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ABREVIATURAS Y SIGLAS 

5-ASA: Mesalazina.  

AACC: Asociación Americana de Químicos de Cereales (American Association 

of Cereal Chemists). 

ABTS: Ácido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico).  

AGCC: Ácido graso de cadena corta.  

AOM: Azoximetano.  

APC: Células presentadoras de antígenos (Antigen presenter cell).  

ATCC: American Type Culture Collection.  

BSA: Albúmina de suero bovino.   

CARD: Dominios de reclutamiento y activación de caspasas (Caspase activation 

and recruitment domain).   

CBS: Botana horneada de maíz nixtamalizado y frijol común cocido.  

COX: Ciclooxigenasas.  

CU: Colitis ulcerosa.  

CUCI: Colitis ulcerosa crónica idiopática.  

DAD: Detector de arreglo de diodos.  

DAI: Índice de actividad de la enfermedad (disease activity index).  

DAMPs: Patrón molecular asociado a daños (Damage-associated molecular 

patterns) 

DB: Dieta basal.  

DB: Dieta basal.  

dCaco-2: Células Caco-2 diferenciadas.  

DE: Desviación estándar.  

DMEM: Medio Dulbecco modificado de Eagle (Dulbecco modified Eagle’s 

medium) 

DMSO: Dimetil sulfóxido.  

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidracilo 

DSS: Dextrán sulfato de sodio.  

EC: Enfermedad de Crohn.  

EII: Enfermedades inflamatorias intestinales. 
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ELISA: Ensayo inmuno-absorbente vinculado a enzima.  

eNOS: Sintetasa endógena de óxido nítrico.  

ENSOD: Estrategia Nacional para la Prevención y el Control del Sobrepeso, la 

Obesidad y la Diabetes. 

ENTs: Enfermedades inflamatorias intestinales.  

ER: Retículo endoplásmico.  

ERNs: Especies reactivas de nitrógeno. 

EROs: Especies reactivas de oxígeno.  

FDR: False discovery rate.   

FND: Fracción no digerible.  

GALT: Tejido linfoide asociado a mucosa intestinal (Gut-asociated lymphoid 

tissue).  

GC-MS: Cromatografía de gases-espectrometría de masas.  

GSH: Glutatión.  

HDAC: Histona deacetilasa.  

HPLC: Cromatografía líquida de alto desempeño (High-performance liquid 

chromatography) 

IC50: Concentración inhibitoria media.  

ICR: Instituto de Investigación del Cáncer (Institute of Cancer Research).  

IEPS: Impuesto especial sobre producción y servicios. 

IFN-g: Interferón gamma.  

IL: Interleucina 

INIFAP: Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias.  

iNOS: Sintetaza inducible por óxido nítrico.  

JAK: Cinatas tirosín de Janus.  

LDH: Lactato deshidrogenasa.  

LPS: Lipopolisacárico.  

LTB4: Leucotrieno B4.  

MAdCAM: Molécula asociada a células de mucosa.  

MAPK: Cinasas de proteína activadas por mitógeno (Mitogen-activated protein 

kinases). 
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MCP-1: Proteína quimiotáctica de monocitos 1.  

MEM: Medio mínimo esencial de Eagle.  

Mf: Macrófago.  

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.  

MLN: Módulo linfático mesentérico. 

MMP: Metaloproteasa de matriz.  

MPO: Mieloperoxidasa.  

MPO: Mieloperoxidasa.  

MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.  

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol.  

NF-kB: Factor nuclear kB. 

NK T: Célula T asesina natural (natural killer).  

NLRP3: Proteína 3 contenedora de los dominios NACHT, LRR y PYD.  

NO: Óxido nítrico.  

NOD: Oligomerización enlazada a nucleótido (Nucleotide oligomerization 

binding).  

NOM: Norma Oficial Mexicana.  

ONOO-: peróxidonitritito.  

PAMPs: Patrón molecular asociado a patógenos (Pathogen-associated 

molecular patterns).  

PBN: Población Blanca del Noroeste.  

PC: Peso corporal.  

PCR: Proteína C reactiva.  

PGE2: Protaglandina E2. 

RFU: Unidades relativas de fluorescencia.  

RPM: Revoluciones por minuto.  

RPMI: Medio Roswell-Park Memorial Institute (RPMI)  

RT-PCR: Reacción en cadena de polimerasa-transcriptasa reversa.  

SFB: Suero fetal bovino.  

SOD: Superóxido dismutasa.  

SPME: Microextracción en fase sólida (solid-phase microextraction).  
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TEER: Resistencia eléctrica transepitelial.  

TGF: Factor de crecimiento transformante.  

TH: Célula T cooperadora.  

TLR4: Receptor similar a Toll 4.  

TNB: Reactivo reducido de Ellman (ácido 2-nitrobenzoico).  

TNBS: Ácido 2,4,6-trinitrobenzenosulfónico.  

TNF- a: Factor de necrosis tumoral alfa.  

TNFR1: Receptor de TNF- a 

Treg: Célula T reguladora.  

TUNEL: Transferasa de marcado final de corte de dUTP de terminal 

desoxinucleotidil.  

UHPLC: Cromatografía líquida de ultra alto desempeño (Ultra-high performance 

liquid chromatography).  

USDA: Departamento de Agricultura de los Estados Unidos.  

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular.  
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RESUMEN 

Las condiciones inflamatorias intestinales son enfermedades no transmisibles 

vinculadas a factores de riesgo como la dieta. Botanas elaboradas con maíz (Zea 

mays L.) y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) podrían ser una alternativa de 

consumo por su contenido de compuestos bioactivos (compuestos fenólicos y 

componentes de la fibra, entre otros) con potencial antiinflamatorio. El objetivo de 

este proyecto fue evaluar el efecto antiinflamatorio de una botana horneada de maíz 

nixtamalizado y frijol común cocido (CBS) en modelos in vitro e in vivo de 

inflamación intestinal. El efecto de CBS fue evaluado en un monocultivo de 

macrófagos RAW 264.7 y en co-cultivo de macrófagos THP-1/células Caco-2 

diferenciadas. Asimismo, se utilizaron ratones macho CD-1 (6-8 semanas de edad, 

n=9/grupo), a los que se les indujo colitis crónica (dextrán sulfato de sodio, DSS 

2%, 6 semanas, G2-G5) y fueron distribuidos en cinco grupos: G1 (dieta basal, DB), 

G2 (2% DSS+DB), G3 (20 g CBS/kg peso corporal, PC+DB), G4 (40 g CBS/kg PC 

+ DB), G5 (60 g CBS/kg PC + DB). La botana presentó compuestos fenólicos 

(ácidos: gálico, clorogénico, cafeico), oligosacáridos (verbascosa) y su extracto 

fermentado de fracción no digerible (EFFND), presentó diferentes metabolitos, 

entre ellos los ácidos grasos de cadena corta (ácido acético, propiónico y butírico) 

(0.16-0.22 mM). En el monocultivo, en comparación con los macrófagos en el 

proceso proinflamatorio, EFFND redujo producción de óxido nítrico (72 %), H2O2 y 

citocinas (TNF-a, IFN-g). En el co-cultivo, comparado con el estado proinflamatorio, 

EFFND redujo lactato deshidrogenasa (37.27 %), óxido nítrico sintetasa total (7.60 

%), incrementó superóxido dismutasa (228.24 %); redujo producción de IL-1b, TNF-

a, IL-8 e IL-18; y disminuyó apoptosis (17.85 %). Comparado con G2, el consumo 

de la botana (G4) previno pérdida de peso corporal (11.5 %) e incremento del índice 

de actividad de la enfermedad, evitó acortamiento del colon, redujo actividad de b-

glucuronidasa fecal (8.6 %) y mieloperoxidasa colónica (10.4 %), proteínas 

proinflamatorias séricas (TNF-a, IL-1b, MCP-1), y modulación de genes de la vía 

de TNF-a, TLR4 e IL-1. Concluyendo, el consumo de CBS tiene potencial 

antiinflamatorio modulando vías de inflamación vinculadas a TNF-a y el 

inflamasoma (IL-1b).  
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Palabras Clave: Maíz (Zea mays L.), frijol común (Phaseolus vulgaris L.), 

inflamación intestinal, inflamasoma, TNF-a, IL-1 
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ABSTRACT 

 

Intestinal inflammatory conditions are non-communicable diseases linked to risk 

factors such as the diet. The proposal of healthy consumption choices like snack 

made from corn (Zea mays L.) and common bean (Phaseolus vulgaris L.) (CBS) 

might be an adequate strategy for its content of bioactive compounds (phenolics 

and fiber components, among other) with anti-inflammatory potential. This project 

aimed to assess the anti-inflammatory effect of a baked nixtamalized corn and 

cooked common bean on in vitro and in vivo models of intestinal inflammation. The 

anti-inflammatory effect of CBS was evaluated on a RAW 264.7 monoculture and 

THP-1/differentiated Caco-2 cells co-culture. Likewise, chronic colitis was induced 

in male CD-1 mice (6-8 weeks age, n=9/group)  using dextran sodium sulfate (2 % 

DSS, 6 weeks, G2-G5) and were distributed in 5 groups: G1 (basal diet, BD), G2 

(2% DSS+BD), G3 (20 g CBS/kg body-weight, BW + BD), G4 (40 g CBS/kg BW + 

BD), g5 (60 g CBS/kg BW + BD). The snack contained phenolic compounds (gallic, 

chlorogenic, caffeic, and p-coumaric acids), and oligosaccharides (verbascose, 

stachyose). Furthermore, the snack extract derived from an in vitro gastrointestinal 

digestion exhibited several metabolites, short-chain fatty acids among them (acetic, 

propionic, and butyric acids). In the monoculture and compared with pro-

inflammatory macrophages, FND reduced the production of nitric oxide (72 %), 

H2O2, and cytokines production (TNF-a, IFN-g).  In the co-culture, compared with 

the pro-inflammatory state, FND reduced lactate dehydrogenase (32.27 %), total 

nitric oxide synthase (7.60 %), increased superoxide dismutase (228.24 %); 

reduced the production of IL-1b, TNF-a, IL-8 e IL-18, caspase-1 activation, and 

apoptosis (17.85 %). Compared with G2, snack consumption (G3, G4) prevented 

body weight loss (11.5 %), colon shortening, the production of fecal b-glucuronidase 

(8.6 %) and colonic myeloperoxidase (10.4 %), pro-inflammatory seric proteins 

(TNF-a, IL-1b, MCP-1), and the modulation of genes from TNF-a, TLR4 e IL-1 

pathways. In conclusion, CBS consumption had anti-inflammatory potential 

modulating inflammatory pathways associated to TNF-a and the inflammasome (IL-

1b). 
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Keywords: Corn (Zea mays L.), common bean (Phaseolus vulgaris L.), intestinal 

inflammation, TNF-a, IL-1 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Las enfermedades crónicas no transmisibles (ENTs) son un conjunto de 

padecimientos heterogéneos que agrupan diferentes condiciones como el 

sobrepeso, la obesidad, la diabetes tipo II, enfermedades cardiovasculares y 

cáncer, entre otras condiciones, que en conjunto constituyen la primera causa de 

muerte en el mundo (Bennett et al., 2018). Tradicionalmente esta clase de 

patologías tienen mayor prevalencia en el medio urbano, en tanto que la 

desnutrición y las enfermedades agudas, principalmente infecciosas, son las de 

mayor incidencia en la población rural. Sin embargo, en México, en el medio rural 

cada vez son mayores los casos de ENTs: la diabetes es hoy uno de los principales 

problemas de salud en México, cuya prevalencia pasó entre 2000 y 2012 de 4.6 % 

(2.1 millones de personas) a 9.2 % (6.4 millones) en la población de 20 años o más; 

la hipertensión arterial en adultos mayores de 20 años se ha mantenido 

relativamente estable, si bien en 2012 el 47.3 % de esta población manifestaba 

síntomas de la enfermedad (Gutiérrez et al., 2016).  

 

Entre los diferentes factores de riesgo que han sido vinculados al padecimiento de 

las ENTs, la dieta y el estilo de vida asociados al ingreso económico han sido 

establecidos como los elementos más influyentes que alteran el curso de estas 

condiciones (Allen et al., 2017). Esto ha motivado la necesidad de buscar 

alternativas dietarias, ya que la misma podría ser fuente de compuestos bioactivos 

que ayuden a reducir el efecto de las ENTs.  

 

Dentro de esta perspectiva, el uso del maíz (Zea mays L.) y el frijol común 

(Phaseolus vulgaris L.) podría tenerse en cuenta, puesto que es indiscutible el papel 

que han desempeñado en la historia de Mesoamérica, llegando a convertirse en los 

dos alimentos más importantes de la nutrición de grandes grupos poblacionales de 

América Latina (García-Lara & Serna-Saldivar, 2019; Luzardo-Ocampo et al., 

2018a). Hoy en día, el consumo de estos dos productos aporta importantes 
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nutrientes, haciendo relevante su ingesta, especialmente por el potencial 

nutracéutico que tienen (Loarca-Piña et al., 2018).  

 

La nixtamalización es un proceso de cocción térmico alcalina del maíz que permite 

hacer más accesible y biodisponible la proteína del grano e incorpora minerales a 

la matriz alimenticia como el calcio, permitiendo cambios fisicoquímicos que ayudan 

a la elaboración de una alta variedad de productos tradicionales en la dieta del 

mexicano (Santiago-Ramos et al., 2018). Entre estos productos, las botanas son 

de alto consumo en México, pero tienen fama de ser consideradas productos de 

bajo nivel nutricional debido principalmente a técnicas de procesamiento como la 

fritura, que añaden cantidades considerables de aceite, relacionándose así con 

problemas de salud (Luzardo-Ocampo et al., 2018b).  

 

Sin embargo, la alta demanda mundial de botanas hace relevante investigación en 

ingredientes saludables que permitan no solo satisfacer un antojo, sino aportar 

beneficios a la salud. Las combinaciones de maíz y frijol común podrían conformar 

una combinación saludable gracias a su perfil nutracéutico complementario, en el 

que las deficiencias en aminoácidos esenciales del maíz son cubiertas por un 

mayor y mejor perfil de aminoácidos de frijol, así como el aporte conjunto de 

compuestos bioactivos (polisacáridos, compuestos fenólicos, oligosacáridos, etc.) 

(Treviño-Mejía et al., 2016).  

 

Se ha reportado que gran parte de estos compuestos participan en la modulación 

de procesos inflamatorios, punto de partida de todas las enfermedades no 

transmisibles (Shivappa, 2019). Dentro de este grupo de patologías, las 

enfermedades inflamatorias intestinales ocupan un lugar especial como grupo de 

condiciones médicas de constante y rápido crecimiento, no sólo en México sino en 

muchos países. Entre estas condiciones, el tratamiento de la colitis crónica 

presenta el reto de ser una enfermedad de difícil diagnóstico, reincidente, y con 

tratamientos enfocados en prevenirla (Uhlig & Powrie, 2018).  
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La dieta podría generar un resultado diferencial en el tratamiento de la colitis 

ulcerosa. Se ha sugerido que las dietas altas en fibra como aquella aportada por 

las leguminosas podrían llevar al agravamiento de la colitis gracias a experimentos 

in vivo que han mostrado contribución de las mismas al agravamiento del daño de 

la mucosa colónica (Zhang et al., 2014). A pesar de ello, estudios realizados en los 

últimos años han reportado que el consumo de frijol común cocido podría llevar a 

una reducción de numerosos biomarcadores de inflamación y el mejoramiento de 

la condición de colitis aunque igualmente han sido observados efectos adversos en 

colitis (Zhang et al., 2014). No obstante, estos estudios no han profundizado del 

efecto preventivo del consumo de leguminosas, ni existen reportes relacionados 

con el tratamiento de colitis crónica a partir del consumo de botanas. Asimismo, se 

requiere investigar los efectos en la salud, validar el potencial nutracéutico de 

alternativas saludables de botanas y establecer mecanismos de acción derivados 

del consumo de matrices alimentarias.  
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II. ANTECEDENTES 

II.1 Maíz (Zea mays L.)  

 

II.1.1 Generalidades 

 

El maíz (Zea mays L.) es uno de los cereales más cultivados en el mundo, y junto 

con el arroz y el trigo comprenden casi el 60% de la ingesta energética mundial a 

partir de productos vegetales. Cerca de 2.5 millones de agricultores en México, uno 

de los mayores productores mundiales, se dedican al cultivo de maíz en forma de 

agricultura de subsistencia o a baja escala y la mayoría de ellos no tienen acceso 

a las variedades mejoradas de maíz, manteniendo incluso técnicas tradicionales de 

cultivo y el sistema de redes de intercambio de semillas (Ross-Ibarra et al., 2017). 

Los múltiples usos que tiene el maíz lo han convertido en un alimento conveniente 

para un gran número de personas, principalmente en los países en vías de 

desarrollo de América Latina, África y Asia (Rosas-Castor et al.,  2014). Gracias a 

su alto valor nutricional, el maíz conforma cerca del 50 % al 70 % de la ingesta 

proteica y calórica diaria, respectivamente, si bien estos valores pueden variar de 

acuerdo con el país (García-Lara & Serna-Saldivar, 2019). Asimismo, su contenido 

de almidón (cerca del 72 %), 10 % de proteínas y 4 % de lípidos, proporcionan una 

densidad energética aproximada de 365 kcal/100 g, ayudando a integrar el grano 

dentro de la dieta humana (Ai & Jane, 2016).  

 

México tiene uno de los mayores consumos per cápita en el mundo de maíz, casi 

10 veces mayor que el de Estados Unidos de Norteamérica, haciendo que sea el 

cultivo, desde el punto de vista alimentario, político, económico y social, más 

importante del país (Rosas-Castor et al. 2014). Esto coincide en parte con que el 

país en mención sea el centro de origen, domesticación y diversificación del maíz, 

llegando a existir hasta 59 razas o variedades registradas, un porcentaje 

significativo del total de 220 a 300 razas de maíz que existen en el continente 

americano (Arteaga et al., 2016).   
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En México el 60 % de la producción total de maíz es utilizada en el consumo 

humano, con un promedio per cápita de consumo de tortillas que en 2010 fue 

estimado como 217.9 g/día en zonas rurales y 155.4 g/día en zonas urbanas 

(Vázquez-Carrillo et al., 2014), y se mantiene como un producto de la alimentación 

básica tanto en zonas urbanas y rurales, aunque es importante considerar que en 

estas últimas, el consumo de maíz depende de la producción local (Moreno et al., 

2016). Esto ha hecho de la tortilla el segundo producto más importante de la 

canasta básica de consumo (Vázquez-Carrillo et al., 2014).  

 

II.1.2 Estructura y Composición Química 

 

El grano de maíz, botánicamente hablando, es una cariópside formado por cuatro 

estructuras principales: el pericarpio o cáscara, el germen o embrión, el 

endospermo y la pilorriza (pedicelo o pedúnculo) como se muestra en la Figura 1 

(Paredes-López et al., 2013). 

