la inhibicién del crecimiento mediada por Rb
(Zhang and Dean, 2001). En este estudio, el gen RB fue inducido (3.36 y 2.26
veces por el EFFND y SCFA, respectivamente. Cuadro 8), mientras que E2F fue
inhibido por ambos tratamientos (-5.54 y -5.40 veces por el EFFND y la mezcla de
AGCC, respectivamente. Cuadro 9), sugiriendo su participacion en la restriccion

del ciclo celular.

Cuando la ciclina D se asocia con la CDK4, se activa este complejo y es
responsable de la primera fosforilacion de Rb en la fase G1 (Coqueret, 2002). Otra
regulacion de este complejo se lleva a cabo por los inhibidores de CDK, como la
citocina TGF-beta, el cual inhibe el crecimiento mediante el arresto del ciclo
celular, como resultado de la inhibicion de la CDK4 por el incremento de su nivel
de fosforilacion de la tirosina. La fosforilacién de la tirosina y la inactivacion de
CDK4/6 en células epiteliales mamarias resultan de la accion represora de los
factores de crecimiento sobre la expresion de fosfatasa CDC25A (Lavarone y
Massagué, 1997). En este estudio, la CDK4 fue inhibida en su expresion (-1,19 y -
1,07 veces. Cuadro 9) tanto por el EFFND como por los AGCC, lo que sugiere un

posible arresto del ciclo celular en G1-S fase.

La fosforilacion y desfosforilacion de las proteinas CDK son otros
mecanismos de regulacién para la progresion del ciclo celular. La CDC25 elimina

los fosfatos inhibidores de los residuos especificos de tirosina y treonina en el
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dominio de union del ATP de las proteinas CDK, por lo tanto, inhibe la activacion
de estas quinasas. La sobreexpresion de CDC25A juega un papel fundamental en
el establecimiento de fenotipos transformados, por lo general se caracteriza por la
progresion del ciclo celular sin restricciones y/o la muerte celular suprimida. La
expresion de CDC25A también podria afectar la capacidad de respuesta de las
células de céancer al estrés oxidativo y/o genotéxico causados por terapias contra

el cancer (Zou et al., 2001).

A medida que las células se aproximan a la fase-M, la fosfatasa CDC25A se
activa y por lo tanto activa a CDC2 (CDK1). En animales, la CDC2 se asocia con
las ciclinas tipo A y B. El complejo CDC2-Ciclina B es capaz de establecer una
retroalimentacion que conduzca a las células de modo eficiente a la mitosis
(Mailand et al., 2002). Este complejo debe entrar al nacleo para que la CDC2 se
fosforile en la treonina 161 por una cinasa y de este modo se active (Fesquet et
al., 1993; Poon et al., 1993; Draetta y Eckstein, 1997). Por otro lado, la
fosforilacion inhibitoria de tal complejo es contrarrestada por la CDC25, ya que
desfosforila la tirosina 15 y treonina 14 de la CDC2 entre las fases G2/M (Draetta y
Eckstein, 1997) En este estudio la CDC25A (-14.12 y -5.25 veces, Cuadro 9) y
CDC2 (-3.16 y -9.15 veces, Cuadro 9) se regularon negativamente con el EFFND
y los AGCC, lo que sugiere que ambos tratamientos pueden haber inducido el

arresto del ciclo celular, tanto en la fase G1-S como en la G2-Mitosis.

Ambos tratamientos también regularon negativamente otros genes (Cuadro
9) relacionados con la proliferacion, como el factor de transcripcion de citocinas
STAT1 (-3.39 y -2.61 veces), PRC1 (-4.63 y -1.05 veces) el cual codifica para una
proteina del ciclo celular que juega un papel importante durante la citocinesis (Li et
al., 2004), asi como la hexocinasa Il (HK2) (-2.79 y -3.17 veces), que participa en
la glucdlisis, un proceso esencial para mantener la proliferacion celular (Katabi et
al., 1999). Una modulacién similar se observd cuando las células HT-29 fueron
tratadas con un extracto de la fermentacion de polisacaridos del frijol comin

(Phaseolus vulgaris L.) variedad Bayo Madero (Campos-Vega et al., 2010), lo que
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demuestra el efecto inhibidor de la progresion del ciclo celular por los compuestos

derivados de la fermentacion del frijol comun.