 

 
Figura 1. Corte longitudinal (a) y transversal (b) del grano de maíz (Delcour & 

Hoseney, 2010) 
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El pericarpio, cáscara o salvado tiene un elevado contenido de fibra cruda (87 %) 

constituida fundamentalmente de celulosa y hemicelulosa, que conforman una red 

que protege y contiene a las demás estructuras del grano. El resto de la 

composición química de la misma son cenizas, proteínas y azúcares (Paredes-

López et al., 2013).  

 

El germen del grano contiene aproximadamente 34 % de lípidos, 19 % de proteínas 

y 28 % de materiales solubles (azúcares, proteínas hidrosolubles, vitaminas y 

minerales) y algunos materiales insolubles en menor proporción.  En ésta sección 

del grano se encuentra cerca del 65 % del contenido total de albúminas y el 25 % 

del total de globulinas. El endospermo se clasifica en: duro (córneo y vítreo) y suave 

(opaco y harinoso); en el primero de ellos los gránulos de almidón están 

densamente empaquetados por una gruesa matriz proteica, mientras que en el 

segundo la matriz proteica es delgada. La pilorriza es la sección que conecta al 

grano con la mazorca, actuando como vía de paso de nutrientes de la mazorca al 

grano (Paredes-López et al., 2013).  

 

Esta conformación estructural del grano es responsable del contenido nutricional 

del maíz, que va a depender de la variedad y condiciones ambientales donde se 

cultive, aunque en términos generales la composición química del grano se muestra 

en el Cuadro 1.  
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Cuadro 1. Composición química porcentual del maíz discriminado por fracciones 

(%) 

Fracción del Grano Grano  Proteína  
Carbohidratos  

Lípidos  Cenizas 
Almidón Azúcares  

Pilorriza  

(Pedúnculo, 

Pedicelo) 

0.8 9.1 5.3 1.6 3.8 1.6 

Pericarpio 5.3 3.7 7.3 0.3 1.0 0.8 
Germen 11.5 18.8 8.2 10.8 34.5 10.1 
Endospermo 82.3 9.4 86.4 0.6 0.8 0.3 
Grano Entero 100 10.3 81.5 2.0 4.8 1.4 

(Paredes-López et al., 2013) 

 

II.1.3 Compuestos fenólicos 

Los compuestos fenólicos son considerados como una de las más importantes 

fuentes de antioxidantes en cereales. La mayoría de los compuestos fenólicos 

conjugados son los flavonoides, donde los fenoles se encuentran enlazados 

principalmente a ácidos fenólicos (Singh & Sharma, 2017). Los compuestos 

fenólicos tienen uno o más anillos aromáticos con uno o más grupos hidroxilo y son 

generalmente clasificados como ácidos fenólicos, flavonoides, estilbenos, 

cumarinas y taninos. Estos son productos del metabolismo secundario de las 

plantas y proveen funciones esenciales en la reproducción y crecimiento de las 

mismas; actúan como mecanismos de defensa contra diferentes patógenos, 

enfermedades, parásitos y depredadores y contribuyen al color de las plantas 

(Stuper-Szablewska & Perkowski, 2019) 

 

Entre los flavonoides, de los cuales se han identificado más de 4000,  han sido 

descritos las flavonas (apigenina, luteolina), flavonoles (quercetina, miricetina), 

flavononas (naringenina, herperidina), catequinas (epicatequina, galocatequina), 

antocianidinas (cianidina, pelargonidina) e isoflavonas (genisteína, daidzeína), cuya 

principal diferencia química es la estructura genérica del anillo C o anillo 

heterocíclico oxigenado que tienen todos los flavonoides en su estructura (Stuper-
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Szablewska & Perkowski, 2019). En cuanto a los ácidos fenólicos, éstos pueden 

ser subdivididos en dos grandes grupos: ácidos hidroxibenzoicos y ácidos 

hidroxicinámicos. Algunos derivados de los primeros son el ácido ρ-

hidroxibenzoico, vanílico, siríngico y gálico (Heleno et al., 2014). Respecto los 

ácidos hidroxicinámicos, se encuentran derivados de importancia como el ρ-

cumárico, cafeico, ferúlico y sinápico, presentes en forma esterificada y unidos a 

los componentes de la pared celular estructural como celulosa, lignina y proteínas 

(Stuper-Szablewska & Perkowski, 2019).  

 

El ácido ferúlico, o ácido 4-hidroxi-3-metoxicinámico, es uno de los fitoquímicos 

importantes del maíz y otros cereales y está presente principalmente en forma 

ligada a la pared celular de la planta. Los mayores contenidos de ácido ferúlico se 

encuentran en las variedades coloreadas de maíz, y se conoce que éste compuesto 

inhibe la oxidación de lípidos y protege a las células del daño oxidativo, es 

antiinflamatorio  y se ha informado que tiene efectos antidiabéticos a través de la 

estimulación de la secreción de insulina. Tanto  el ácido ferúlico como el ácido ρ-

cumárico y sus derivados han sido relacionados con un amplio intervalo de 

bioactividad, entre los que destacan los efectos antioxidantes y anticarcinogénico. 

Gracias a la mayor permanencia del ácido ferúlico libre en la sangre que otros 

antioxidantes, es por ello que sus efectos benéficos son más duraderos y protege 

adecuadamente contra el ataque de radicales libres (Lao et al., 2017). 

 

II.1.4 Nixtamalización 

Se denomina nixtamalización al proceso consistente en someter el maíz a un 

proceso térmico alcalino que lleva a la transformación del mismo en diversos 

productos, entre los que el más conocido es la tortilla, razón por la cual el proceso 

se realiza especialmente en los países que consumen ésta última. En algunas 

áreas de México y Centroamérica el procedimiento descrito se sigue llevando a 

cabo de manera doméstica, implicando un esfuerzo físico que requiere altas 

cantidades de energía y agua, proceso que permite obtener la apreciada tortilla, 

pero con un alto costo ambiental por el alto poder contaminante del proceso, lo que 
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ha llevado a nivel industrial a buscar alternativas más eficientes como la producción 

de harinas nixtamalizadas de forma comercial (Escalante-Aburto et al., 2019).  

 

El proceso básico de nixtamalización parte de maíz entero, el cual se mezcla con 

dos a tres partes de solución acuosa al 1% de hidróxido de calcio (Ca(OH)2). La 

mezcla luego es calentada a 80 °C durante 20 a 45 minutos (con agitación) y se 

deja reposar durante la noche por espacio de 8 a 14 horas. Al día siguiente, el agua 

de remojo del maíz es descartada y el maíz remojado es lavado de dos a tres veces 

con agua limpia, removiendo la cáscara, la cápsula, eliminando el exceso de cal y 

posibles impurezas que pudiera haber tenido el grano. El agua de remojo se 

denomina “agua de nixtamal” (nejayote) y al maíz cocido obtenido “nixtamal”. 

Posteriormente, éste nixtamal es pasado por un proceso de molienda que permite 

obtener la harina, de la que se requieren sólo 50 g que al cocerse sobre un plato 

caliente o de barro (el “comal”) permite obtener las tortillas (Escalante-Aburto et al., 

2019). 

 

El procedimiento antes descrito induce cambios en la estructura del grano del maíz, 

su composición química, propiedades funcionales y valor nutritivo. En términos 

generales, la nixtamalización permite el rompimiento parcial del pericarpio 

(facilitando el descascarado del grano e incrementando su suavidad y plasticidad), 

incrementa la concentración de calcio en el maíz a consecuencia de la ligadura 

entre el almidón y éste mineral y aumenta el porcentaje proteico (por la pérdida de 

la cáscara). Del mismo modo, produce pequeñas pérdidas de almidones y 

azúcares, pérdida del extracto etéreo del maíz, reducción del contenido de fibra 

cruda, pérdida de algunas vitaminas del complejo B e incremento del valor 

nutricional del maíz (por la liberación de aminoácidos y reducción del contenido de 

ácido fítico) (Paredes-López et al., 2018).  

 

II.2 Frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 
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II.2.1 Generalidades 

El frijol común se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, jugando un papel 

importante como cultivo tradicional y en la dieta de muchas personas (Loarca-Piña 

et al., 2018b). Por su alto contenido proteico (20 – 25 %), entre las leguminosas 

constituye el tercer cultivo más importante del mundo luego de la soya y el 

cacahuate y es la leguminosa de mayor consumo humano en México, 

representando hasta un 36 % de la ingesta diaria de proteínas (Lara-Flores, 2015).  

II.2.2 Estructura y Composición Química 

El frijol común (Phaseolus vulgaris L.) es una importante fuente de proteínas, 

carbohidratos complejos, minerales y fibra dietaria (Luzardo-Ocampo et al., 2018b) 

En comparación con otros cultivares de frijol, se ha reportado que el cultivar Bayo 

Madero presenta bajos contenidos de lípidos (0.8 %) y proteínas (14.2 %), pero 

altos contenidos de fibra total (31 %). Asimismo, del cultivar Negro 8025, se ha 

reportado alto contenido de minerales (4.7 %) y mayores contenidos de fibra total 

en relación con otras variedades (37.7 %) (Suárez-Martínez et al., 2016). La 

composición química y nutrimental del frijol destaca por su alto contenido de 

carbohidratos, entre los que la fibra constituye uno de sus mayores componentes 

(Paredes-López et al., 2013) (Cuadro 2).  

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Composición química del frijol común (Phaseolus vulgaris L.) 

 Aspecto Indicador Contenido 

Composición Química (%) Proteína 14.00 – 33.00 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 
19 

Lípidos 1.50 – 6.20 

Fibra 
Total 14.00 – 19.00 
Soluble 3.10 – 7.60 
Insoluble 10.10 – 13.40 

Cenizas 2.90 – 4.50 
Carbohidratos 52.00 – 76.00 

Calidad de Proteína 
Digestibilidad 52.00 – 75.00 
Relación de Eficiencia Proteínica 0.70 – 1.50 

Aminoácidos Esenciales  

Fenilalanina + Tirosina 5.30 – 8.20 
Isoleucina 2.80 – 5.80 
Leucina 4.90 – 9.90 
Lisina 6.40 – 7.60 
Metionina + Cisteína 1.20 – 1.50 
Treonina 4.40 – 7.00 
Triptófano - 

Valina 4.50 – 6.70 

Vitaminas (mg/100 g.) 

Tiamina (B1) 0.86 – 1.14 
Riboflavina (B2) 0.14 – 0.27 
Niacina (B3) 1.16 – 2.68 
Piridoxina (B6) 0.34 – 0.64 
Ácido Fólico 0.17 – 0.58 

Minerales (mg/100 g.) 

Calcio 9.00 – 200.00 
Fósforo 460.00 
Cobre 0.70 – 1.20 
Hierro 3.80 – 7.60 
Magnesio 200.00 
Zinc 2.20 – 4.40 

Otros Componentes 

Taninos (mgeq.cat/g)a 9.60 – 131.40 
Inhibidores de Tripsina (UIT/mg)b 13.00 – 29.00 
Ácido Fítico (%) 0.60 – 2.70 

a Miligramos equivalentes de catequina por gramo 
b Unidades de inhibición de tripsina por miligramo 

(Paredes-López et al., 2013) 

 

Las proteínas del frijol común (Cuadro 2) tienen adecuada composición de 

aminoácidos aromáticos y algunos básicos pero es deficiente en algunos 
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aminoácidos esenciales como son los azufrados (metionina, cistina y triptófano), 

situación que puede ser compensada al combinar el frijol con cereales como el maíz 

o arroz. Otros componentes importantes del frijol lo constituyen las vitaminas del 

complejo B, algunos minerales como el hierro y otros componentes, considerados 

bioactivos, tales como antioxidantes y polifenoles (Paredes-López et al., 2013). 

 

II.2.3 Compuestos bioactivos 

 

Los ácidos fenólicos son uno de los más importantes componentes bioactivos de 

los frijoles asociados a beneficios a la salud. El color de la cubierta de los frijoles se 

atribuye a la presencia y cantidad de polifenoles como los flavonoles, glicósidos, 

taninos condensados y antocianinas, y muchos de ellos dependen de los cultivares 

y las clases comerciales. Los frijoles blancos contienen significativamente menos 

compuestos fenólicos que los coloreados, los cuales tienen cantidades en orden 

decreciente: rojo pequeño, pinto, red kidney oscuro, negro, Great Northern y blanco. 

De los polifenoles del frijol común se ha reportado su importante efecto 

antioxidante, antiproliferativo e inductor de apoptotis en diferentes líneas de cáncer 

(Campos-Vega et al., 2017; Monk et al., 2015) 

II.2.3.1 Flavonoides 

Los flavonoides son los constituyentes monoméricos de los taninos condensados, 

aunque también es muy común encontrarlos como monómeros libres (Shahidi & 

Chandrasekara, 2017). Se ha reportado que los compuestos flavonoides en frijol 

tienen actividad biológica tanto in vitro como in vivo. Los principales compuestos 

flavonoides extraídos de frijol son las antocianinas y proantocianidinas, que han 

mostrado actividad antioxidante (principalmente debido a su capacidad para formar 

complejos con metales) y antimutagénica. Estudios epidemiológicos sugieren que 

el consumo de alimentos ricos en flavonoides protege contra enfermedades 

asociadas al estrés oxidativo (Chavez-Santoscoy et al., 2014).  Dire
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II.2.3.2 Fibra Dietaria 

La fibra dietaria es definida por la Asociación Americana de Químicos de Cereales 

(AACC) como las partes comestibles de plantas o carbohidratos análogos que son 

resistentes a la digestión, conformando la fracción no digerible (FND) y absorción 

en el intestino delgado humano con una fermentación completa o parcial en el 

intestino grueso. Está conformada de polisacáridos (como celulosa, hemicelulosa y 

pectinas), oligosacáridos, lignina, compuestos fenólicos y péptidos, entre otros. La 

celulosa es el mayor componente de la fibra cruda en frijoles (red kidney, navy, 

pinto, rosado y caupí, Vigna unquiculata), mientras que el contenido de fibra dietaria 

total depende de la variedad de frijol que se considere (Campos-Vega et al., 2017).  

 

La fibra, por su solubilidad, puede clasificarse en soluble o insoluble. La fibra soluble 

se constituye de gomas, pectinas, mucílagos, insulina, almidón resistente y 

oligosacáridos como rafinosa, estaquiosa y verbascosa. Al entrar en contacto con 

el agua conforma un retículo en donde queda atrapada, participando en la 

generación de soluciones de alta viscosidad, que tiene importancia metabólica al 

ayudar en la estabilización de los niveles de glucosa en sangre y concentración de 

insulina postprandial, además de que contribuye a la reducción de colesterol sérico 

asociado a la pérdida de ácidos biliares a través de la materia fecal Respecto a la 

fibra insoluble, se ha establecido un enlace metabólico entre su consumo y efectos 

sistémicos en la salud, por ejemplo, en la reducción del riesgo de diabetes tipo 2 

gracias a la mejora de la sensibilidad a la insulina y la modulación de marcadores 

inflamatorios así como influencia directa e indirecta en la microbiota del tracto 

gastrointestinal e incremento del tiempo de tránsito alimenticio (Campos-Vega et 

al., 2017).  

 

En su fermentación por la microbiota colónica, la fibra soluble es sustrato de la 

microbiota colónica para la producción de ácidos grasos de cadena corta 

(principalmente ácidos acético, propiónico y butírico) que conforman nutrientes 

importantes para las células colónicas al ayudar a la absorción de agua y minerales 

y conferir protectores en cáncer de colon (Loarca-Piña et al., 2018). Se ha reportado 
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que los productos derivados de la fermentación colónica in vitro de frijol común 

Bayo Madero ha demostrado ejercer efecto antiproliferativo en  células de 

adenocarcinoma colónico HT-29. De estos productos, los ácidos grasos de cadena 

corta, especialmente el propiónico y el butírico eran los responsables de esta 

inhibición en un 35 %, siendo el efecto producido de manera dosis-dependiente 

(Campos-Vega et al., 2017).  

 

Además, los autores reportaron que el extracto de la fermentación colónica 

estimulaba la apoptosis celular por medio de la inducción de la Caspasa 3 y 

reduciendo la mutación de la proteína supresora de tumores p53 (medida por la 

técnica de TUNEL). Asimismo, el estudio encontró evidencia significativa de mayor 

expresión de la molécula p21CIP1 (uno de los inhibidores de quinasas ciclino 

dependientes), inhibición de la actividad del factor de transcripción pro inflamatorio 

NF-κB y de HDAC1 (Histona Deacetilasa, involucrada en el crecimiento de las 

células HT-29 de cáncer de colon) (Campos-Vega et al., 2017). 

 

II.3 Fracción no digerible y efectos asociados en la salud 

La fracción no digerible es aquella porción de los alimentos que resiste el paso por 

el tracto gastrointestinal, esto es, el ataque enzimático y cambios de pH y 

temperatura, para pasar al colon y ser factible de ser fermentada por la microbiota 

colónica para así generar diferentes metabolitos como los ácidos grasos de cadena 

corta (AGCC: acético, propiónico y butírico). Está compuesta principalmente por 

carbohidratos no digeribles tales como oligosacáridos de la familia de la rafinosa 

(rafinosa, estaquiosa y verbascosa), celulosa, lignina, pectina, galactosa, 

arabinosa, mucosa y xilosa (Campos-Vega et al., 2017). Otros componentes de la 

fracción no digerible o indigerible son proteína (péptidos resistentes), algunos 

polifenoles (ácidos fenólicos, taninos condensados y flavonoides, entre otros) y 

compuestos asociados, así como almidón resistente, algunos minerales 

fuertemente unidos a la pared celular vegetal (aunque son una fracción menor o de 

baja importancia analítica) (Campos-Vega et al., 2017). 
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Se han asociado varios efectos a la salud gracias a la fracción no digerible (FND). 

Por ejemplo, los productos de la FND de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido 

var. Bayo Madero generó reducción del desarrollo de fosas crípticas aberrantes en 

ratas con cancer colorectal inducido químicamente con azoximetano, regulando la 

expresión de genes involucrados en proliferación celular, arresto al ciclo celular y 

apoptosis tales como b-catenina, p53, p21, Rb, Bax y caspasa-3. Asimismo, dicha 

FND proveyó protección contra etapas tempranas de cáncer de colon inducido 

químicamente al suprimir fosas crípticas aberrantes y atenuar la actividad de b-

glucuronidasa, enzimas que están involucradas con la hidrólisis de conjugados 

glucurónidos, permitiendo la potencial liberación de carcinógenos activos en el 

lumen intestinal (Campos-Vega et al., 2017). 

 

Estos componentes del extracto fermentado de FND también han demostrado tener 

efectos transcripcionales en el perfil de expresión de genes del tejido de colon distal 

mediante la transducción de señal de Tp53, como fue demostrado en un modelo in 

vivo de etapa temprana de cáncer de colon, mostrándose diferencias significativas 

en 72 genes de la señalización mediada por Tp53, vías involucradas en apoptosis, 

regulación y arresto del ciclo celular (etapas G1/S y G2/M), inhibición de la 

proliferación e inflamación, así como reparo del ADN (Campos-Vega et al., 2017). 