La SIRT1 pertenece a un grupo de proteinas con actividad deacetilasa
dependiente de NAD+ y que puede estimularse por los polifenoles en células HT -
29 (de Boer et al.,, 2006) y en células HeLa (Howitz et al., 2003). Ya que esta
deacetilasa puede inhibir la actividad de NFkB, puede considerarse también como
anti-proliferativa (Yeung et al., 2004, Saunders y Verdin 2007, Kabra et al., 2009).
Ademas, se ha demostrado que la SIRT1 inhibe el crecimiento del cancer de colon
en modelos de raton (Firestein et al., 2008). La expresion de este gen fue inducido
tanto por el EFFND como por la mezcla de AGCC (29.86 y 14.19 veces,
respectivamente. Cuadro 8), lo que implica que la regulacion de este gen puede
ser un mecanismo mediante el cual se inhibe la sobrevivencia de la células HT-
29.

La muerte celular genéticamente programada (apoptosis) puede ser
activada por varias moléculas, como el TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa),
una citocina proinflamatoria multifuncional considerada como agente anticancer, el
cual juega un papel importante en varios procesos fisiologicos y patologicos a
través de la regulacion del crecimiento, diferenciacion y apoptosis (Basile et al.,
2003). La linea celular HT-29 es un modelo comun de diferenciacion de células
epiteliales y cancer colorrectal, y su muerte se analiza frecuentemente en el
campo del TNF como un sistema de ensayo (Wilson y Browning 2002; Basile et
al., 2003). La proteina codificada por este gen actia mediante su union a
receptores de superficie de las células epiteliales. Por ejemplo, el TNFR1 (TNF
receptor-1) expresado en todos los tejidos humanos es el principal receptor de
sefalizacion de TNF-a, cuando se une al TNF-a, esta molécula forma un trimero y
recluta una proteina adaptadora, TRADD, iniciando la cascada de caspasas que
resulta en la apoptosis (Tartaglia et al., 1993). Este receptor fue regulado

positivamente después de los tratamientos EFFND y AGCC (8.46 y 3.11 veces,
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Cuadro 8), lo que permite sugerir una de las vias por las que las células de

adenocarcinoma de colon pueden desencadenar la muerte celular.

FASLG (regulado 2.13 y 4.55 veces por el EFFND y la mezcla de AGCC,
respectivamente. Cuadro 8) es una glicoproteina (ligando) transmembranal que se
expresa las células de cancer de colon (incluyendo HT-29), y que también puede
inducir la apoptosis mediante la uniébn a su receptor de membrana Fas
(perteneciente a la familia TNFR) (Moller et al., 1994). Algunos compuestos, como
el butirato de sodio, sensibiliza a las células cancerigenas (incluyendo HT-29) a la
apoptosis mediada por Fas independiente de P53 (Bonnotte et al., 1998, Chopin et
al., 2002), lo que sugiere esta via como un mecanismo en la induccion extrinseca

de la apoptosis para ambos tratamientos.

Sin embargo, la apoptosis también puede llevarse a cabo a través de la
via mitocondrial por varias moléculas pro-apoptéticas, tales como BID
(positivamente regulado 32 y 19.12 veces por el EFFND y la mezcla sintética de
AGCC, Cuadro 8). Esto modifica la mitocondria mediante la interaccion con Bak y
estimula la apertura de la membrana mitocondrial, liberando el citocromo-C para
gue éste se una con APAF-1 y formen el complejo llamado apoptosoma, necesario
para la activacion de la caspasa-9 (CASP9) y, de esta manera, activar las
caspasas ejecutoras que conducen a la apoptosis (Henderson et al., 2003). APAF-
1 (el gen mayormente regulado por el EFFND, 108.38 veces) es un regulador
clave de la apoptosis mitocondrial, cuya expresion transcripcional se pierde o se
reduce en las células de adenocarcinoma de colon, lo que implica un mal
pronadstico, incluyendo una pobre diferenciacion, la invasion del tumor y metastasis
(Paik et al., 2007). Por lo que las terapias conducidas a estimular la expresion de
este gen son altamente deseables. En este estudio, tanto APAF-1 como la CASP9
fueron regulados positivamente (108.38 y 3.24, 12.73 y 3.38 veces) por los
tratamientos EFFND y AGCC, respectivamente (Cuadro 8), lo que sugiere su