 

En células HT29 tras exposición a extracto fermentado de FND de frijol comun 

(Phaseolus vulgaris L.) cocido, var. Bayo Madero, se encontraron diferencias 

significativas en 72 de 84 genes de transducción de respuesta mediada por p53, 

nvlucrados en apoptosis, ciclo regular y proliferación celular. Genes apoptóticos, 

SIAH1, PRKCA y el gen de la regulación negativa del ciclo celular MSH2 fueron los 

genes mayormente regulados de forma positiva, en tanto que CHEK1 y GADD45A 

fueron los mayormente regulados de forma negativa (genes del ciclo celular) 

(Campos-Vega et al., 2017). 
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II.4 Inflamación  

La inflamación es un proceso fisiológico que inicia como respuesta a la infección 

bacteriana o daño en tejidos. Los macrófagos son la primera línea de defensa del 

sistema inmune contra el ataque de agentes nocivos en los que estímulos 

inflamatorios como los lipopolisacáridos (LPS) activan a estos para que produzcan 

citocinas variadas pro inflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-α) e 

interleucinas (IL-1b o IL-6) así como mediadores pro inflamatorios como 

prostaglandina E2 (PGE2) y óxido nítrico (NO), que son sintetizados por la familias 

de ciclooxigenasas (COX) y la sintetasa inducible por óxido nítrico (iNOS), 

respectivamente (García-Lafuente et al., 2014) 

 

II.4.1 Importancia y papel del óxido nítrico (NO) en la inflamación  

El óxido nítrico es una molécula señalizadora gaseosa que regula varias respuestas 

fisiológicas y patofisiológicas en el cuerpo humano, incluyendo la circulación y 

función sanguínea, función de plaquetas, defensa del huésped y neurotransmisión 

en el sistema nervioso central y nervios periféricos. Desde ello, un gran número de 

reportes de los efectos del óxido nítrico en las respuestas inflamatorias han sido 

publicados. Se producen altos niveles de óxido nítrico en respuesta al estímulo 

inflamatorio y median en los efectos proinflamatorios y destructivos. Sin embargo, 

como otros mediadores inflamatorios, el NO también tiene efectos protectores en 

algunas de las respuestas inflamatorias (Förstermann et al., 2017) 

 

El óxido nítrico es sintetizado de la L-arginina en una reacción catalizada por las 

enzimas de la familia de la Óxido Nítrico Sintetasa (NOS). Las NOS activas son un 

tetrámero formado por dos proteínas NO y dos moléculas de calmodulina. La 

conversión de L-arginina a NO y L-citrulina requiere igualmente NADPH y O2 como 

co-substratos y 6R-tetrahidrobiopterina (BH4), FAD, FMN y protoporfirina IX de 

hierro (hemo) como co-factores. Las tres isoformas diferentes de NOS han sido 

caracterizadas; la neuronal (nNOS o NOS I) se expresa predominantemente en 

neuronas del cerebro y en el sistema periférico central; la NOS endotelial (eNOS o 

NOS III) se expresa princopalmente en las células endoteliales (aunque tanto eNOS 
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como nNOS se expresan de forma constitutiva y están inactivas en las células en 

reposo). El incremento en las concentraciones de calcio (Ca2+) estabiliza el enlace 

de calmodulina con eNOS e nNOS y activa a la enzima para producir NO. El 

estímulo que incrementa el aumento del calcio (por ejemplo: acetilcolona en las 

células endoteliales) desencdena la producción de NO, y cuando caen las 

concentraciones de calcio, cesa la producción de NO. La tercera isoforma de NO 

es la sintetasa inducie (iNOS o NOS II), cuya expresión se encuentra en la mayoría 

de las células en reposo. La exposición a productos microbianos como los 

lipopolisacáridos (LPS) y dsARN o citocinas proinflamatorias como IL-1, TNF-a e 

IFN-g induce a la expresión del gen de iNOS en varios tejidos celulares. El enlace 

de calmodulina a iNOS es fuerte incluso en bajas concentraciones de calcio, y por 

tanto iNOS es también una NOS dependiente de calcio, y puede producir de forma 

constante altos niveles de NO por períodos prolongados (Griffiths et al., 2017) 

(Figura 2).  

 
Figura 2. Producción de Óxido Nítrico (ON) a partir de L-arginina y con participación 

de la enzima Sintetasa de Óxido Nítrico (SON) (Griffiths et al., 2017). 

 

El ON producido por los macrófagos, debido a que actúa como un radical libre, es 

citotóxico para ciertos microorganismos y células tumorales ya que tiene la 

capacidad de oxidar grupos sulfhidrilos de las proteína, así como reaccionar con el 

anión superóxido para formar dióxido de nitrógeno (NO2) y radical hidroxilo (OH-), 
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sustancias fuertemente oxidantes (Bogdan, 2015). Es importante establecer que la 

producción de óxido nítrico no es necesariamente un indicador negativo. De hecho, 

a nivel vascular ayuda a la vasodilatación y tiene efectos antiinflamatorios (ya que 

inhibe la adhesión de leucocitos al endotelio vascular (modulando las moléculas de 

adhesión endotelial) y secuestra los aniones superóxido al reaccionar con ellos por 

su baja vida media al tener un par de electrones desapareado). Sin embargo, su 

producción irregular provoca cambios en la adhesión de dichos leucocitos, en la 

producción de moléculas de adhesión asociadas y estimula el proceso inflamatorio 

(Griffiths et al., 2017).  

 

El mecanismo molecular a través del cual el NO participa puede ser estructurado 

en tres partes, en su orden (Griffiths et al., 2017):  

 

• El oxido nítrico reacciona continuamente con metales de transición como hierro, 

cobre y zinc. Estos metales son abundantes en los grupos prostéticos de las 

enzimas y otras proteínas y por dicho mecanismo el NO regula la actividad de 

varias enzimas (efecto directo del óxido nítrico).  

• El NO es capaz de inducir a la formación de S-nitrotioles a partir de residuos de 

cisteína en una reacción llamada S-nitrosilación, la cual puede modificar la 

actividad de varias proteínas involucradas en mecanismos reguladores (efecto 

indirecto del óxido nítrico).  

• El NO reacciona muy rápidamente con el anión superóxido, provocando la 

formaición de peróxidonitritito (ONOO-), un agente nitrante y poderoso oxidante 

que modifica proteínas, lípidos y ácidos nucleicos (efecto indirecto del óxido 

nítrico).  

•  

A bajas concentraciones de óxido nítrico (< 1µM) predomina el efecto indirecto, pero 

a mayores concentraciones (> 1µM) predomina el directo. La excesiva formación 

de peróxidonitrito provoca proteínas nitradas, inhibición de la respiración 

mitocondrial, agotamiento de la energía celular, daño al ADN, apoptosis y muerte 

celular por necrosis, provocando daño en tejidos. La nitración de proteínas y 
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enzimas modula su actividad catalítica, señalización celular y organización 

citoesquelética. Asimismo, es de interés que la actividad de iNOS es regulada por 

ONOO- por medio de la nitración, disminuyendo su actividad catalítica, siendo esto 

un proceso regulatorio en pacientes con sepsis (Griffiths et al., 2017).  

 

iNOS sólo es detectado en el tejido inflamado y es el responsable por la excesiva 

generación de especies reactivas de nitrógeno (ERNs) en los macrófagos 

activados, leucocitos y células epiteliales de la mucosa intestinal. Se ha demostrado 

que en colitis ulcerosa, la activación de iNOS/ciclooxigenasa-2 (COX-2)/5-

lipooxigenasa (5-LOX) aumenta y los contenidos incrementados de productivos 

finales como NO, prostaglandina E2 (PGE2) y leucotrieno B4 (LTB4) contribuyen al 

daño de la mucosa intestinal por la sobreproducción de radicales libres y la 

discapacidad del sistema antioxidante. Además, el NO derivado de iNOS reacciona 

con tirosina para producir nitrotirosina, asociada a la infiltración de neutrófilos en el 

epitelio de pacientes con CU (Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014) 

 

El óxido nítrico también está involucrado en la modulación de varios factores de 

transcripción inflamatorios tales como (Griffiths et al., 2017):  

 

• Vía de NF-kB: La familia de factores de transcripción de NF-kB tiene un papel 

central en la regulación de las respuestas inflamatorias de las células de 

mamíferos, incluyendo la proliferación de células T y B, expresión de citocinas 

y moléculas de adhesión, así como la regulación de apoptosis. La activación de 

NF-kB está involucrada en varios estados patológicos como asma, artritis 

reumatoide y la enfermedad inflamatoria intestinal. La activación de NF-kB es 

esencial en la expresión de iNOS y NO regula varios puntos de la cascada de 

activación de NF-kB. NO ha mostrado capacidad para inhibir la actividad de NF-

kB por medio de la S-nitrosilación de la subunidad p50. Además, NO puede 

positivamente modular NF-kB afectando las cascadas que regulan a la 

activación de NF-kB. Un objetivo de p21ras, que es activado por el estrés 

oxidativo y provoca un incremento en la actividad de NF-kB. p21ras es activado 
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por el NO a través de la S-nitrosilación del residio 118 de cisteína. La disociación 

de IkB a través de NF-kB provoca la activación de éste último y está regulado 

por la enzima IKK. La transcripción y degradación de IKK puede ser modulada 

por NO, donde bajas concentraciones NO tienen un efecto contrario.  

 

• Vía de AP-1: AP-1 es un factor de transcripción heterodimérico que consiste en 

las unidades c-fos y c-jun. NO regula la actividad de AP-1 en los sistemas 

biológicos aunque parece ser específico de células y dependiente de la 

concentración. NO puede regular de forma positiva la expresión de c-fos por un 

mecanismo dependiente de cGMP. NO también puede mejorar la expresión de 

AP-1 dependiente de genes a través de la actividación de JNK. Además, ha sido 

reportada la inhibición de la transcripción de AP-1 dependiente de la S-

nitrosilación de c-fos y c-jun.   

 

• Vía Jak-STAT: La familia de miembros de las Janus Tirosín cinasas (Jak1, Jak2, 

Jak3 y Tyk2) se expresan ubicuamente y están involucradas en la regulación de 

varias funciones celulares. En ellas convergen señales extracelulares de la 

superficie celular hacia las proteínas Stat, que en compensación activan 

respuestas transcripcionales dentro de las células, llevando a la adaptación 

hacia un ambiente extracelular alterado. NO participa en la inhibición de las 

actividades de Jak2 y Jak3.  

 

II.4.2 Papel antiinflamatorio de polifenoles y ácidos grasos de cadena corta 

(AGCC) 

 

Evidencia epidemiológica ha indicado que las dietas ricas en frutas y vegetales 

podrían reducir la incidencia de ENT que comparten un componente anti-

inflamatorio, efecto atribuido parcialmente a la presencia de diversos componentes 

antioxidantes, principalmente compuestos fenólicos, aunque gran parte de su 

actividad no puede ser explicada únicamente sobre la base de ésta capacidad 

antioxidante, ya que otras investigaciones han demostrado su acción como 
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secuestrantes de radicales, modulando procesos de señalización celular durante la 

inflamación (García-Lafuente et al., 2014).  

 

García-Lafuente et al. (2014) evaluaron en un modelo in vitro de macrófagos 

murinos 264.7 estimulados por lipopolisacáridos (LPS) el efecto anti oxidante y anti 

inflamatorio de extractos metanólicos ricos en compuestos fenólicos provenientes 

de frijol white kidney (WKB) y round purple (RPB), encontrando que RPB (con altas 

cantidades de proantocianidinas, glucósidos de catequina y ácido sinápico) exhibía 

mayor capacidad antioxidante y mejor efecto anti inflamatorio que WKB 

(conformado principalmente por ácidos fenólicos) al reducir la producción de óxido 

nítrico (NO) y de interleucinas IL-1β y IL-6, y la expresión del dímero proteico NF-

κB p65, pero no ejercían efecto significativo en la producción de factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α).  

 

Moreno-Jiménez et al. (2015) evaluaron los efectos anti inflamatorios y 

antioxidantes de extractos metanólicos de cuatro variedades de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L.) (Negro 8025, Bayo Victoria, Pinto Durango y Pinto Saltillo) 

al ser procesados por enlatado (canning) y ebullición en recipiente abierto, en un 

modelo in vitro de células de cáncer de colon (HT-29), encontrándose que éste 

proceso térmico en las variedades de frijol degrada parcialmente algunos 

compuestos fenólicos pero incrementa la producción de otros de un modo cultivar-

dependiente. Asimismo, se encontró que los extractos reducen, de modo cultivar-

dependiente, la expresión de la enzima COX-2 e inhiben la producción de las 

proteínas pro inflamatorias TNF-α, NF-κB e IL-8 (especialmente en las variedades 

Negro 8025 y Pinto Saltillo), aunque también inducen la expresión de proteínas anti 

inflamatorias como IL-10 y COX-10 (principalmente Bayo Victoria).  

 

II.4.3 Enfermedades Inflamatorias Intestinales (EII)  

II.4.3.1 Generalidades de la enfermedad inflamatoria intestinal 
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Las Enfermedades Inflamatorias Intestinales (EII) son enfermedades reincidentes 

y crónicas cuyo elemento distintivo es una inflamación crónica no controlada de la 

mucosa intestinal y de acuerdo con la  Sociedad Británica de Gastroenterología, las 

dos características más distintivas de una EII idiopática son (Ungaro et al., 2017):  

 

• Deformación de la arquitectura colónica: Es un parámetro cuyos criterios 

varían mucho entre autores, e incluyen elementos como criptas no paralelas, 

ramificación, variación del diámetro, aumento de la distancia entre criptas y la 

mucosa muscular.   

• Incremento de celularidad en la lámina propia: Es la infiltración aumentada 

de neutrófilos en la fase temprana de inflamación, con presencia de 

plasmacitosis basal o agregados linfoides.  

• Plasmacitosis basal: es la presencia de células plasmáticas alrededor de la 

lámina propia (profundidad a 1/5 de la lámina propia) o por debajo de las criptas, 

junto o penetrando la capa muscular de mucosa. La sensibilidad de este 

parámetro es baja porque sólo el 69% de los pacientes muestran esto en su 

primera biopsia, aunque es muy específico porque sólo el 3% de los pacientes 

con colitis aguda autolimitante la presentan.  

• Agregados linfoides: son colecciones nodulares de linfocitos entre la base de 

la cripta y la capa doble muscular de la mucosa. Al menos se requieren dos 

agregados para que se considere anormal. Cerca de un 50% de los pacientes 

con la EII los presentan.  

• Cambios estromales: Es el aumento del espesor muscular de la mucosa o de 

la capa doble muscular de la mucosa, siendo común en CU activa de larga 

duración.  

• Ileítis por reflujo: Es la inflamación íleal, caracterizada por inflamación activa 

de las vellosidades y la lámina propia, junto al acortamiento y atrofia de las 

vellosidades.  

 

Las EII agrupan principalmente dos condiciones, la Enfermedad de Crohn (EC) 

como la colitis ulcerosa crónica idiopática (CUCI) y afecta a millones de personas 
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alrededor del mundo (Ungaro et al., 2017). Aunque la CU y la EC son generalmente 

aceptadas como condiciones clínicas distintivas con hallazgos diferentes a nivel 

clínico, anatómico e histológico, su diagnóstico aún sigue siendo difuso. Por ello, 

se ha dicho que las dos condiciones probablemente representan un espectro de 

enfermedad en que ambas corresponden a finales diferentes. Además, existe todo 

un conjunto de enfermedades para cada desorden que es llamado “colitis 

ulcerosas” o “enfermedades de Crohn” (Ungaro et al., 2017).  

 

La relevancia de muchos cambios observados en la EII aún sigue sin claridad. De 

modo general, se ha identificado que la enfermedad inflamatoria intestinal consta 

de cuatro fases (Neurath, 2014):  

• En la Fase I o Etapa Previa a la Enfermedad, es aquella en la que la presencia 

de factores genéticos del organismo como las quimiocinas o citocinas propias 

del desarrollo microbiano; o factores ambientales como la dieta, los 

microorganismos naturalmente presentes, infecciones y estrés, entre otros 

elementos, actúan como alteradores de la función de la barrera intestinal.  

• En la Fase II o de Inflamación Intestinal Aguda, la disrupción y destrucción de 

la función membranal provoca la traslocación de muchos de los metabolitos 

microbianos hacia el interior de los enterocitos. Esto lleva a una activación de 

las células del sistema inmune 

• En la Fase III o de Cronicidad o Resolución, células del sistema inmune, tales 

como las Células Presentadoras de Antígenos (APC, por sus siglas en inglés) 

como los macrófagos, y las células T efectoras, producen mediadores 

proinflamatorios, que en su constante generación desencadenan cambios 

metabólicos. 

 

La presencia de una inflamación activa en pacientes con Colitis Ulcerosa se 

asocia a una fase aguda de migración de leucocitos hacia el tracto 

gastrointestinal, lo que es transferido hacia la producción de varias proteínas, 

muchas de ellas detectadas en el suero o las deposiciones fecales. La 

evaluación de si la inflamación está presente o no en la mucosa, por tanto, es 
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importante en el manejo de pacientes con UC puesto que los tiempos de recaída 

son muy altos si incluso una inflamación mínima permanece en los pacientes 

que tienen una remisión clínica (Ungaro et al., 2017).  

 

• Para la última etapa, Fase IV o Inflamación Crónica, se pueden generar 

condiciones intestinales como fibrosis y cáncer colorrectal, entre otras. 

 

II.4.4 Colitis Ulcerosa (CU) 

II.4.4.1 Generalidades de la colitis ulcerosa 

 

Las EII afectan a aproximadamente 1.4 millones de estadounidenses, siendo 

bastante comunes en personas entre los 15 y 30 años de edad. La colitis ulcerosa 

es una enfermedad inflamatoria idiopática que afecta al colon, generalmente de 

adultos entre los 30 y 40 años de edad, provocando su discapacidad. Se caracteriza 

por una inflamación reincidente en la mucosa, iniciando en el recto y extendiéndose 

hasta los segmentos proximales del colon (Ungaro et al., 2017).  

El objetivo de la terapia en colitis es inducir y mantener una reducción de los efectos 

de la enfermedad a nivel clínico y endoscópico. Los aminosalicilatos son la principal 

selección de tratamiento para la colitis ulcerosa leve o moderada, aunque los 

esteroides tópicos y sistémicos pueden ser utilizados para el tratamiento de colitis 

benignas, mientras que los inmunosupresores y medicamentos biológicos son 

utilizados en la enfermedad moderada o severa. La colectomía es necesaria en 

cerca del 15% de los pacientes con CU. Los costos anuales e indirectos asociados 

a la CU se estiman que son entre 12.5 a 29.1 millones de euros en Europa y de 

8,100 a 14,900 millones de dólares en Estados Unidos (Ungaro et al., 2017). 

No existe vinculación al género en colitis. Su incidencia se ha incrementado a nivel 

mundial, reportándose los mayores casos en el norte de Europa (0.02%), Canadá 

(0.019%) y Australia (0.017%). Su prevalencia tiene los mayores niveles en Europa 

(0.05%), Canadá (0.024%) y Estados Unidos (0.02%). Los casos están 
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aumentando también en otras regiones del mundo como Asia, Medio Oriente y 

Sudamérica (Ungaro et al., 2017). 