papel en la induccion de la apoptosis a través de la via intrinseca.
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Otro gen implicado en la induccién de la apoptosis y el arresto del ciclo
celular es EI24, también conocido como PIG8. Se trata de un gen de respuesta al
dafio en el ADN que se encuentra en el cromosoma 11923 humano en una region
frecuentemente alterada en varios tumores y que suprime el crecimiento celular
mediante la induccién de muerte celular por apoptosis (Gu et al., 2000). Aunque
este gen se considera generalmente regulado por P53, en este estudio fue
inducido 8.57 veces después del tratamiento con el EFFND en las células HT29
(con P53 mutado) (Cuadro 8). Burns y colaboradores (2001) encontraron que bajo
una estimulacién apoptotica, los niveles de ARNm del EI24 no dependieron de la
presencia de P53 en muestra de bazo de ratones, por lo que probablemente este
ultimo no juega un papel clave en la apoptosis, lo cual permite sugerir que en las

células HT-29 es posible inducir la muerte apoptética independiente de P53.

Por el contrario, la apoptosis puede ser inhibida por genes anti-
apoptoticos, como BCL2A1l (inhibido 554 y 1.44 veces después de los
tratamientos con el EFFND y AGCC, respectivamente. Cuadro 9), el cual blogquea
la cascada de caspasas mediante la interaccion con BAX. Ademas, la expresiéon
de BCL2A1 puede inducirse por NFkB a través de un sitio de union a éste para
activarse (Chen et al.,, 2004). Pattingre y colaboradores (2005) informaron que
BCL2A1 también puede inhibir la muerte celular por autofagia mediante la unién a
Beclin-1. Por otro lado, se ha demostrado que BCL2A1 puede inhibirse en células
HT-29 tras el tratamiento con compuestos antitumorales que se encuentran en los
productos alimenticios (Palozza et al., 2002, Chen et al., 2004).

El complejo TNF-a y TRADD (no determinado en este estudio) también
pueden unirse a TRAF2, para transmitir la sefial de TNF-a a través de NFkB
(ampliamente conocido por promover la progresion del cancer). La proteina
codificada por este ultimo es un importante regulador del destino celular por la
muerte celular programada y control de la proliferacion, y es fundamental en la
tumorigénesis (Basile et al., 2003). Ademas, NFkB puede ser activado por la

exposicion de células a las citocinas inflamatorias, factores de crecimiento,
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radicales libres, entre otros estimulos. La inhibicion completa y persistente de
NFkB se ha vinculado directamente a la apoptosis y al crecimiento celular
retardado (Hinz et al., 1999). Tanto el EFFND- CLso como AGCC- CLsp (Cuadro 9)
regularon negativamente a TRAF2 (-2.85y -1.63) y NFkB (-25.11 y -12.41), lo que
implica que ambos genes pueden estar implicados en la inhibicion de la
proliferacion de células HT-29. El proceso de apoptosis puede ser inhibido por
otras moléculas llamadas IAP (proteina inhibidora de la apoptosis), tales como
BIRC5 (también conocido como survivina), que fue inhibido (-24.42 veces)
después del tratamiento con el EFFND (Cuadro 9) y se ha demostrado que se
puede regular negativamente en células HT-29 en respuesta al butirato (Daly et
al., 2005).

Por otra parte, la expresion transcripcional de los genes de reparacion del
ADN, como MSH2 (2.57 y 2.31 veces) y MLH1 (2.06 y 3.31 veces), ATR (4.63 y
3.15 veces), GADD45A (1.18 y 1.42 veces) se indujo tanto por el EFFND como por
la mezcla de AGCC, respectivamente (Cuadro 8). Estos resultados son
comparables a los reportados previamente para lineas celulares de CCR tratadas
con butirato y otros compuestos quimioprotectores (Daly et al., 2005; Campos-
Vega et al., 2010). La induccion in vitro de genes reparadores del ADN puede
servir como base para llevar a cabo estudios in vivo a fin de evaluar el efecto
quimioprotector de la FND del frijol comUn en etapas avanzadas del cancer de

colon mediante la regulacion positiva de estos genes de reparacion del ADN.