En México, no hay datos específicos para la enfermedad, pero para CU se estima 

que ha habido un aumento en estas patologías, llegándose a diagnosticar con ellas 

hasta 76 pacientes por año cuando para la década pasada la cifra promedio no 

sobrepasada por 28 (Bosques-Padilla et al., 2011). Rodríguez-Leal (2001), para la 

década pasada, estimó la incidencia de CU entre el 0.2 % y 4.89 % de la población, 

mientras que para EC entre el 0.0008 % hasta 1.11 %. Yamamoto Furusho (2015) 

reporta que las tasas más altas de EII en el mundo se encuentran en América del 

Norte, reportando para CU y EC, respectivamente, 19.2 y 20.2 casos por cada 100 

mil habitantes (Neurath, 2014).  

La EC generalmente involucra el íleon y el colon, pero puede afectar cualquier 

región del intestino. La CU involucra el recto y podría afectar parte del colon, su 

totalidad (pancolitis) o hacerlo en un patrón ininterrumpido. Aunque es un reto la 

distinción entre las dos enfermedades, se sabe que la CU está condicionada por 

linfocitos cooperadores tipo 2 (TH2), mientras que en EC son de tipo 1 (TH1). Los 

pacientes que padecen estas enfermedades están en riesgo de padecer colangitis 

esclerosante primaria, espondilitis anquilosante y psoriasis, aunque se ha reportado 

que la CU está vinculada al desarrollo de cáncer colorrectal, una de las 

consecuencias más agravantes de esta enfermedad (Ungaro et al., 2017). 

La farmacoterapia para EII incluye el uso de medicamentos antiinflamatorios y 

anticuerpos monoclonales anti factor de necrosis tumoral α (TNF-α), pero estos 

tratamientos no curan la enfermedad. Asimismo, la colectomía es inadecuada para 

el control de la inflamación, por lo que varios estudios han investigado el papel de 

la dieta en la prevención de la EII y su tratamiento (Martin & Bolling, 2015). 

Muchos de los factores de riesgo varían por países. Por ejemplo, la apendicectomía 

no parece disminuir el riesgo, mientras que el suministro de antibióticos fue 

protector cuando se comparan los países desarrollados con aquellos en vías de 

desarrollo de Asia o Medio Oriente. En países europeos no se encontraron 
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asociaciones entre el estrés y el inicio de la colitis. Los principales factores de riesgo 

son (Ungaro et al., 2017):  

• Historial familiar de enfermedad inflamatoria intestinal (EII): Se presenta del 

8-14% de los pacientes. Los familiares de primer grado tienen cuatro veces 

mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad. 

• Componente étnico: La población judía tiene mayores tasas de desarrollo de 

la enfermedad que otros grupos étnicos.  

• Análisis genómicos: Se han identificado cerca de 200 locus de riesgo para EII 

hasta el momento, donde la mayoría de los genes contribuyen a fenotipos tanto 

de CU como EC. Los más reconocidos hasta el momento son los antígenos 

leucocitarios y los genes asociados a la función de barrera como HNF4A y 

CDH1. Sin embargo, la genética sólo explica el 7.5% de la variación de la 

enfermedad y tienen poca capacidad predictiva en el fenotipo, además de que 

su uso clínico es limitado.  

• Factores ambientales: El historial de tabaquismo es uno de los mayores 

factores de riesgo asociados a CU, mientras que los fumadores activos tienen 

menor tendencia al desarrollo de Cu en comparación con no fumadores y 

fumadores inactivos. Asimismo, presentan una evolución de la enfermedad más 

leve. La apendicectomía parece que confiere un efecto protector contra el 

desarrollo de CU, especialmente cuando ha sido hecha para apendicitis aguda 

en pacientes jóvenes. Los pacientes recientemente diagnosticados con CU 

generalmente coinciden con episodios de gastroenteritis. El consumo de 

medicamentos, como anticonceptivos orales, o de terapia de reemplazo 

hormonal y medicamentos antiinflamatorios no esteroideos han sido asociados 

con un incremento en el riesgo de desarrollo de la enfermedad, mientras que la 

exposición a antibióticos no lo es. La lactancia materna al parecer disminuye el 

riesgo, mientras que la vida urbana lo incrementa.  

Los principales síntomas de colitis son la sangre en las heces y la diarrea. Cerca el 

15% de los pacientes incluso presentan la severidad de estos síntomas al inicio de 
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la enfermedad. Otros síntomas pueden ser incontinencia, fatiga, aumento 

incrementado de los movimientos intestinales, descarga de mucosa, defecaciones 

nocturnas, incomodidad intestinal, a veces dolor abdominal. En el caso de 

severidad de la enfermedad, puede presentarse fiebre y pérdida de peso. 

Dependiendo de la extensión de la enfermedad, la colitis ha sido clasificada en tres 

tipos (Figura 3) (Ungaro et al., 2017).  

 
Figura 3. Principales fenotipos de colitis de acuerdo con la clasificación de 

Montreal. Los síntomas y la estrategia de tratamiento podrían variar de acuerdo a 

la extensión de la enfermedad (Ungaro et al., 2017).  

 

En estudios poblacionales diversos, hasta un 30-60% de pacientes presenta 

proctitis, 16-45% colitis del lado izquierdo y del 14-35% pancolitis extensiva. Hasta 

el 10% de los pacientes con proctitis o colitis del lado izquierdo puede sufrir de 

estreñimiento. La examinación física podría revelar signos de anemia, sensibilidad 

abdominal y sangrado rectal. La distensión abdominal podría ser indicadora de 

dilatación colónica, requirieron adecuada evaluación radiológica. Los pacientes con 

colitis ulcerosa pueden presentar fisuras anales o de piel debido a la irritación por 

diarrea (Ungaro et al., 2017).  
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II.4.4.2 Mecanismo de acción de colitis ulcerosa 

A menudo se describe la colitis junto a la EC, aunque existen diferencias 

importantes. La siguiente imagen muestra el sistema inmune intestinal en un estado 

sano y en un estado de colitis ulcerosa. Las células epiteliales colónicas 

(colonocitos), la barrera de mucosa y los elementos de la barrera epitelial están 

fuertemente implicados en la patogénesis de la colitis ulcerosa (Ungaro et al., 

2017). 

Durante el estado sano, la función de barrera es mantenida por la capa de mucosa 

y las células epiteliales atadas a través de uniones estrechas. Adicionalmente IgA 

y factores antimicrobiales como RegIIIg secuestran la microbiota luminal lejos del 

sistema inmune de la mucosa. Células presentadoras de antígenos especializadas 

como las células dendríticas procesan y presentan los antígenos a las células T y 

B dentro de los nódulos linfáticos de desagüe, que es lo que normalmente sucede 

en un fenotipo tolerante. Las células dendríticas intestinales también inducen a los 

linfocitos T y B a expresar moléculas intestinales como a4b7 y CCR9. Los linfocitos, 

en consecuencia, ingresan en la circulación sistémica y alcanzan las vénulas 

superiores endoteliales del intestino (Ungaro et al., 2017). 

 

Los linfocitos que expresan a4b7 se acoplan a MAdCAM expresado localmente y 

salen de la circulación para ingresar dentro de la lámina propia intestinal. La 

actividad coordinada entre las células de la inmunidad adaptativa e innata 

mantienen la homeostasis dentro de la mucosa intestinal en un nivel estable 

(Ungaro et al., 2017). 

 

Por su parte, en la situación de enfermedad, la CU se asocia con un daño a la 

barrera de mucosa, permitiendo a la microbiota luminal el desencadenamiento de 

una respuesta inflamatoria sostenida y desinhibida. Entre las células inflamatorias, 

las TH9 perpetúan la apoptosis de los enterocitos e inhiben el daño de la mucosa. 

La IL-13, producto por las células T NK también contribuyen al daño epitelial. 

Adicionalmente, las células linfoides innatas, homeostáticas en el nivel estable, 
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contribuyen a la producción de citocinas, prolongando la inflamación. El daño en la 

mucosa se asocia con la disbiosis, que probablemente contribuye con la cascada 

inflamatoria (Ungaro et al., 2017). 

 

Un mayor entendimiento del sistema inmune de la mucosa ha permitido la 

expansión de todo un grupo de objetivos terapéuticos. De ellos, los antagonistas 

del TNF-a son a menudo utilizados en la práctica clínica (Ungaro et al., 2017). 

 

 
IgA: Inmunoglobulina; DC: Célula dendrítica; MAdCAM: Molécula asociada a células de la mucosa; 

TH: Célula cooperadora; Treg: Célula T reguladora; IFN: Interferón; M: Macrófago; TGF: Factor de 

crecimiento transformante; ER: Retículo endoplásmico; MHC: Complejo Mayor de 

Histocompatilibidad; NK T: Célula T Natural Killer. MLN: Nódulo linfático mesentérico. 

 

Figura 4. Vista general del sistema intestinal inmune en el estado sano y de colitis 

ulcerosa con un enfoque en objetivos terapéuticos promisorios (Ungaro et al., 

2017). 

 

Los autoanticuerpos contra tropomiosinas asociadas a colonocitos también han 

sido descritos en CU, pero es escasa la evidencia conclusiva respecto a su 
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clasificación en CU como una enfermedad mediada por auto anticuerpos. Defectos 

asociados a los colonocitos asociados al gen XBP1, un componente clave de la vía 

de respuesta al estrés del retículo endoplasmático, también han sido reportados en 

CU (Ungaro et al., 2017). 

 

II.4.5 Efectos biológicos del frijol común asociados a CU 

Los reportes más recientes del efecto del consumo de frijol sobre colitis lo 

constituyen diversos estudios que han evaluado el efecto in vivo de la adición de 

harina de frijol a dietas basales de animales. Monk et al. (2018) reportaron para 

ratones (C57BL/6J) alimentados con con frijol común de las variedades negro y 

alubia chica (navy) (20%) a los que se les indujo colitis aguda (DSS), por un período 

de 8 días (previo consumo de la dieta por 3 semanas), que el consumo de frijol 

previo a colitis en los animales no provocó cambios significativos en el peso 

corporal, índice de actividad de la enfermedad (DAI), relación peso/longitud de 

colon ni en el puntaje de daño en mucosa, aunque sí redujo el índice de proliferación 

celular en las criptas colónicas. Asimismo, los animales en las dietas 

suplementadas con frijol común mostraron reducción significativa en la expresión 

de STAT3 y NFkB-p65, citocinas clave en el proceso inflamatorio, así como 

reducción significativa en la concentración colónica de IL-1b, IL-6, MCP-1 y MIP-

1b; e incrementos en la expresión de MUC3 y algunas galectinas (GAL2, GAL3 y 

GAL4), que promueven la migración celular y favorecen el cierre de heridas. Los 

autores concluyeron que el consumo de dietas con frijol común atenúan la 

inflamación colónica, con efectos que persisten hasta por 1 semana.  

 

Power et al. (2016) reportaron que en ratones de la cepa C57BL/6 fueron 

alimentados con una dieta suplementada en un 20 % con harina de frijol común 

negro (Phaseolus vulgaris L.) cocido por tres semanas, seguido de exposición con 

dextrán sulfato de sodio (DSS) (2 % p/v, 5 días), mostraron un incremento de 

extensión de fosas colónicas crípticas, número de células caliciformes y producción 

de mucosidad así como expresión mARN de MUC1 y MUC3, Relmβ, REG3γ, IgA y 
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JAM-A y reducción de los niveles séricos de lipopolisacáridos (LPS); siendo esto 

indicador de mejora de la defensa antimicrobiana e integridad de la barrera 

intestinal. Asimismo, el consumo de frijol negro incrementó la producción de ácidos 

grasos de cadena corta (propiónico, acético y butírico) derivados de actividad 

microbiana colónica, alteró la estructura de la comunidad microbiana colónica 

(incremento de Prevotellaceae, Porphyromonadaceae, Erysipelotrichaceae, 

Peptococcaceae y Peptostreptococcaceae), de genes promotores de la integridad 

de la barrera colónica (MUC1, Relmβ y TFF3) y redujo la producción de mediadores 

colónicos pro inflamatorios (IL-1β, IL-6, IFNγ y TNF-α).  

 

Monk et al. (2016) evaluaron el efecto de dietas suplementadas en un 20% con frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) cranberry claro y oscuro en ratones de la cepa 

C57BL/6. Tras ser alimentados durante tres semanas con esta dieta y luego 

expuestos a DSS para inducir colitis, los autores reportaron, previo a la inducción 

de la enfermedad, incremento de producción de ácidos grasos de cadena corta 

propios de la actividad microbiana colónica, aumento de la extensión de fosas 

colónicas crípticas, aumento del número de células caliciformes y contenido de 

mucosidad e incremento de la expresión de genes relacionados con la mejora de 

la actividad microbiana y la función de la barrera intestinal (Muc1, Klf4, Relmβ y 

Reg3γ). Durante la colitis, los autores reportaron reducción en la severidad de la 

enfermedad y daño histológico colónico, incremento de los genes promotores de la 

protección de la barrera intestinal (Muc1, Muc3, Relmβ y Reg3γ) y reducción de las 

citocinas inflamatorias circulantes (IL-1β, IL-6, IFNγ y TNF-α).   

 

Monk et al. (2015) evaluaron el potencial protector a la salud intestinal de frijol rojo 

y blanco arriñonado (red y white kidney bean en inglés) en ratones sanos de la cepa 

C57BL/6 y su habilidad para atenuar la inflamación colónica tras exposición a  DSS. 

Para ello, los ratones fueron alimentados durante tres semanas con una dieta 

suplementada en un 20 % con la harina de frijol cocido (producida a partir de frijoles 

remojados en agua, cocidos de forma lenta con 0.3 % de polvo de horneado, 

homogeneizados y secados en frío) y posteriormente les fue inducida colitis por 
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medio de dextrán sulfato de sodio (DSS),  reportando que en los ratones se 

incrementó la expresión de los niveles de ácidos grasos de cadena corta (ácido 

acético, propiónico y butírico), extensión de las fosas colónicas crípticas y los 

niveles de mARN de MUC1, Relmβ (Resistina similar a la molécula β) y TLR4, todos 

indicadores de mejora de la actividad antimicrobiana, integridad de la barrera 

intestinal y respuesta de defensa antimicrobiana. Asimismo, se redujo la expresión 

de mediadores pro inflamatorios en el tejido colónico (IL-1β, IL-6, IFNγ, TNF-α y 

MCP-1) y los niveles séricos de IL-17A, IFNγ, TNF-α, IL-1β e IL-6.   

 

El estudio de Zhang et al. (2014), en el que harinas de frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) blancos y negros cocidos fueron suministradas en proporciones únicas 

(20 %) a ratones de la cepa C57BL/6 a los que se les indujo colitis utilizando dextrán 

sulfato de sodio (DSS), reportó reducción en la expresión de mARN de citocinas 

pro inflamatorias (IL-6, IL-9, INFγ e IL-17A),  incremento de la citocina 

antiinflamatoria IL-10, reducción de citocinas circulantes (IL-1β, TNF-α, IFNγ e IL-

17A) y el estrés inducido por DSS.  

 

Aunque se ha sugerido reducir el consumo de frijol en pacientes que padecen 

enfermedades inflamatorias intestinales debido a la producción de gas, estos 

estudios sugieren que, hasta cierta dosificación y probablemente de forma 

preventiva y hasta cierta etapa del desarrollo de la enfermedad, el consumo de frijol 

podría mitigar el efecto de colitis. Se ha sugerido que para dietas controladas, el 

consumo de frijol podría re introducirse a los tres meses de intervención dietaria, 

como en el uso de la Dieta Específica de Carbohidratos de Gottschall, donde se 

sugiere el consumo de carne, pescado, huevos y aves, así como la mayoría de 

vegetales, nueces, algunas frutas y ciertos azúcares; se permiten los productos 

libres de lactosa, panes formulados sin granos, galletas y productos de panadería 

elaborados de nuez (Hoffman, 2013).  
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II.4.6 Papel de las EROs y ERNs en CU y algunas estrategias terapéuticas en 

su tratamiento 

Tanto las EROs (Especies Reactivas de Oxígeno) como las ERNs (Especies 

Reactivas de Nitrógeno), así como citocinas proinflamatorias tienen una importante 

implicación en la etiología y avance de la CU. Se han observado una infiltraciín 

significativa de neutrófilos y niveles incrementados de mieloperoxidasa (MPO) se 

han observado en la lamina propia de humanos con CU, cercana al epitelio 

intestinal. Se ha evidenciado también que en ratones el comienzo y la severidad de 

colitis es significativamente atenuada con la ablación génica de iNOS. En CU, iNOS 

es responsable de la producción aumentada de ON en el epitelio y en las fosas de 

inflamación, en asociación con nitrotirosina.  El NO derivado de iNOS estimula la 

producción de TNF-a en el colon medio y distal, promoviendo la infiltración de 

neutrófilos a través del estímulo de la síntesis de la molécula de adhesión 

intracelular (ICAM) y P-selectina, permitiendo entonces el daño al tejido colónico. 

El reclutamiento de neutrófilos y la activación de vías transcripcionales clave como 

la de NF-kB y AP-1 aumenta la respuesta inflamatoria y el daño a tejidos. Cuando 

se activa, NF-kB se trasloca al núcleo, se enlaza al ADN y subsecuentemente activa 

la expresión de genes. Los genes activados involucrados en la inflamación de 

mucosa incluyen IL-6, IL-8, IL-19, TNF-a e ICAM, y se ha documentado un 

incremento en la activación de NF-kB y altos niveles de expresión de los mARN de 

IL-1b e IL-8 en el tejido de CU humana (Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014).  

 

Aunque la CU es una enfermedad inflamatoria bien conocido, aún existe la 

búsqueda por marcadores confiables. Estudios han reportado altas 

concentraciones de serpina B1, un inhibidor de elastasas de neutrófilos que reduce 

el daño a tejidos inducido por peróxido de hidrógeno en pacientes con CU. Además, 

varios pacientes parecen tener un polimorfismo en la región promotora de catalasa 

(C-262T), que altera los niveles de expresión de la enzima. Asimismo, la 

caracterización proteómica del tejido colónico inflamado ha demostrado un alto 

nivel relativo de proteínas de estrés oxidativo como la proteína enlazante de 

selenio, superóxido dismutasa y la peróxido-reductasa dependiente de tioredoxina, 
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así como la expresión de proteínas implicadas en la generación de energía como 

la isocitrato deshidrogenasa, cadena B de la L-lactato deshidrogenasa,  fosfatasa 

inorgánica o enoil-CoA-hidratasa, lo que podría indicar alteraciones inflamatorias 

asociadas al metabolismo energético. Estudios clínicos indican que el tratamiento 

de pacientes con CU con mesalamina oral (2.4 g/día) junto con N-acetil-L-cisteína 

(0.8 g/día) por 4 semanas muestra mejores respuestas clínicas, acompañado de la 

reducción en los niveles de IL-8 y MCP-1 (Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014). 