Sin embargo, también se encontraron algunos resultados contradictorios
en este estudio, tal es el caso de la induccion de la transcripcion de algunos genes
gue promueven la sobrevivencia, tales como CCNE2, CCNG2, E2F3, IL6, KRAS
(Cuadro 8), asi como la inhibicién de genes pro-apoptéticos, como BAX y ESR1
(Cuadro 9). Estos resultados corresponden a situaciones donde la respuesta
celular al dafio inducido por algunos compuestos 0 metabolitos activan
fisiol6gicamente la inhibicion de la proliferacion celular, o bien, tratan de

sobreponerse de ésta, entre eventos pro y antiapoptéticos (lacomino et al., 2001).
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Ademés, en algunos casos se observd la regulacion transcripcional con el
tratamiento EFFND, no asi con la mezcla sintética de AGCC (Cuadros 8 y 9), lo
gue permite sugerir que las células tratadas con compuestos particulares ejercen
un efecto especifico sobre la modulacion de la expresion génica. Cabe mencionar
gue el EFFND también contiene compuestos fendlicos y probablemente algunos
biopéptidos, lo que sugiere un efecto sinérgico influenciado por el EFFND sobre
las células HT-29. Por lo que se sugiere que la composicion de la dieta puede
influir en la progresion del cancer colorrectal a través de diversos mecanismos
(Potter et al., 1993; Karlsson et al., 2005; Pierart y Rozowsky, 2006; Rodrigo y
Riestra, 2007).

8.11 Propuesta del mecanismo de accion molecular para el EFFND y AGCC

en células HT-29

En las figuras 15 y 16 se presenta el mecanismo de accién molecular que se
sugiere para el EFFND y la mezcla sintética de AGCC en las células HT-29. De
acuerdo a los resultados (Cuadros 8 y 9), se puede observar que de manera
general, ambos tratamientos modularon de la expresion transcripcional de la
mayoria de los genes evaluados, donde el EFFND ejercié un mayor efecto en

términos de veces de regulacion (positiva y/o negativa).

En la figura 15 se muestra que la induccién transcripcional de los genes
RB, GADD45A y ATR; asi como la inhibiciébn en la expresion de genes como:
NFkB, CDC25A, CDK4, CDC2 (CDK1), CCNB2 (ciclina B), y E2F pueden estar
involucrados en el control de la proliferacion a través del arresto del ciclo celular

entre las fases G1/S y G2/M en las células HT-29.
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Figura 15. Mecanismo de accion de los tratamientos EFFND-CLsoy AGCC-CLso en

la regulacién de genes involucrados en el ciclo celular.
Los simbolos indican regulacion positiva (A) o regulacion negativa (V) en la expresién del RNA

como derivado del analisis de los arreglos de PCR.

En la figura 16 se sugiere que la induccién en la expresion de genes, tales
como: FASL, CASP2, APAF1, CASP9 y BID; asi como la inhibicion en la expresion
de los genes TRAF, NFkB, BIRC5 y BCL2 pudieran estar involucrados en la
inhibicion de la sobrevivencia a través de la promocién de la apoptosis tanto por la

via extrinseca como la intrinseca en las células HT-29.
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Figura 16. Mecanismo de accion de los tratamientos EFFND-CLso y AGCC-CLsg en

la regulaciéon de genes involucrados en la apoptosis.
Los simbolos indican regulacion positiva (A) o regulacion negativa (V) en la expresién del RNA

como derivado del andlisis de los arreglos de PCR.

9 CONCLUSIONES

De las tres variedades de frijol comun evaluadas, la variedad Negro 8025
presentd mayor contenido de compuestos con potencial nutracéutico, como la fibra
dietética total, por lo que fue elegida para la fermentacién in vitro y evaluar su
efecto sobre la sobrevivencia de las células HT-29. Durante el proceso de
fermentacion in vitro la concentracion de AGCC en el EFFND proveniente de la
fermentacion realizada con las heces frescas fue mayor para el acido acético,
seguido del butirico y propionico. El acido butirico no se detectdé en el EFFND
proveniente de las fermentaciones con el indculo fecal congelado vy liofilizado, lo

gue no hace recomendable el uso de heces en estas ultimas condiciones, por lo
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anterior se sugiere buscar alternativas que permitan la reactivacion de las

bacterias en dicha materia fecal.

La inhibicion del crecimiento de las células HT-29 por el EFFND fue
dependiente de la concentracion, con una CLso equivalente a 7.36 mmol, 0.33 y

3.31 mmol de acido acético, propionico y butirico, respectivamente.

En conjunto, se demostr6 que el frijol comin (Phaseolus vulgaris L.)
variedad Negro 8025 tiene un efecto inhibidor en la sobrevivencia de células de
adenocarcinoma de colon a través del extracto de la fermentacion in vitro de su
fraccion no digerible (EFFND). Asimismo, se observé que los AGCC juegan un
papel importante en el efecto ejercido por el EFFND en la sobrevivencia de las
células HT-29 a través de la inducciébn de la muerte celular por apoptosis

(fragmentacion del ADN).