 

Lo anterior habla de algunas estrategias terapéuticas que se han utilizado en el 

tratamiento de la EII y CU con base en la influencia sobre rutas de inflamación y 

niveles de EROs y ERNs. Las más importantes son:  

 

• Sulfasalazina: La sulfasalazina es un potente transportador e inhibidor de 

cisteína, compuesto por el ácido 5-aminosalicílico y sulfapirina, y ha sido 

rutinariamente utilizado en la terapia en general de EII. Tras su ingesta oral, la 

sulfalazina es separado por la microbiota intestinal en sulfapiridina y mesalazina. 

Como todos los salicilatos, el potencial antiinflamatorio de sulfalazina podría 

reflejarse en su influencia sobre la liberación de adenosina, que controla el 

potencial oxidativo, y por tanto el efecto de sulfalazina sobre compuestos 

proinflamatorios y la generación de radicales libres. Estudios clínicos han 

mostrado que el tratamiento con sulfalazina a pacientes con UC leve o 

moderadamente activa provocó una reducción significativa en la inflamación 

intestinal. Este efecto puede ser explicado por la influencia de sulfalazina en 

EROs y citocinas proinflamatorias, ya que disminuye la concentración de EROs. 

En pacientes con CU moderada, el tratamiento con sulfasalazina (2-4 g/día) por 

8-36 semanas mostró una regulación negativa de la vía de NF-kB acompañada 

de la disminución en la expresión del mARN de la interleucina proinflamatoria 

IL-8 e IL-1b. Cuando se estimula, la vía de NF-kB activa genes como la 

producción de citocinas proinflamatorias. Por tanto, su regulación negativa bajo 

el tratamiento con sulfasalazina es deseada. Se ha observado que, en pacientes 

con CU moderada, la disminución en la concentración de NF-kB era 
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dependiente de los niveles de IkBa, que es una proteína reguladora que inhibe 

a NF-kB, atrapándolo en el citoplasma. En respuesta al estímulo, IkBa es 

degradado y rápidamente regresa a sus niveles originales, manteniendo NF-kB 

inactivo e inhibiendo sus efectos de forma indirecta (Piechota-Polanczyk & 

Fichna, 2014). 

 

La desactivación de NF-kB por sulfasalazina también ha sido descrita en 

modelos in vitro. Por ejemplo, la inhibición de NF-kB mediada por sulfasalazina 

indujo apoptosis de linfocitos T y macrófagos. En macrófagos, la sulfasalazina 

también estimula la Fosfolipasa D, una enzima involucrada en la señalización 

celular y el estrés oxidativo, con la correspondiente generación de fosfatidata. 

Asimismo, la sulfasalazina ha mostrado inhibir la liberación extracelular de la 

proinflamatoria Fosfolipasa A2 (Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014). 

 

• Mesalazina (5-ASA): La mesalazina (5-ASA), un metabolito de la sulfasalazina, 

es ampliamente utilizada en el tratamiento de CU. A niveles celulares, 5-ASA 

reduce el estrés oxidativo inhibiendo la producción de O2-· y H2O2 así como 

previene la inhibición en las mucosas de GADPH. Ensayos clínicos han indicado 

que, en pacientes con CU, el tratamiento de 4 semanas con 5-ASA (2.4 g/día) 

sumado a N-acetil-L-cisteína (0.8 g/día) no sólo mejora la respuesta clínica, sino 

que también disminuye los niveles sanguíneos de TNF-a, IL-6 e IL8, así como 

mejora el contenido de GSH (glutatión). La administración de 5-ASA sola mejoró 

la respuesta clínica, pero no tuvo efectos en IL-6 e IL-8, y tampoco en GSH o 

TNF-a (Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014). 

• Corticoesteroides: Los corticoesteroides sistémicos son altamente efectivos 

en la remisión clínica de CU y EC. La segunda generación de estas sustancias 

utilizadas hoy en día, que incluye budesonida, prednisona o dipropionato de 

beclometasona parecen tener leves efectos en pacientes con CU y EC. La 

terapia con glucocorticoides es efectiva en la inhibición de la actividad de 

neutrófilos, reflejado en la disminución de los niveles séricos de MPO y la 

elastasa de neutrófilos en pacientes con EII. Esta actividad de los 
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glucocorticoesteroides se debe a su influencia sobre NF-kB, donde se ha 

demostrado que, por ejemplo, niveles de prednisona de 0.75 mg/kg/día por tres 

semanas inhibieron fuertemente la activación de NF-kB al estabilizar la 

activación citosólica de IkBa en tejidos de pacientes con colitis. Los 

corticoesteroides no parecen reducir la expresión en mucosa de NOS en 

pacientes con CU, aunque el tratamiento con prednisolona (0.5 – 1.0 mg/kg oral, 

por 1 mes) redujo niveles mucosales de NOS y producción rectal de NO en 

pacientes con CU (Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014). 

• Ciclosporina A: La ciclosporina A, un inhibidor de la calcineurina, es un 

medicamento inmunosupresor que ha mostrado suprimir la producción de IL-2 

e IL-3, inhibiendo la quimiotaxis de neutrófilos e induciendo apoptosis de células 

T en pacientes con CU. También disminuye el número de neutrófilos y células 

mononucleares en tejido colónico e inhibe la actividad citotóxica de células T y 

la actividad de quimiocinas de la mucosa en seres humanos. Cuando se 

administra, la ciclosporina A se une a ciclofilina A, cuya expresión génica regula 

de forma positiva el epitelio de las criptas en pacientes con CU. El complejo 

ciclosporina-ciclofilina A disminuye las concentraciones de TNF-a e IL-6, 

inhibiendo la actividad de señalización de NF-kB y MAPK en monocitos, 

alterando los procesos inflamatorios. Sin embargo, no se han encontrado 

asociaciones entre la respuesta clínica y los niveles sanguíneos de ciclosporina 

A en pacientes que han recibido tanto dosis altas (>5 mg/kg/día) como bajas (<5 

mg/kg/día) de ciclosporina A oral (Piechota-Polanczyk & Fichna, 2014). 

• Anticuerpos anti TNF-a: Infliximab es un anticuerpo monoclonal contra TNF-a 

tanto sérico como de membranas, inhibiendo su concentración en la mucosa 

colónica de pacientes con CU. El tratamiento ha mostrado reducción en la 

inflamación con mejora del daño a mucosas en pacientes con CU gracias a la 

recuperación de las células caliciformes y la reducción en la formación anormal 

de mucosa y su secreción, permitiendo la recuperación de los componentes de 

las vellosidades. Estudios en pacientes (n=32) que sufrían de CU por cerca de 

4 años que fueron tratados con Infliximab en varias infusiones intravenosas a 

las 0, 2 y 6 semanas de tratamiento expresaron menores mARN de TNF-a e 
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IFNg. Además, la remisión de CU ha sido observada en pacientes tras el 

tratamiento con Infliximab. El colon de los pacientes con CU que han remitido 

se caracteriza por un bajo número de macrófagos y linfocitos, aunque el nivel 

de TNF-a en células permanece sin cambio. Estos cambios pueden atribuirse a 

la inhibición de la generación de TNF-a y la modulación de su vía de 

señalización. Además de reducir mARN de TNF-a, Infliximab disminuyó 

linfocitos T y macrófagos y reguló negativamente la expresión de IFNg sin 

afectar los mARN de IL-10 e IL-4. Infliximab es introducido en pacientes a una 

dosis de 5 mg/día por 2-4 semanas para inhibir la actividad de neutrófilos, 

reflejado en los menores niveles de elastasa de neutrófilos, pero no es tan 

eficiente como el suministro de glucocorticoides (0.8 mg/kg/día). La terapia con 

Infliximab disminuye la regulación positiva de las moléculas de adhesión celular 

de leucocitos y el número de células inflamatorias en la lamina propia colónica.  

 

II.4.7 Marcadores en la enfermedad crónica inflamatoria intestinal y Colitis 

Ulcerosa (CU):  

II.4.7.1 Marcadores fecales de CU 

 

Los marcadores fecales son un grupo heterogéneo de sustancias que son 

generados por la mucosa intestinal inflamada. Su principal uso es en el diagnóstico 

y evaluación de la actividad de la enfermedad en casos difíciles, así como juegan 

un papel en la evaluación de los efectos del tratamiento y la predicción de la recaída 

(Masoodi et al., 2011). La mucosa inflamada y permeable en los pacientes que 

padecen EII se asocia con niveles altos de citocinas, así como marcadores de 

activación de neutrófilos, presentes en muestras fecales, marcadores que han 

podido ser identificados gracias a técnicas de etiquetado con materiales 

radioactivos, altamente sensibles (97 %) en comparación con los análisis 

radiológicos (79 %) o histología rectal (70 %), al menos en la identificación de 

leucocitos. Desafortunadamente, estas técnicas exponen a los pacientes a 

radiación e implican recolección de heces de por lo menos 4 días en instalaciones 
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dedicadas a ello. Incluso la colonoscopia no detecta inflamación en el caso de que 

sea mínima o localizada, por lo que es normal que las heces reflejen el estado de 

todos los sitios del tracto digestivo, puesto que las mismas se forman en su tránsito 

a partir del mismo. Los marcadores fecales llenan todos los criterios de ser no 

invasivos, simples, poco costosos, sensibles y específicos para la inflamación 

intestinal (Ungaro et al., 2017). 

 

La inflamación crónica en el intestino grueso comprende principalmente células 

plasmáticas y linfocitos, mientras que en la exacerbación aguda de la misma los 

neutrófilos migran y degranulan sustancias como la mieloperoxidasa, lactoferrina, 

factores quimiotácticos eosinofílicos, etc. Los niveles de dichas sustancias indican 

la activación de los neutrófilos a lo largo de la exacerbación de la mucosa 

gastrointestinal, sustancias que son estables en la materia fecal y cuya medida 

puede dar evidencia indirecta de la inflamación colónica de una forma no invasiva 

(Ungaro et al., 2017). 

 

Muchos marcadores potenciales han sido evaluados hasta el momento, aunque 

uno ideal aún está por ser identificado (Ungaro et al., 2017):  

 

• Mieloperoxidasa fecal (MPO): Otra enzima de importancia es la 

mieloperoxidasa, una constituyente de los gránulos azules de los neutrófilos e 

importante contra el ataque bacteriano y liberada junto a otros metabolitos 

citotóxicos de oxígeno. No se ha establecido aún los factores responsables del 

reclutamiento de neutrófilos en CU, aunque la MPO podría asociarse al número 

celular (desde al menos 500 células). En comparación a controles sanos, se han 

encontrado niveles elevados de esta enzima, la cual puede ser correlacionada 

con parámetros de laboratorios y grados endoscópicos de inflamación. La 

lactoferrina fecal se correlaciona con la mieloperoxidasa fecal pero su relación 

(razón o proporción entre las mismas) es diferente en EII en comparación con 

la diarrea infecciosa  (Angriman et al., 2007). La mieloperoxidasa hace parte de 

ese grupo de enzimas que son proteolígicas y pueden ser liberadas tras la 
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estimulación, junto con metabolitos citotóticos de oxígeno, contribuyendo al 

daño tisular en el sitio de inflamación, por ejemplo, de la mucosa colónica. Sin 

embargo, los factores responsables del reclutamiento en la mucosa de 

neutrófilos en colitis ulcerosa aún no se han establecido con seguridad (Masoodi 

et al., 2011).  

 

La liberación de MPO se ha correlacionado con una liberación local mejorada 

de la interleucina 8 peptídica activadora de neutrófilos (IL-8), lo que ha permitido 

sugerir que la activación o el reclutamiento de neutrófilos en CU está mediada 

por un incremento en la síntesis de IL-8. TNF-a podría ser un factor relevante 

en el estímulo de la síntesis de IL-8. Se han reportado niveles de MPO en heces 

de 1.6 x 103 a 2.83 x 103 por gramo de heces en pacientes sanos. MPO ha 

demostrado ser un marcador temprano de la respuesta al tratamiento en 

pacientes con CU (Masoodi et al., 2011). 

 

• b-glucuronidasa: Esta enzima, producida en riñones, bazo, epitelio intestinal y 

órganos endocrinos y reproductivos, también es generada por ciertas bacterias 

intestinales, siendo los mayores productores E. coli, Clostridium paraputrificum, 

Clostridium clostridioforme, Clostridium perfringens, Bacteroides fragilis, 

Bacteroides vulgarus, Bacteroides uniformis, Ruminococcus gnavus, 

Peptostreptococcus, Staphylococcus y Eubacterium (Arul et al., 2008). La 

enzima hidroliza b-glucurónidos en ácido glucurónico y la aglicona imina, tiol o 

alcohol. Sus niveles elevados en plasma son considerados un marcador del 

riesgo incrementado a desarrollar cánceres dependientes de hormonas, 

particularmente cáncer de mama y próstata. 

 

En general en pacientes con EII, los niveles de actividad de esta enzima se han 

visto reducidos. En deposiciones fecales de 68 niños hospitalizados y 

diagnosticados con enfermedad inflamatoria intestinal, se han reportado niveles 

dos veces menores en los pacientes enfermos que en los sanos. Una 

explicación a este fenómeno es que, debido a la interrupción de la activación de 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 
48 

la respuesta inmune en la mucosa intestinal por EII, existen cambios en la 

pérdida de la propiedad secretora de las células intestinales. Los autores indican 

que en niños con EII los niveles enzimáticos son variados y pueden ir desde 

2.42 a 81.63 mM/mg/h. 

• b-Glucosidasa: Es la segunda enzima más intensamente producida por 

Bacteroides uniformis, Clostridium paraputrificum, Clostridium y Enterococcus 

faecalis. El principal papel de esta enzima es la hidrólisis de glucósidos a 

agliconas y componentes azucarados. Los glucósidos no son hidrolizados en la 

parte superior del tracto gastrointestinal, pero son hidrolizados en el colon por 

las b-glucosidasas bacterianas, generando sustancias potencialmente tóxicas 

(como quercetina) que podrían formarse en el intestino grueso. Se cree que la 

producción de sustancias dañinas podría ser mayor en personas con alto 

consumo de vegetales por su alto contenido de glucósidos.  

 

Mroczyńska et al. (2013), en deposiciones fecales de 68 niños hospitalizados y 

diagnosticados con enfermedad inflamatoria intestinal, no reportaron diferencias 

estadísticamente significativas entre los pacientes enfermos y los sanos en los 

niveles de b-glucosidasa, aunque los mismos autores reportaron en un estudio 

anterior que, tras medir los niveles de esta enzima en cepas bacterianas 

seleccionadas, hubo un incremento del 32 % en niños sanos que en adultos, 

aunque no hubo correlaciones con la edad o el estado de la enfermedad, por lo 

que es un marcador menos valioso para la evaluación de la EII (Mroczyńska & 

Libudzisz, 2010).  

II.4.7.2 Otros marcadores de importancia en CU 

 

• Proteína C reactiva (PCR): Otros marcadores en colitis son los marcadores en 

suero, como es el caso de la proteína C reactiva (PCR), denominada así porque 

reaccionaba con el plasma de los pacientes durante la fase aguda de la 

neumonía neumocóccica. La síntesis de novo de esta proteína inicia 

rápidamente en el hígado tras un estímulo simple, alcanzando niveles en suero 
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de 5 mg/L en las primeras 6 horas, y alcanza un pico alrededor de las 48 horas. 

Su vida media es de 19 horas y es constante en todas las condiciones de salud 

y enfermedad, por lo que los únicos determinantes de la concentraciónde PCR 

es la tasa de síntesis, que refleja de modo directo la intensidad del proceso 

patológico estimulante de su producción (Masoodi et al., 2011).  

 

II.4.8 Mecanismo de acción del inflamasoma 

El balance homeostático es indispensable para el mantenimiento del estado 

saludable de los organismos multicelulares durante infección o daño a tejidos, 

conFigurando una respuesta de células o tejidos a fin de asegurar la supervivencia 

del organismo. Esta situación ha llevado a los investigadores a estudiar los 

mecanismos detrás de la restauración del balance homeostático (Rathinam & Chan, 

2018).  

 

Estudios recientes han sugerido que las citocinas proinflamatorias IL-1b e IL-18 

podrían tener papeles críticos en la homeostasis del tejido y el epitelio colónico. 

Esta expresión es controlada por el inflamasoma, un complejo multicomponente 

que procesa IL-1b e IL-18 en citocinas maduras. Por tanto, la alteración de su 

regulación ha sido implicada en la patogénesis de enfermedades inflamatorias 

intestinales y han sido sugeridos como blancos terapéuticos que han mostrado 

resultados prometedores en modelos murinos de colitis (Coll et al., 2015; Youm et 

al., 2015). Es por ello que el enfoque sistémico en el inflamasoma podría traer una 

nueva oportunidad para intervenciones clínicas novedosas que permita solucionar 

o aliviar los desórdenes inflamatorios intestinales (Lei-Leston et al. 2017).  

 

El epitelio intestinal de los mamíferos no solo tiene una función relevante en el 

metabolismo de nutrientes sino también es una barrera crítica contra patógenos y 

microbiota. La coordinación de la acción de efectos inmunes, como los linfocitos T 

y B, linfocitos intraepiteliales, fagocitos mononucleares y células linfoides innatas 

que se encuentra en la capa epitelial y bajo la lamina propia es requerida para el 

mantenimiento de la función de barrera. Todas estas células se organizan dentro 
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del tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (GALT en inglés: gut-associated 

lymphoid tissue) como las placas de Peyer. La exposición constante a antígenos 

de los alimentos y microorganismos en el lumen requiere un complejo sistema 

homeostático que ayude a equilibrar la inflamación y la tolerancia, pero así mismo 

evitando patologías inflamatorias e invasión microbiana (Rathinam & Chan, 2018). 

 

El sistema coordina varios eventos. Por ejemplo, se sabe que las células 

microplegables (células M) en las placas de Peyer capturan eficientemente 

antígenos luminales por medio de transcitosis para presentación de antígenos. 

Además, células secretoras especializadas como las células caliciformes y las 

células de Paneth secretan moco y péptidos antimicrobianos que ayudan a repeler 

los microorganismos. Adicionalmente, microorganismos comensales que residen 

en el lumen intestinal también contribuyen a la homeostasis del tejido produciendo 

metabolitos (como los ácidos grasos de cadena corta) que facilitan el desarrollo 

funcional de los efectores inmunes. Esos metabolitos microbianos son detectados 

por los receptores acoplados a proteínas G (como GPR42) en las células 

epiteliales, las cuales estimulan el flujo de potasio y la activación del inflamasoma 

NLRP3. La ruptura de cualquiera de estos mecanismos provoca susceptibilidad a 

infección o contribuyen a daños en el epitelio colónico, inflamación crónica o 

patologías como el cáncer (Rathinam & Chan, 2018). 

 

En este sentido, los inflamasomas son andamiajes proteínicos intracelulares que 

regulan la ruptura de la familia de citocinas de IL-1, liderando una forma inflamatoria 

de muerte celular denominada piroptosis. También es posible necroptosis, una 

forma lítica de muerte celular (Rathinam & Chan, 2018). Al respecto, modelos 

animales murinos han mostrados que sensores específicos de inflamasomas que 

fueron inhibidos desempeñan un papel crítico en la homeostasis celular.  

 

Además del mantenimiento homeostático, los inflamasomas también detectan daño 

agudo a través de los PMAP (Patrón Molecular asociado a patógenos, PAMPs en 

inglés), liberados por las células muertas en el intestino para desencadenar la 
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respuesta de reparo de tejido. Dichas actividades están mediadas por sensores de 

inflamasoma como NLRP3 en células hematopoyéticas y estromales en el intestino 

de mamíferos. Por lo tanto, los inflamasomas han surgido como una característica 

central de la inmunidad innata, y están involucrados en otras actividades como 

limpieza de microorganismos y estimulación de la respuesta inmune adaptativa que 

remueve células tumorales. Todos estos complejos citosólicos comprenden 

caspasas inflamatorias que llevan a cabo activación catalítica e inician cascadas de 

señalización que activan la proteasa Caspasa-1 y liberan citocinas proinflamatorias 

IL-1b e IL-18. Esta secuencia culmina con el inicio de la piroptosis, muerte 

programada por Gasdermina-D, un complejo proteínico (Perera et al., 2018).  

 

La caspasa-1 es activada por sensores de inicio del inflamasoma o por el 

reconocimiento de PMAP y PMAD (patrón molecular asociado a daño, DAMPs en 

inglés) (activación canónica del inflamasoma). En la vía independiente de caspasa-

1 (activación no canónica del inflamasoma), caspasa-4, caspasa-5 y caspasa-11 

son los activadores apicales a través de dominios CARD (dominios de 

reclutamiento y activación de caspasas), que directamente reconocen 

lipopolisacárido (LPS) de bacterias Gram negativas en el citoplasma del huésped. 

Se ha sugerido que caspasa-4 es capaz de romper pro-IL-1b y pro-IL-17 pero que 

también es capaz de inducir piroptosis independiente de caspasa-1 (Man, Karki, & 

Kanneganti, 2017).  

 

Todas las caspasas asociadas a inflamasoma escinden un sustrato de 53 kDa 

llamado Gasdermina D, generando un fragmento N-terminal que inicia piroptosis y 

uno C-terminal de 22 kDa que se asocia con el plegamiento interno de la membrana 

celular, donde forma poros de 10-33 nm de diámetro. El fragmento N-terminal 

también activa el inflamasoma de caspasa-1 dependiente de NLRP3, 

probablemente requirieron un flujo de potasio causado por los poros membranales 

inducidos por Gasdermina D (Man et al., 2017).  
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En este sentido, se ha demostrado que las dietas altas en fibra incrementan 

significativamente los niveles de IL-18 en la sangre en comparación con dietas 

bajas en fibra, el cual es producido por el inflamasoma. Altos niveles de fibra se 

asocian con producción de AGCC y GPR43/41, así como un incremento de IL-18 

en la sangre. Por tanto, existe un vínculo entre GPCR y la activación del 

inflamasoma, donde niveles incrementados de IL-18 e IL-10 pueden ayudar a 

proteger de la severidad de las lesiones colónicas (Sun et al., 2017).  

II.5 Modelo in vivo de inducción de colitis con dextrán sulfato de sodio (DSS) 

II.5.1.1 Mecanismo de acción del DSS 

 

Tal vez uno de los modelos más comúnmente utilizados en modelos murinos de 

colitis es el que emplea dextrán sulfato de sodio (DSS), un colitogénico químico con 

propiedades anticoagulantes, a fin de inducir la enfermedad. Fue desarrollado 

Okayasu et al. (1990) y ha sido utilizado en miles de publicaciones para evaluar 

toda una variedad de ratones genéticamente modificados, así como la eficacia de 

un amplio número de terapéuticos.  

 

El DSS es un polisacárido negativamente cargado y soluble en agua, con un peso 

molecular altamente variable, que va desde los 5 hasta los 1400 kDa. La colitis más 

severa, esto es, la que más se parece a la colitis ulcerosa (CU) humana proviene 

de la administración de DSS de 40 a 50 kDa en el agua de beber a los animales. El 

mecanismo a través del cual el DSS induce inflamación intestinal en los animales 

aún no está del todo esclarecido, pero se sabe que provoca el daño de la monocapa 

epitelial que recubre el intestino grueso, permitiendo la diseminación de los 

contenidos intestinales pro inflamatorios (como bacterias y sus productos) hacia el 

tejido debajo de ellos (Chassaing et al., 2014). 

 

El DSS tiene cargas negativamente cargadas que se distribuyen a lo largo de sus 

grupos sulfatos, por lo que es tóxico para el epitelio intestinal e induce erosión que 

compromete la integridad de la barrera intestinal, provocando un incremento en la 
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permeabilidad intestinal. Una explicación más específica de este proceso es que 

las cargas negativas del DSS, por la fuerza de repulsión, contribuye al daño de las 

membranas celulares negativamente cargadas (gracias a los fosfolípidos de 

membrana aniónicos). Asimismo, por sus propiedades anticoagulantes (similar a la 

heparina), agrava el sangrado intestinal. Por razones desconocidas, la patología 

inducida por DSS se limita al intestino grueso, específicamente al colon distal, 

donde un gran número de microorganismos viven, una especificidad que se sugiere 

que va en función de la absorción de agua y electrolitos por la presencia de este 

numeroso grupo de bacterias (Chassaing et al., 2014). El mecanismo a través del 

cual pasa por la mucosa intestinal aún permanece sin claridad, pero se ha sugerido 

que se forman nano-lipocomplejos con ácidos grasos de cadena media en el colon 

(Figuras 5 y 6).  

 
Figura 5. Diagrama representativo de los efectos del DSS en el epitelio colónico 

(Kiesler et al., 2015).  
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Figura 6. Mecanismo de acción del dextrán sulfato de sodio (DSS) (Chassaing et 

al., 2014). 

El modelo de colitis con DSS es muy popular en la investigación de EII gracias a su 

rapidez, simplicidad, reproducibilidad y controlabilidad. Los modelos de inflamación 

intestinal agudos, crónicos o de relapso puede ser alcanzados por medio de la 

modificación de las concentraciones de DSS y la frecuencia de su administración. 

No obstante, este modelo tiene una limitante, y es que, a diferencia de la 

enfermedad humana, las células T y B no son requeridas para el desarrollo de 

colitis, por lo que el modelo de colitis aguda con DSS es particularmente útil para el 

estudio de la contribución del sistema inmune innato en el desarrollo de la 

inflamación intestinal. Asimismo, las bacterias intestinales son esenciales en el 

desarrollo de una colitis robusta (Chassaing et al., 2014). 
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II.5.1.2 Evidencias físicas y clínicas del DSS 

La administración de DSS induce signos clínicos de enfermedad desde el día 1 de 

tratamiento con cambios en la expresión de proteínas de unión e incremento en la 

expresión de citocinas proinflamatorias. Estos efectos iniciales considerados 

modestos son seguidos del incremento de síntomas drásticos como el aumento en 

la permeabilidad intestinal, sangrado severo y finalmente, la muerte. Las 

características clínicas e histológicas inducidas por DSS son parecidas a las de la 

EII intestinal, particularmente de la CU. Cambios agudos histológicos en el colon 

pueden ser inducidos por la exposición relativamente corta (4 – 7 días) de una alta 

dosis de DSS. Las lesiones crónicas pueden ser inducidas por un tratamiento 

continuo con una baja dosis de DSS o por la aplicación cíclica de DSS. Los cambios 

histológicos están acompañados de síntomas clínicos como pérdida de peso, 

diarrea, defecaciones sangrantes, encorvado del animal y muerte (Chassaing et al., 

2014). 

 

Cambios histológicos típicos inducidos por DSS incluyen el agotamiento de células 

de mucina y caliciformes, erosión epitelial y úlceras. Además, el DSS induce un flujo 

de neutrófilos hacia la lamina propia y la submucosa. La migración transepitelial de 

neutrófilos (criptitis) y la migración extensiva de neutrófilos a través del epitelio de 

mucosa y dentro del lumen de las criptas (abscesos crípticos) están comúnmente 

asociados a la EII humana pero ocasionalmente han sido reportados en la patología 

inducida por DSS. La colitis crónica inducida por DSS provoca la infiltración de 

leucocitos mononucleares, desarreglo de la arquitectura de las criptas y 

ensanchamiento de la brecha entre la base de la cripta y la muscularis mucosae 

con profunda linfocitosis mucosal. La inflamación transmural está asociada con la 

colitis inducida por TNBS y es ausente en la colitis inducida por DSS (Chassaing et 

al., 2014). Dire
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El intestino grueso carece de vellosidades intestinales (en su lugar, contiene criptas) y su función 

primaria es absorber agua del bolo fecal.  

Figura 7. Intestino grueso y partes del epitelio intestinal y diferencias entre el 

intestino delgado y el grueso (Caceci, 2014).  

Los ratones con alta susceptibilidad al DSS muestran severo sangrado rectal y 

pérdida de peso en los días 3 al 4 de la administración de DSS. Los ratones 

muestran signos visibles de la enfermedad, incluyendo encorvamiento, elevación 

del pelaje, síntomas de sepsis y movilidad reducida como consecuencia de la 

diarrea o anemia. A menudo los ratones pierden del 20 al 30 % de su peso corporal, 
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dependiendo de la concentración utilizada de DSS (por ello, los gráficos que 

representan el porcentaje de peso o ganancia de peso corporal son una forma 

estándar de representar el avance de la enfermedad en este modelo de colitis). La 

pérdida de peso y el sangrado rectal también se asocian con el adelgazamiento y 

acortamiento del colon, así como alargamiento de los nódulos linfáticos 

mesentéricos y del bazo. La colitis severa provoca inflamación superficial del colon, 

caracterizada por erosión del epitelio y ulceración, abscesos crípticos, pérdida de 

células caliciformes, pérdida de la capa de mucosa e infiltración sustancial de 

neutrófilos hacia la lamina propia. En la colitis crónica, células inmunes pro 

inflamatorias (células T y macrófagos) superan en número a los neutrófilos, un 

efector dominante del tipo celular en colitis aguda (Chassaing et al., 2014). 

 

II.5.2 Influencia de otros factores en los modelos de colitis 

En varios modelos de colitis espontánea, se requiere el uso de microbiota intestinal 

y los animales pueden permanecer libres de colitis en el caso de que mantengan 

condiciones libres de microorganismos. Helicobacter, un microorganismo cuya 

presencia varía, ejerce una influencia sustancial sobre el desarrollo y severidad de 

colitis espontánea e inducida y podrían atribuírsele algunas discrepancias 

observadas entre modelos y laboratorios. Otro constituyente confuso de la 

microbiota son las bacterias segmentadas filamentosas (SFB), un grupo que puede 

inducir células TH17 IL-17+. Se ha mostrado que la colonización de ratones libres 

de microorganismos con suero fetal bovino (SFB) con microbiota aislada de ratones 

BL6 induce diferenciación robusta de células TH17 (Chassaing et al., 2014). 

II.5.2.1 El papel de la microbiota en la colitis inducida por DSS 

Se ha observado que, para el correcto desarrollo inmune, la nutrición y la 

homeostasis intestinal requiere una microbiota completa. Un concepto emergente 

en la biología de mucosas mantiene que la adecuada interacción entre el sistema 

inmune innato, la microbiota y ligandos asociados es clave en la determinación del 

desarrollo y severidad de la colitis inducida por DSS. Se ha mostrado que el 

agotamiento del microbiota por antibióticos de amplio espectro agrava la colitis 
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inducida por DSS. De modo interesante, la administración de ligandos específicos 

a TLR2 y TLR4 (ácido lipoteicoico y LPS, respectivamente), solo con DSS, provee 

protección sustancial contra la colitis inducida por DSS en ratones con agotamiento 

de mucosa. Además, estos ligandos de TLR no protegieron en ratones con colitis 

inducida por DSS deficientes en sus respectivos TLR. De modo similar, la 

administración de flagelina, ADN CpG y dipéptido muramilo, respectivamente 

reconocidos por TLR 3, 5 y 9, así como NOD2, proveyó protección significativa 

contra la colitis inducida por DSS. Además, el desarrollo de colitis severa inducida 

por DSS es empeorado en ratones deficientes en MyD88 que carecen de toda la 

señalización de TLR (exceptuando la de TLR3), incluyendo la requerida para la 

producción de citocinas del inflamosoma (IL-1b e IL-18). Estos resultados muestran 

la idea de que la interacción entre la inmunidad innata y la microbiota intestinal es 

determinante en el resultado de patogénesis microbial inducida por DSS. En 

modelos de inflamación intestinal inducida, la microbiota es un arma de doble filo 

porque, así como protege contra la inducción de la colitis química, también provoca 

más daño de la enfermedad por la diseminación de ligandos proinflamatorios 

(Chassaing et al., 2014). 

II.5.2.2 Apoptosis del tracto epitelial y la proliferación 

El tracto gastrointestinal está bordado por una monocapa frágil de células epiteliales 

caracterizadas por su alto recambio. El mantenimiento de la función de la barrera 

intestinal requiere un delicado y dinámico balance entre la pérdida epitelial por 

apoptosis y la generación de nuevas células por proliferación. Cuando este balance 

es llevado al exceso o insuficiencia de apoptosis, un amplio rango de enfermedades 

gastrointestinales puede manifestarse. Durante la colitis inducida por DSS, el 

recambio de las células epiteliales puede ser influenciada por un amplio número de 

factores como la dieta, microbiota intestinal, varios factores de transcripción y 

citocinas proinflamatorias, así como sus interacciones. Por ejemplo, los ratones 

deficientes MyD88 son altamente susceptibles a la apoptosis celular epitelial 

inducida por DSS y muestran poca proliferación, agravándose su enfermedad 

(Chassaing et al., 2014). 
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La citocina proinflamatoria más potente, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) 

es el principal objetivo de las terapias de enfermedad inflamatoria intestinal humana 

y está altamente regulado de forma positiva durante la inflamación del tracto 

inducida por DSS. La señalización de TNF-a parte de dos receptores, TNFR1 y 

TNFRII. La señalización por TNFR1 está asociada con apoptosis y producción de 

citocinas, mientras que la señalización vía TNFRII se asocia con la proliferación y 

mejora de la sobrevivencia celular. De modo interesante, la eliminación de TNFRI 

agrava no sólo la colitis inducida por DSS sino igualmente la inducida por TNBS, 

mostrando esto la importancia tanto de los procesos de apoptosis y proliferación en 

la influencia de los resultados de la colitis inducida químicamente  (Chassaing et 

al., 2014). 

 

II.5.2.3 Influencia de perfiles específicos de citocinas en la colitis inducida 

por DSS 

Las citocinas producidas por las células T cooperadoras (TH1, TH2 y TH17) tiene un 

gran impacto en la inflamación intestinal. El estudio de varios modelos animales, 

así como de EII humana muestran que la colitis es un proceso llevado a cabo por 

las células TH1/ TH17 (por la producción de IFN-g e IL-12) y que la CU es llevada a 

cabo por las células TH2 (por la producción de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-14). La colitis 

inducida por DSS, mientras que no es un típico modelo de TH1, se aproxima más a 

la CU humana. Se ha mostrado que en la colitis inducida por DSS, la secreción de 

IL-4 está regulada de forma positiva y la eliminación de la misma interleucina agrava 

la severidad de la enfermedad. A pesar de esto, la colitis inducida por DSS muestra 

la aproximación más confiable de una enfermedad humana. Se ha establecido que 

IL-18 e IL-12 juntas pueden inducir a IFN-g. De modo más interesante, IL-18 en 

combinación con IL-2 es un fuerte inductor de la citocina de TH2 IL-4 (Chassaing et 

al., 2014). 

El modelo de colitis inducida por DSS también ha mostrado diferencias entre las 

cepas de ratón basadas en el avance progresivo de la patología inducida por el 
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químico. Por ejemplo, en el modelo de colitis inducido por DSS los ratones C57BL6 

y Balb/c son TH1 y TH2, respectivamente. Ambas cepas desarrollan colitis 

acompañadas de niveles incrementados de IL-1a/b, IL-6, IL-18 y G-CSF. Sin 

embargo, tras la remoción del DSS, los ratones Balb/c se recuperan de los síntomas 

dentro de dos semanas y tienen una completa recuperación a las 4 semanas, tal 

como ha sido mostrado en histopatología y la producción local de citocinas. Por otro 

lado, la cepa C57BL/6 continúan con la pérdida de peso y muestran alta defecación 

y heces poco sólidas aún luego de 5 semanas tras la cesación del DSS: Además, 

la remoción de una dosis aguda de DSS de los ratones C57BL/6 han mostrado 

avance de inflamación aguda a crónica con manifestación de síntomas sistémicos 

(Chassaing et al., 2014). 

 

Para este proyecto de investigación, será utilizada la cepa CD1, un modelo de ratón 

de origen suizo y descendiente de dos ratones machos y siete hembras albinas no 

endogámicas, importadas por el Instituto Rockefeller en 1926 de Lausana (Suiza). 

Sus descendientes fueron distribuidos alrededor del mundo y la cepa fue 

establecida en 1948 en el Instituto de Investigación del Cáncer (ICR, por sus siglas 

en inglés) (ENVIGO, 2017).  

II.6 Botanas 

II.6.1 Generalidades de las botanas 

Las botanas han definidas como aquellos alimentos que son consumidos entre las 

comidas de mayor tamaño o las tradicionales tres comidas diarias, son populares 

debido a su conveniencia y el efecto de saciedad que producen en los 

consumidores (Forbes, Kahiya, & Balderstone, 2016). Sin embargo, esta definición 

puede cambiar dependiendo de la distribución de alimentos entre los países. Por 

ejemplo, mientras que Australia tiene desayuno, brunch, almuerzo (lunch) y cena; 

México presenta 4 (desayuno, al muerzo, comida y cena), China 3 (desayuno, 

almuerzo y cena) y Estados Unidos de Norteamérica 4 (desayuno, brunch, 

almuerzo y cena o supper) (Wang et al., 2018). Dentro de la normatividad mexicana, 
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son productos que cuentan con cuatro elementos dentro de su definición, a saber 

(NOM-187-SSA1/SCFI-2002):  

 

• Origen de materia prima: Pastas de harinas, cereales, leguminosas, 

tubérculos o féculas; o granos, frutas y frutos, con o sin cáscara o cutícula.  

• Procesamiento: Nixtamalizados, fritos, horneados, explotados, cubiertos, 

extruidos o tostados.  

• Aditivos: Con o sin sal u otros ingredientes adicionales o aditivos alimentarios.  

 

Dependiendo del mercado que se considere, las botanas pueden tener otros 

productos dentro de su clasificación. En países como Estados Unidos, por ejemplo, 

el mercado de botanas incluye las galletas, barras de caramelos, palomitas de maíz 

y pizza. En México, este mercado además de productos de frituras, incluye 

confitería, bizcochos, dulces y caramelos. Por volúmenes, el 36% del mercado de 

botanas nacional está conformado por frituras de harina de maíz y trigo, 27% por 

papas fritas, 19% por totopos y tostadas, 11% por otros productos inflados u 

horneados, 4% por cacahuates y semillas y 3% por otros productos generales 

(Limón Celorio & León Félix, 2014).  