Se sugiere que el mecanismo de accién molecular de los tratamientos
evaluados (EFFND y mezcla de AGCC) se efectu6 mediante la regulacion de
genes implicados en la apoptosis (BAX, BCL-2, BID, CASP9, TNF) y la inhibicién
de la proliferacion de células HT-29 (CDC2, CDC25A, E2F, NFKB, RB, TP53).
Cabe sefalar que la mayoria de los genes determinados en este estudio fueron
regulados por el EFFND, y en menor medida, por la mezcla sintética de AGCC, lo
gue sugiere la participacion sinergista de otros compuestos, probablemente

derivados fendlicos de los acidos grasos y biopéptidos.

Por otra parte, este estudio también provee informacion que puede servir
como base para el estudio in vivo de la induccion de genes relacionados con la
reparacion del ADN (MLH1, MSH2 y GADDA45A), la cual puede ser uno de los
mecanismos moleculares por los que el EFFND y los AGCC tienen efecto

guimioprotector en el cancer de colon.
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11 ANEXOS

La figura 17 ilustra la curva de calibracion de (+)-catequina para la cuantificacion
de taninos condensados en las muestras de frijol, FND y el EFFND. La ecuacion
que se obtuvo fue: y = 0.3652x + 0.0085 con un coeficiente de correlacion R? =
0.9937
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Figura 17. Curva de calibracion de mg (+)-catequina. Cada punto representa el
promedio £ error estandar de 2 experimentos independientes con tres repeticiones

cada uno.
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La figura 18 muestra la curva de calibracion de rutina para la cuantificacion de
flavonoides totales en las muestras de frijol, FND y el EFFND. La ecuacion que se

obtuvo fue: y = 0.0032x + 0.0026 con un coeficiente de correlacién R?= 0.9989
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Figura 18. Curva de calibracion de mg de rutina. Cada punto representa el
promedio * error estandar de 2 experimentos independientes con tres repeticiones

cada uno.
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Las figuras 19A, 19B y 19C ilustran las curvas de calibracion para la rafinosa,
estaquiosa y verbascosa, respectivamente para la cuantificacién de oligosécaridos

en las muestras de frijol crudo, cocido y en la FND.

A
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RID1 A, Refractive Index Signal
40000 Correlation: 0.99668
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Figura 19. Curva de calibracion A) Rafinosa, B) Estaquiosa y C) Verbascosa,
respectivamente. Cada punto representa el promedio = error estandar de 2

experimentos independientes con tres repeticiones cada uno.
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La figura 20 ilustra la curva de calibracién de acido acético, propionico y butirico
para la cuantificacion de los AGCC el EFFND. La ecuacién que se obtuvo para
cada uno fue: y = 6.3773x + 6.9768 con un coeficiente de correlacion R?= 0.9971
para el 4cido acético; y = 4.9366x + 2.6879 con un coeficiente de correlacién R? =
0.9977 para el acido propionico; y = 2.6292x + 0.3890 con un coeficiente de

correlaciéon R?= 0.9978 para el 4cido butirico.
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Figura 20. Curva de calibracién de mg &acido acético, propidnico y butirico,
respectivamente. Cada punto representa el promedio = error estandar de 2

experimentos independientes con tres repeticiones cada uno.
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La figura 21 muestra la curva de calibracion de albamina sérica bovina (ASB) para
la cuantificacién de proteinas en el EFFND. La ecuacién que se obtuvo fue: y =
0.0008x + 0.0133 con un coeficiente de correlaciéon R?= 0.9955
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Figura 21. Curva de calibracion de pg de ASB. Cada punto representa el promedio
+ error estandar de 2 experimentos independientes con tres repeticiones cada

uno.
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La figura 22 ilustra un gel de agarosa representativo del ARN que se extrajo de las
células HT-29 control (B), tratadas con EFFND-CLsg (C), y células HT-29 tratadas
con AGCC-CLsg (D), respectivamente.

Figura 22. Perfil electroforético del ARN extraido de las células HT-29. A:
marcador molecular, B: células HT-29 control (sin tratamiento), C: células HT-29
tratadas con EFFND-CLso Yy, D: células HT-29 tratadas con AGCC-CLs.
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La figura 23 ilustra un gel de agarosa correspondiente al ADNc de las células HT-
29 control a los 15, 25, 30, 25, 40, 45 ciclos de PCR, respectivamente.