 

El mercado mundial de botanas (snacks en inglés) se estima que alcance en 2021 

un cifra de USD $ 75.7 mil millones (Mendoza, 2016). Esto ha provocado altas 

tendencias de consumo en diferentes países del mundo. Particularmente para 

México, cerca del 68 % de niños y adolescentes de 2-18 años consume botanas, y 

estas pueden representar hasta el 20 % de la ingesta calórica diaria (Wang et al., 

2018). Estudios nacionales en tendencias del consumo han indicado que cerca del 

86 % de los adultos mexicanos compra botanas varias veces por semana (Gaona-

Pineda et al., 2018). El fuerte consumo de productos de este tipo hipercalóricos y 

pobre contenido nutricional ha estimulado esfuerzos industriales para generar 

productos más saludables, que cumplan los lineamientos nacionales de los 

productos bajos en grasa y altos fibra, indicados por la NOM-086-SSA1-1994 

(Secretaría de Salud Pública de México, 1994):  
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• Productos bajos en grasa: Su contenido de grasa es menor a 3 g por porción 

o menor a 3 g por cada 50 g de producto.  

• Productos reducidos en grasa: Su contenido de grasa es un 25 % menor en 

relación al contenido de grasa de un alimento original o su similar.  

• Productos adicionados con fibra: Su contenido es igual o mayor de 2.5 g de 

fibra por porción en relación al contenido del alimento original o similar.  

• Producto sin calorías: Contenido de calorías menor a 5 Kcal por porción.  

• Producto bajo en calorías: Contenido de calorías menor o igual a 40 

Kcal/porción  (40 Kcal/50 gramos de producto).  

• Producto sin calorías: Contenido de calorías un 25% menor en relación al 

contenido de grasa del alimento original o su similar. 

Básicamente, la mala fama de la que gozan estos productos debido a su bajo 

contenido nutricional y el exceso de calorías porque son sometidas a procesos 

industriales tales como la fritura, favoreciendo el desarrollo de diversas condiciones 

en la salud (Forbes et al., 2016). En respuesta a esto, desde 2013 el gobierno 

federal implementó la Estrategia Nacional para la Prevención y el Control del 

Sobrepeso, la Obesidad y la Diabetes (ENSOD), que entre los pilares en los que se 

sustentó, se encontraba una sección dedicada a la regulación sanitaria y la política 

fiscal. Entre esta sección, se estableció un impuesto especial sobre producción y 

servicios (IEPS), tanto de bebidas azucaradas (1 peso por litro) como de los 

alimentos con alto contenido calórico (8% a alimentos de más de 275 kcal por cada 

100 g.). La estrategia llamó el interés internacional por ser de tipo integral e 

intersectorial (Aburto et al., 2017). Este impuesto ha sido efectivo en la reducción 

del consumo de bebidas azucaradas hasta un 12% para datos de diciembre de 

2014 y del 3.4% del volumen de compra de botanas hipercalóricas. Sin embargo, 

estudios llevados a cabo por Alburto et al. (2017) indicaron que una estrategia más 

efectiva era limitar el número de porciones por empaque, algo que es difícil debido 

a la alta variedad de productos existentes, y que el bajo precio que tienen las 
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botanas en general no ha sido una limitante significativa para su consumo, por lo 

que se asume que un impuesto de al menos el 20% sí sería determinante para 

reducir el consumo de estos productos en un 10%. 

Una estrategia pueden ser los mercados de botanas saludables, una tendencia que 

se fundamenta en los cambios de patrones de consumo de botanas que están 

experimentando los consumidores. La ya mencionada encuesta Nielsen de 2014 

buscó realizar una proyección a futuro respecto a qué esperaban los consumidores 

del mercado de botanas en el futuro, donde el 45 % consideró que el uso de 

ingredientes naturales es muy importante, el 34 % que fueran bajos en sal, 32 % 

bajos en grasa y 37 % altos en fibra. Esto responde asimismo a la tendencia 

registrada en 2015 donde, respecto al año anterior, hubo un incremento del 33% 

en la tendencia del consumo de botanas saludables en Norteamérica y se estima 

que el 30 % de los padres de familia actuales sirven botanas saludables para sus 

hijos en la misma región (Mintel, 2015).  

Esto nos lleva a otro gran mercado que está mostrando gran auge en la actualidad, 

como es el mercado de las botanas saludables, el cual utiliza nuevas alternativas 

de productos que incorporan toda una gama de ingredientes que responden a esta 

necesidad. Desde el año 2013 el Departamento de Agricultura de los Estados 

Unidos (USDA) ha propuesto estándares a fin de proveer opciones alimenticias 

saludables especialmente para los niños en edad escolar, indicando que estos 

alimentos tengan como características, entre otras (Forbes et al., 2016) 

• Promoción de botanas saludables que contengan granos enteros, vegetales o 

proteínas como ingredientes principales.  

• Asegurarse que las botanas sean bajas en grasa, azúcar y sodio, y provean los 

nutrientes necesarios.  

• Flexibilidad para comunidades locales, es decir, asegurar regímenes de 

autonomía locales. Dentro de esto puede incluirse el respeto a las tradiciones y 

significancia local de algunos productos alimenticios. 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 
64 

Estas características son coherentes con el consumo de leguminosas como el frijol 

y de cereales como el maíz, los cuales podrían fungir como alternativas de 

ingredientes saludables para la elaboración de botanas.   
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

En los últimos años ha habido un incremento de las enfermedades inflamatorias 

intestinales (EII), adquiriendo relevancia la colitis ulcerosa crónica idiopática 

(CUCI), siendo la EII la más común y al estar directamente vinculada a patologías 

como el cáncer colorrectal (CR), tipo de cáncer que hoy ocupa el cuarto sitio en su 

incidencia en México, responsable de 700 mil muertes al año. Entre los numerosos 

factores de riesgo que se han vinculado a CUCI, cobra importancia la dieta como 

blanco terapéutico potencial no invasivo de reducción de diversos biomarcadores 

de inflamación. 

La dieta y el estilo de vida son importantes en el desarrollo de la CUCI, es por ello 

que existe interés en la comunidad científica en proponer  alternativas de alimentos 

funcionales. En este sentido el maíz (Zea mays L.) y el frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) podrían ser una opción viable debido a su importancia cultural y 

alimenticia dentro de la dieta tradicional mexicana, ya que pueden ser incorporados 

como materia prima en la elaboración de botanas, de alto consumo a nivel nacional 

y mundial. Entre la gran diversidad de cultivares de frijol común comercializados en 

México, Bayo Madero se perfila como alternativa promisoria puesto que se ha 

reportado características químicas y nutrimentales destacables sobre otros 

cultivares, y efectos quimiopreventivos promisorios en cáncer de colon in vitro e in 

vivo. Asimismo, variedades modificadas de maíz que reúnan características 

nutricionales relevantes podrían ser incorporadas como ingredientes en la 

elaboración de productos alimenticios saludables.  

Todos esto efectos son debidos la alta cantidad y variedad de compuestos 

bioactivos que han sido reportado de los mismos, muchos de los cuales quedan 

retenidos en la fracción no digerible (FND), la cual alcanza el colon y es fermentada 

por la microbiota colónica, produciendo diversos metabolitos de los que no han sido 

estudiados a profundidad su efecto conjunto sobre la CUCi cuando son liberados 

de una matriz compleja como la botana horneada hipocalórica elaborada a partir de 

maíz nixtamalizado y frijol común cocido. Se busca que sea hipocalórica a fin de 
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estar acorde con los objetivos nacionales de reducir el consumo de productos de 

alto contenido calórico.  
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IV. HIPÓTESIS 

 

El consumo de una botana horneada de harina de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado 

y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) cocido var. Bayo Madero producirá diversos 

metabolitos como los ácidos grasos de cadena corta (ácido acético, propiónico y 

butírico), que generarán efectos antiinflamatorios in vitro disminuyendo promotores 

inflamatorios (óxido nítrico, peróxido de hidrógeno y proteínas del proceso 

inflamatorio) y modulará el inflamasoma NLRP3. En un modelo in vivo de colitis 

crónica en ratones macho de la cepa CD1 generará efectos protectores de la 

mucosa colónica regulando marcadores macroscópicos, bioquímicos (proteínas 

proinflamatorias en suero), enzimáticos (enzimas fecales y colónicas) y disminuirá 

la expresión de genes asociados al proceso inflamatorio diferentes marcadores pro 

inflamatorios (IL-1β, IL-6, IL-17A, TNF-α e IFN-γ). 
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V. OBJETIVOS 

V.1 Objetivo general 

 

Estudiar el efecto antiinflamatorio del consumo de una botana horneada de harina 

de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) en un 

modelo in vivo de colitis crónica.  

 

V.2 Objetivos específicos.  

 

1. Caracterizar nutracéuticamente la botana horneada de harina de maíz 

nixtamalizado y frijol común cocido.  

 

2. Evaluar el efecto de compuestos fenólicos y ácidos grasos de cadena corta del 

extracto fermentado de la fracción no digerible de la botana sobre la inhibición 

en la producción de óxido nítrico, peróxido de hidrógeno, nivel de expresión de 

proteínas y modulación del inflamasoma NLRP3, en monocultivo de macrófagos 

murinos RAW 264.7 y un co-cultivo de monocitos humanos THP-1 diferenciados 

a macrófagos, y células Caco 2.  

 

2.1. Evaluar el efecto de los metabolitos del extracto fermentado de la fracción 

no digerible del totopo en la modulación de marcadores antiinflamatorios de 

un monocultivo de macrófagos RAW 264.7.  

2.2. Evaluar el efecto de los metabolitos del extracto fermentado de la fracción 

no digerible del totopo en la inhibición de la activación del inflamasoma 

NLRP3 en un modelo de inflamación intestinal de un co-cultivo de monocitos 

humanos THP-1 diferenciados a macrófagos, y células Caco 2.  

 

3. Evaluar, en un modelo in vivo de colitis crónica, el efecto del consumo de la 

botana horneada de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) cocido.  
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3.1. Evaluar el efecto del consumo de la botana horneada en un modelo de 

dosis-respuesta sobre parámetros como ingesta de alimento y ganancia de 

peso de animales. 

3.2.  Medir actividad de β-glucoronidasa, mieloperoxidasa, calprotectina y 

lactoferrina; contenido de compuestos fenólicos, ácidos grasos de cadena 

corta, metabolitos y pH en las heces semanalmente, en respuesta al 

consumo de la botana.  

 

4. Evaluar parámetros morfológicos, histopatológicos e inmunohistoquímicos 

posterior al sacrificio de animales alimentados con diferentes dosis de la botana.  

 

4.1. Realizar mediciones morfológicas asociadas a colon, bazo e hígado.  

4.2. Estimar el grado de lesiones colónicas por medio de técnicas 

histopatológicas.  

4.3. Estimar si el daño colónico es por apoptosis y/o necrosis. 

 

5. Cuantificar la expresión de genes y proteínas en plasma y colon relacionados 

con colitis en el modelo in vivo de colitis (IL-6, IL-1β, IL-10, IL-17, TNF-α e IFN-

γ).  
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VI. METODOLOGÍA 

VI.1 Materiales 

 

VI.1.1 Reactivos 

Se utilizaron α-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, (+)-catequina, ácido ferúlico, 

vainillina, DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracilo), Trolox, reactivo de Folin-ciocalteu, 

ABTS (ácido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)) y kit de glucosa 

(GAGO20-KT) de la marca Sigma-Aldrich, medio de cultivo Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium (DMEM) de American Type Culture Collection (ATCC, Manassa, 

Estados Unidos), Albúmina Sérica Bovina (Sigma-Aldrich, Canadá Ltd.), Plasmina 

Sérica Bovina (Sigma-Aldrich, Canadá Ltd.); 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT), Dimetil Sulfóxido (DMSO), Suero Fetal Bovino (SFB), 

antibióticos y antimicóticos de la marca Gibco (Gibco, Grand Island, New York); 

Proteasa, α-amilasa, pepsina, pancreatina y bilis bovina; Dextrán Sulfato de Sodio 

(DSS) de la marca Sigma-Aldrich.  

 

Del mismo modo, se utilizaron acetona, etanol, ácido clorhídrico, hidróxido de sodio, 

éter etílico, éter de petróleo, ácido bórico, ácido sulfúrico, acetato de sodio, 

carbonato de sodio, hidróxido de potasio, fosfato monobásico de sodio 

monohidratado y metanol; así como otros reactivos de la marca J.T. Baker.  

 

VI.1.2  Material biológico 

 

VI.1.2.1 Materia Prima 

Se utilizó maíz (Zea mays L.) y frijol común (Phaseolus vulgaris L.) producidos por 

el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) 

Campo Experimental Bajío. Se utilizó frijol variedad Bayo Madero y maíz variedad 

PBN (Población Blanca del Noroeste), población de grano blanco adaptada a 

regiones subtropicales e integrada con germoplasma resistente a enfermedades  
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calidad de tallo; éste maíz tiene una textura de endospermo que varía de cristalina 

a semi-dentada y ha sido seleccionado para incrementar su contenido de aceite.  

VI.1.2.1.1 Acondicionamiento de la materia prima  

VI.1.2.1.1.1 Harina de maíz 

VI.1.2.1.1.1.1 Proceso de Nixtamalización 

Se llevó a cabo un proceso tradicional de nixtamalización de acuerdo a la 

metodología descrita por Serna-Saldívar et al., (1990). Para la cocción, se utilizó 

una relación de maíz-agua de 1:2 (1 kg de maíz por cada 2 litros de agua). Se 

añadió una cantidad de hidróxido de calcio (Ca(OH)2) equivalente a 1% en base al 

peso inicial del grano, con un tiempo de cocción aproximado de 40 minutos. Se dejó 

reposar por 8 horas y se lavó para eliminar los componentes orgánicos liberados y 

el exceso de calcio.  

 

El grano nixtamalizado fue sometido a molienda en un molino de piedras y se 

deshidrató en un secador tipo industrial Flash a una temperatura de 250 ± 10°C 

durante 10 segundos. La harina obtenida se dividió a la mitad y cada una de las 

partes se molió con un molino de martillo con mallas de 0.5 mm y 0.8 mm, 

respectivamente, con un tamaño de partícula donde al menos el 50% de las mismas 

atravesaban un tamiz de tamaño 250 µm. Finalmente, se integraron las dos partes 

de la harina y se almacenó a 4°C, protegiéndola de la luz.  

VI.1.2.1.1.2 Harina de frijol 

Se siguió la metodología descrita por Aparicio‐Fernández et al. (2005), para lo que 

se tomó una relación de frijol-agua de 1:4. Se realizó un proceso de cocción de 2.5 

horas a 95°C. Una vez realizada la cocción, el frijol junto al caldo de cocción se 

secaron en un horno por convección a 60°C durante 4 horas y el producto obtenido 

se molió y tamizó. Para ello, se utilizó una malla 60 para la reducción del tamaño 

de partícula. La harina obtenida se almacenó a 4°C, protegida de la luz.  

VI.1.2.1.1.3 Elaboración de la botana 
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Se elaboró la botana horneada de acuerdo al procedimiento reportado por Luzardo-

Ocampo et al. (2017). Por cada 100 g. de mezcla de harinas maíz 

nixtamalizado/frijol cocido se añadieron 100 mL de agua y 1.5% de sal, se formó 

una masa por medio de una amasadora (110 RPM/15 minutos) y se laminó la masa 

con 1.5 ± 0.2 mm de espesor. Las piezas se cortaron usando un troquelador 

triangular para obtener la forma de totopos. Finalmente, los totopos fueron 

horneados utilizando un horno eléctrico precalentado a 180 ± 2°C por un tiempo de 

32 min.   

 

VI.1.2.2 Animales de experimentación 

Para el modelo animal se emplearon ratones machos de la cepa ICR/CD1 de 5-6 

semanas de edad con un peso aproximado de 20 - 25 g. Los animales se 

adquirieron en el Bioterio del Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional 

Autónoma de México (UNAM), Campus Juriquilla.  

 

VI.1.2.3 Cultivo celular 

La línea celular RAW 264.7 de macrófagos murinos se cultivó en medio Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) (ATCC) adicionado con suero fetal bovino (10 %, 

Gibco, Grand Island, New York), antibióticos y antimicóticos (1 %), bicarbonato 

sódico (1.5 g/mL) y piruvato de sodio (0.1 %). El medio de cultivo se cambió por 

medio fresco cada tercer día hasta alcanzar la confluencia. Las células se 

mantuvieron en incubación a 37°C bajo una atmósfera humidificada de CO2 (5%) 

en una incubadora Thermo Scientific 3100. Las células fueron manejadas en una 

cámara de bioseguridad (NuAire) (López-Barrera et al., 2016).  

 

La línea celular de leucemia monocítica aguda humana (THP-1) y las células de 

cáncer colorectal humano (Caco 2) fueron aquiridas de American Type Cell Culture 

Collection (ATCC, Manassa, VA, USA), las cuales fueron cultivadas en medios de 

cultivo RPMI/MEM respectivamente, utilizando suero fetal bovino (SFB), 

antibióticos (estreptomicina/penicilina) y piruvato de sodio.  
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VI.2 Métodos 

 

VI.2.1  Determinación de la composición nutracéutica de la botana horneada 

VI.2.1.1 Obtención del extracto metanólico  

Para la extracción de los compuestos fenólicos libres, se siguió la metodología 

descrita por Cardador-Martínez et al. (2002) con algunas modificaciones. Se 

molieron finamente 100 mg de la muestra (tamaño de partícula aproximado de 60 

micras), se colocaron en un matraz de 50 mL, y se adicionaron 10 mL de metanol. 

El matraz se protegió de la luz y se mantuvo en agitación por 24 horas a 25 °C. Una 

vez terminado el proceso anterior, las muestras se centrifugaron a 5000 x g por 10 

minutos y el sobrenadante recuperado fue el extracto metanólico con el que se 

realizó la determinación de compuestos fenólicos libres.  

 

La extracción de los compuestos fenólicos ligados se hizo en el precipitado 

producto de la extracción de los compuestos fenólicos libres, siguiendo la 

metodología reportada por Pérez-Jiménez et al. (2008) y Saura-Calixto, Serrano, & 

Goñi (2007). A la muestra (0.5 g) se le añadieron 20 mL de metanol y 20 mL de 

ácido sulfúrico y se incubó a 85 ºC durante 20 horas en baño María con agitación. 

Posteriormente los tubos se enfriaron y se centrifugaron (3000 rpm, 10 min), 

recuperando el sobrenadante, el cual se colocó en un matraz aforado de 50 mL. 

Posteriormente, el residuo se lavó dos veces con agua destilada (10 mL) y se 

centrifugó a las mismas condiciones indicadas. Los sobrenadantes fueron 

recolectados y se aforaron a 50 mL con agua destilada. 