A B C D E F G

Figura 23. Optimizacion de ciclos de PCR para el ADNc de las células HT-29
control (sin tratamiento). A: marcador molecular, B-G: 15, 25, 30, 35, 40 y 45

ciclos.
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La figura 24 ilustra un gel de agarosa correspondiente al ADNc de las células HT-
29 tratadas con EFFND-CLsy a los 15, 25, 30, 25, 40, 45 ciclos de PCR,

respectivamente.

Figura 24. Optimizacion de ciclos de PCR para el ADNc de las células HT-29
tratadas con EFFND-CLsp. A: marcador molecular, B-G: 15, 25, 30, 35, 40 y 45

ciclos, respectivamente.
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La figura 25 ilustra un gel de agarosa correspondiente al ADNc de las células HT-
29 tratadas con AGCC-ClLsp a los 15, 25, 30, 25, 40, 45 ciclos de PCR,

respectivamente.

Figura 25. Optimizacion de ciclos de PCR para el ADNc de las células HT-29
tratadas con AGCC-CLsp. A: marcador molecular, B-G: 15, 25, 30, 35, 40 y 45

ciclos, respectivamente.
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En la figura 26 se muestra la comparacion en las secuencias reguladas
positivamente (rojo) y negativamente (verde) en las células HT-29 tratadas con

EFFND-CLsp al menos 2 veces respecto al control (células sin tratamiento).
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Figura 26. Grafica de dispersion de los genes que fueron regulados al menos 2
veces positiva (rojo) y negativamente (verde) en las células HT-29 tratadas con

EFFND-CLso respecto al control.
Imagen proporcionada por el software de andlisis de los datos SABiosciences

(http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php).
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La figura 27 ilustra los genes regulados positivamente en las células HT-29

tratadas con EFFND-CLsp al menos 2 veces respecto al control (células sin

tratamiento).
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Figura 27. Genes regulados positivamente en las en las células HT-29 tratadas

con EFFND-CLsp al menos 2 veces respecto al control.
Imagen proporcionada por el software de andlisis de los datos SABiosciences

(http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php).
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La figura 28 ilustra los genes regulados negativamente en las células HT-29

tratadas con EFFND-CLsp al menos 2 veces respecto al control (células sin
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Figura 28. Genes regulados negativamente en las en las células HT-29 tratadas

con EFFND-CLsp al menos 2 veces respecto al control.
Imagen proporcionada por el software de andlisis de los datos SABiosciences

(http://sabioscience.com/pct/arrayanalysis.php).
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En la figura 29 se muestra la comparacion en las secuencias reguladas
positivamente (rojo) y negativamente (verde) en las células HT-29 tratadas con

AGCC-CLsp al menos 2 veces respecto al control (células sin tratamiento).
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Figura 29. Grafica de dispersiéon de los genes que fueron regulados al menos 2
veces positiva (rojo) y negativamente (verde) en las células HT-29 tratadas con

AGCC-CLsg respecto al control.
Imagen proporcionada por el software de andlisis de los datos SABiosciences

(http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php).
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La figura 30 ilustra los genes regulados positivamente en las células HT-29
tratadas con AGCC-ClLsp al menos 2 veces respecto al control (células sin

tratamiento).
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Figura 30. Genes regulados positivamente en las en las células HT-29 tratadas

con AGCC-CLsp al menos 2 veces respecto al control.
Imagen proporcionada por el software de andlisis de los datos SABiosciences

(http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php).
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La figura 31 ilustra los genes regulados negativamente en las células HT-29

tratadas con AGCC-ClLsp al menos 2 veces respecto al control (células sin

tratamiento).

27.5
25.0
225

L 200
=75
=
T 125
(=]
% 100
75
5.0
25
0.0
(F& d}q‘\-
& o
&

WAPAFL mATE W EBAIL TIBID W CASPZ2 TCASPS 1 CCNGZ W CHEK? WEZFS EMFASLG MILS W KRAS
mMOM4 mMLHL mM5H2 m KAT2E m PCEP4 0 PREKCA [TRE1 mREPEM 7 5ESM1 SIRT1

B THFESF10E m TMFRSF10D mT5C1

Figura 31. Genes regulados negativamente en las en las células HT-29 tratadas

con AGCC-CLsp al menos 2 veces respecto al control.
Imagen proporcionada por el software de andlisis de los datos SABiosciences

(http://sabioscience.com/pcr/arrayanalysis.php).
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