 

A continuación, los hidrolizados se ajustaron a pH 5.5 (NaOH 6 M) y nuevamente 

se centrifugaron a las mismas condiciones. Finalmente, se recolectó el 

sobrenadante y las muestras serán concentraron en un concentrador de vacío 

Savant SpeedVac (SC210A-230, Thermofisher). Estos concentrados fueron 

homogenizados con metanol (1 mL) para análisis por HPLC y UPLC.  
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VI.2.1.2 Análisis de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) por 

Microextracción en Fase Sólida (SPME) con análisis por Cromatografía 

de Gases acoplada a masas (GC-MS) en heces 

 

Para la cuantificación de los AGCC se realizó microextracción en fase sólida de las 

muestras (SPME) con análisis por cromatografía de gases acoplado a 

espectrometría de masas (GC-MS) de acuerdo a la metodología por Zamora-Gasca 

et al. (2015). Para ello, se tomaron muestras de los recipientes de cultivo por lotes 

y se centrifugaron (Hermle Z 323 K; Wehinger, Alemania) a 3500 x g durante 15 

min a 4°C. Del sobrenadante de 500 mg se pesaron en un vial 20 mL que se taparon 

y se colocaron en un  automuestreador Gerstel MPS2. Se utilizó una fibra de 2 cm 

de polidimetilsiloxan-divinilbencen-carboxano para la microextracción en fase 

sólida (SPME) donde las condiciones de extracción fueron las siguientes: la 

temperatura de extracción de 45°C, el tiempo de incubación de 5 min, la velocidad 

de agitación de 250 rpm por 120 min de extracción, se utilizó una temperatura de 

desorción de 240°C durante 10 min. Lo anterior mencionado se realizó para tres 

extracciones repetidas independientes para cada muestra. 

 

Las muestras fueron analizadas en un sistema de cromatografía de gases acoplado 

a un detector de espectrometría de masas (CG-MS) Agilent 7890A GC (Agilent 

Technologies, Inc., Santa Clara, CA) equipado con un detector selectivo de masas 

Agilent 597C VL y un automuestreador de usos múltiples MPS2 XL (Gerstel). La 

separación de las muestras en el CG se llevó a cabo en una columna capilar DB-

5MS (60 m x 250 µm x 0.25 µm; Agilent) utilizando helio como gas acarreador con 

un flujo de 1 mL/min. La inyección se llevó a cabo a una temperatura  de 250°C y 

el origen del espectrómetro de masas y cuadrupolo se mantuvieron a 230°C y 

150°C respectivamente. La temperatura del horno se inició a los 40°C durante 5 

min y se programó a 5°C/min desde 40 a 200°C, se mantuvo a 200°C durante 2 

min, luego se programó a 20°C/min hasta 230°C y se continuó durante 15 min. La 
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cuantificación de las muestras se obtuvo a través de curvas de calibración de los 

ácidos acético, propiónico y butírico. 

 

VI.2.2 Digestión gastrointestinal y fermentación colónica in vitro 

VI.2.2.1 Digestión gastrointestinal in vitro 

 

Se simuló todo el proceso digestivo (desde la boca hasta su fermentación en el 

colon) de la botana horneada de maíz nixtamalizado y frijol común, mediante la 

técnica adaptada y modificada por Campos-Vega et al., (2015).  

 

A continuación se describe la metodología  por etapas que fue utilizada, incluyendo 

la participación de individuos sanos e intestinos de ratas, previo análisis y 

aprobación de éste protocolo por el Comité de Bioética de Universidad Autónoma 

de Querétaro y tomando en cuenta las disposiciones para el tratamiento de los 

animales de acuerdo a las pautas de CIOMS, en donde se establece que el correcto 

uso de animales debe conformarse de acuerdo a investigación médica en seres 

humanos, buscando medidas que eviten o minimicen riesgos y supervisen la 

seguridad. Asimismo, se consideró que la evaluación científica está vinculada a la 

ética, siendo ésta última esencial en la consideración de los aspectos científicos de 

una propuesta y así determinar su validez (CIOMS, 2002).  

 

En la etapa de boca participaron 4 voluntarios sanos, que debieron de haber 

consumido su último alimento al menos 90 min antes del ensayo. Se les pidió que 

se enjuagaran la boca con agua antes de masticar la muestra. Posteriormente, se 

les pidió a los voluntarios que masticaran 1 g de botana horneada de maíz 

nixtamalizado y frijol cocido durante 15 veces por 15 segundos, y se requirió que 

descargaran el contenido en un vaso de precipitado que contenía 5 mL de agua 

destilada. A continuación, cada individuo se enjuagó la boca por 60 segundos con 

5 mL de agua destilada y depositaron dicho líquido en el vaso anterior. Luego de 

ello, se mezclaron las suspensiones de cada muestra en un único vaso y se preparó 
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un blanco que contenía únicamente agua destilada, igualmente sometida al 

procedimiento de masticación ya descrito. 

 

Para la etapa de estómago, se tomaron 10 mL de la suspensión anterior y se les 

añadió una solución de HCl 2N con el fin de bajar el pH hasta 2.0. Se añadió a cada 

muestra pepsina (0.055 g, Sigma Aldrich) previamente disuelta en 0.94 mL de HCl 

20 mM y se incubaron con agitación durante 2 horas a 37°C.  

 

En la simulación del intestino delgado, se preparó previamente una disolución de 3 

mg de hiel de buey con 2.6 mg de pancreatina, que fueron disueltos en 5 mL de 

solución amortiguadora de Krebs-Ringer [la cual consistión en 118 mM de NaCl, 

4.7 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3, 11 mM Glucosa y 

2.5 mM CaCl2 a pH 6.8, y se preparó 30 minutos antes de ser utilizada]. La solución 

anteriormente indicada se añadió a la muestra y al blanco, donde su suspensión 

(15 mL) fue transferida a un recipiente que contenía un saco intestinal invertido, 

obtenido de acuerdo a como se describe en los siguientes puntos.  

 

Se emplearon 10 ratas macho de la cepa Wistar (peso entre 250 y 300 g), 

clínicamente sanas, a las que se les realizaró la verificación del sexo, peso y 

constancia de salud. Las ratas fueron mantenidas por 24 horas en el bioterio del 

Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM), Campus Juriquilla. Se alojaron dos ratas por jaula de acero inoxidable 

(187 cm de ancho por 18 cm de alto) que permitieron la entrada de aire y luz, 

incorporando un clip a prueba de escape. Las ratas igualmente fueron mantenidas 

bajo condiciones controladas de humedad (50 ± 10 %), ciclos día/noche de 12/12 

h, temperatura adecuada (23 ± 2 °C), condiciones aceptables de limpieza y 

ventilación constante (NOM-062-Z00-1999). Las ratas se alimentaron con alimento 

comercial Rodent Lab Chow 5001 (Nupec, Querétaro) y agua potable ad libitum. 

Dieciséis horas antes del sacrificio, se les retiró el alimento y únicamente se les 

dejó el agua, puesto que la técnica del saco invertido requiere que los animales 

tengan un ayuno de 16 h. 

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 
77 

 

Para el sacrificio, las ratas se anestesiaron en una cámara de éter etílico. Una vez 

anestesiadas, se les realizó una incisión abdominal en la línea media y luego, corte 

en la aorta para su muerte instantánea. Luego, se expuso el intestino, y fue 

escindido un segmento de 20-25 cm del yeyuno proximal de cada rata, que fue 

colocado en una solución amortiguadora de Krebs-Ringer gasificado con CO2 y 

mantenido a 37°C. El segmento de intestino removido se lavó con la misma solución 

amortiguadora para retirar residuos y posteriormente fue volteado suavemente 

sobre una varilla de vidrio y cortado en segmentos de 6 cm de longitud 

(aproximadamente), que se ligaron de un extremo (éste procedimiento se realizó 

con los segmentos de intestinos sumergidos en la solución amortiguadora de 

Krebs-Ringer para evitar la pérdida de viabilidad del tejido).  

 

El intestino se llenó con 1 mL de la solución amortiguadora de Krebs-Ringer y el 

otro extremo se ligó para crear un saco, que fue inmediatamente incubado en un 

baño conteniendo los 15 mL de la suspensión de la simulación del estómago a 37°C 

por 2 h, en agitación continua (80 ciclos por minuto) y en atmósfera anaerobia 

(CO2). Luego del período de incubación, los sacos se retiraron y la parte de las 

muestras contenida en el recipiente (posterior a retirar el saco intestinal), se 

denominó fracción no digerible (FND), que se congeló a -80 °C para su posterior 

uso.  

 

Debido a que éste estudio sólo tuvo como interés el estudio del intestino de los 

animales, los órganos y tejidos restantes fueron almacenados en bolsas color rojo 

y congelados a -70°C. Las bolsas se marcaron con la leyenda “desechos 

patológicos” y se almacenaron por un período máximo de 15 días hasta su debido 

transporte e incineración, como procede con las muestras biológicas (NOM-087-

ECOL-SSA1-2002). El material quirúrgico utilizado se dejó remojando con cloro por 

12 h, se lavó posteriormente y esterilizó para su ulterior almacenamiento.  
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VI.2.2.2 Fermentación in vitro de la FND 

Se siguió el método de fermentación in vitro descrito por Campos-Vega et al. 

(2009). Las fermentaciones se realizaron en tres experimentos independientes con 

duplicado para cada FND. Rafinosa (100 mg) fue empleada como control positivo 

del carbohidrato fermentable bajo las mismas condiciones. El inóculo fecal humano, 

empleado como fuente de microbiota representativa del colon, se obtuvo de dos 

individuos voluntarios sanos en su primera evacuación del día, con ausencia de 

enfermedades gastrointestinales y sin haber consumido antibióticos en los 3 meses 

previos a la toma de la muestra.  

 

Se prepararon tubos estériles (15 mL) con 9 mL de medio de cultivo basal 

que contuvieron (g/L): agua peptonada 2.0, extracto de levadura 2.0, cloruro de 

sodio 0.1, fosfato dibásico de potasio 0.04, fosfato monobásico de potasio 0.04, 

sulfato de magnesio heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, 

carbonato de sodio 2.0, cisteína HCl 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 mL y 

hematina 0.2 g (previamente diluida en 5 mL de NaOH). Se sellaron los tubos y se 

mantuvieronn bajo una atmósfera anaerobia que contenía una mezcla de gases 

(H2- CO2-N2: 10:10:80, volumen) durante 24 horas. El inóculo fecal (3 g de materia 

fresca) se homogenizó con 27 mL de solución de fosfato de sodio 1 M pH 7.0. Los 

tubos que contenían el medio de cultivo basal se inoculados con 1 mL de 

homogenizado fecal y se adicionaron 0.250 mg y 0.250 mL de la FND, excepto para 

el control negativo. Se agitaron los tubos con vórtex durante 30 s y se incubarán en 

baño de agua a 37 °C. Se mantuvo un flujo continuo de la mezcla de gases hasta 

el término de la fermentación (24 h).  

 

VI.2.3  Modelo in vitro: Monocultivo de macrófagos RAW 264.7 
 

Para el modelo in vitro se partió del extracto fermentado de fracción no digerible 

(EFFND) que previamente se obtuvo. Este EFFND fue caracterizado química y 

nutracéuticamente en cuanto a su contenido de compuestos fenólicos libres, 

oligosacáridos, capacidad antioxidante por las metodologías de ABTS y DPPH y la 
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permeabilidad aparente de algunos de sus compuestos fenólicos como fue 

reportado previamente (Leakey et al., 2008).  

VI.2.3.1 Ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol 

(MTT) para viabilidad celular 

Este ensayo se basa en la reducción metabólica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por parte de la enzima mitocondrial succinato 

deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazán), permitiendo 

así determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. El método ha 

sido muy utilizado para medición de supervivencia y proliferación celular, donde la 

cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazán producido 

(Castro de Pardo, 2006).  

 

Las células RAW 264.7 se sembraron en cajas de 96 pozos (ρ: 1x104 células/pozo) 

en medio de cultivo DMEM, adicionado con suero fetal bovino (10%), antibióticos y 

antimicóticos (1%). A las 24 h de incubación, el medio se sustituyó por el mismo 

DMEM pero suplementado con 0.5 % de albúmina sérica bovina (Sigma-Aldrich, 

Canadá Ltd.) conteniendo 0 % (control), 5, 7.5, 10, 15 y 20% del EFFND. Cada una 

de estas soluciones se preparó mezclando el extracto fermentado con 

lipopolisacáridos (LPS) para estimular la inflamación, en una concentración de 1 

μg/mL. Un ensayo similar pero sin la adición de lipopolisacáridos se llevóa cabo 

para determinar el efecto del extracto solo sobre viabilidad celular. Como control 

positivo se utilizó una solución de sólo lipopolisacáridos (1 μg/mL). Todos los 

tratamientos se incubaron por otras 24 h a 37°C en atmósfera humidificada de 5% 

CO2.  

 

Transcurrido dicho tiempo, el medio gastado se retiró. A las células tratadas de 

cada pocillo de la placa se les añadieron 200 μL de una solución preparada 

previamente de MTT disuelto en medio DMEM a una concentración de 0.5 mg 

MTT/mL libre de suero fetal bovino. La placa se incubó durante 3 h.  
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Luego de la incubación, el colorante que quedó sin reaccionar se retiró y los 

cristales de formazán, formados a partir de MTT, se disolvieron en DMSO. La placa 

se incubó por 5 min a temperatura ambiente y se leyó la absorbancia a λ=570 nm 

en un espectrofotómetro. La viabilidad de las muestras se calculó utilizando la 

siguiente ecuación:  

%	de	viabilidad = Abs!"#$%&'
Abs()*%&)+

∙ 100 

 

Los experimentos se realizaron por triplicado, en tres experimentos diferentes, para 

su posterior evaluación estadística.  

VI.2.3.2 IV.5.6.2  Determinación de la producción de óxido nítrico (NO) en 

macrófagos RAW 264.7 estimulados con lipopolisacáridos (LPS) 

La acumulación de nitrito, un indicador de la producción de NO, se determinó en el 

sobrenadante del cultivo mediante el ensayo colorimétrico del reactivo de Griess. 

Los macrófagos RAW 264.7 (250 mil células por pozo) se trataron de forma similar 

a la descrita en el numeral anterior de viabilidad celular. Tras un tiempo de 24 horas, 

se retiraron 100 μL del medio gastado con ayuda de una pipeta multicanal y se 

pasaron a una nueva placa de 96 pozos. Se añadió reactivo de Griess 

[sulfanilamida al 1% disuelta en 5% de ácido fosfórico y 0.1% N (1-naftil) 

etilendiamina Dihidrocloruro disuelta en agua] y se incubó durante 10 min en la 

oscuridad. La cantidad total de nitrito presente se calculó sobre la base de la 

absorbancia de las muestras a λ=550 nm a partir de una curva estándar de nitrito 

de sodio. Los experimentos se hicieron por triplicado, en tres experimentos 

diferentes, para su evaluación estadística.  

VI.2.3.3 Cuantificación de la producción de peróxido de hidrógeno 

La producción de peróxido de hidrógeno (H2O2) se midió utilizando el kit Amplex 

Red (Invitrogen). Brevemente, las células se cultivaron en una placa de 96 pozos 

(2.5 x 104 células/pozo) únicamente con medio DMEM (10 % SFB) por 24 horas (37 

ºC, atmósfera humidificada de CO2 al 5 %). Pasado el tiempo, se removió el medio 

y se reemplazó con DMEM adicionado con lipopolisacáridos (LPS) (1 µg/mL) y los 
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tratamientos del EFFND (0, 2.5, 5.0, 7.5, 10 y 20 % v/v) para ser incubadas por 

otras 24. Tras la incubación, las células fueron desprendidas utilizando un asa 

estéril, se sonicaron por 1 min (Branson 3510, Danbury, CT)  y se centrifugaron 

(Hermle Z 326, Wehingen, Alemania) a 1800 rpm por 1 min. Los sobrenadantes se 

removieron y las células se suspendieron con 100 µL de solución amortiguadora de 

Krebs-Ringer, preparada de acuerdo con las instrucciones provistas por el kit (145 

mM NaCl, 5.7 mM Na3PO4, 4.86 mM KCl, 0.54 mM CaCl2, 1.22 mM MgSO4, 5.5. 

mM glucosa, pH 7.35). Veinte microlitros se añadidos a una placa oscura de 96 

pozos y se cuantificó su fluorescencia en un lector de fluorescencia tras adicionar 

los reactivos provistos por el kit (545 nm de longitud de excitación y 590 nm de 

longitud de onda de detección). Los resultados se compararon contra una curva de 

peróxido de hidrógeno.  

VI.2.3.4 Cuantificación del nivel de expresión de proteínas del proceso 

inflamatorio 

Se cultivaron macrófagos RAW 264.7 con una densidad de 1 x 106 células por placa 

de Petri y se trataron con 100 ng/mL de LPS en medio libre de SFB; y por otro lado, 

se trataron células con el IC50 de la inhibición en la producción de óxido nítrico 

(ambos tratamientos por espacio de 24 horas). Posterior a ello, se lisaron las células 

(Halt’s Protease Cocktail Inhibitor y Lysis Buffer, R&D Systems) y se aplicaron en 

las membranas de nitrocelulosa provistas por el kit Mouse Cytokine Antibody Array 

Panel A (ARY006, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La expresión de proteína detectó con reactivos 

quimioluminiscentes provistos en el protocolo y se analizaron con el software 

ImageQuant TL 8.1 (General Electrics, GE Healthcare, Chicago, Illinois). Los datos 

se expresaron como el cambio relativo respecto al control y se generaron redes de 

interacciones proteicas utilizando la plataforma STRING como ha sido sugerido por 

von Mering et al. (2007) a fin de categorizar el proceso biológico, componente 

celular y función molecular de acuerdo a la base de datos de ontología de proteínas, 

provista por la plataforma.   
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VI.2.4 Modelo in vitro: Co-cultivo de macrófagos humanos THP-1 y células 

Caco 2  

Para el co-cultivo, se evaluó el efecto del EFFND en la modulación de la vía del 

inflamasoma a fin de explicar mecanismos de acción asociados al proceso 

inflamatorio, modulados por los compuestos bioactivos productos de la 

fermentación microbiana de la botana. Para ello, las células THP-1 se cultivaron (3 

x 106 células, frascos de cultivo de 25 cm2) durante un período de 2-3 días con 100 

mM de PMA (12-miristato-12 acetato) a fin de estimular su diferenciación a 

macrófagos humanos. Las células se desprendieron con tripsina y se colocaron en 

placas de 12 pozos para inserto, a una densidad e 1.8 x 105 células/pozo, 

permitiéndoles re-adherirse por 1.5 horas.  

 

Al mismo tiempo, se estimuló el crecimiento de las células Caco-2 a fin de permitir 

su diferenciación hacia tejido epitelial intestinal. Estas células se cultivaron en 

insertos (transwell) (tamaño de poro: 1µm) en una densidad de 1.8 x 105 células/cm2 

y se mantuvieron por un período de 21 días. En el lado apical se colocó medio MEM 

mientras que en el compartimiento basolateral, se cambió progresivamente a medio 

RPMI sin mercaptoetanol a fin de ir introduciendo las células THP-1 (Kämpfer et al., 

2017). El modo como fueron co-cultivadas se muestra en el Cuadro 3.  
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Cuadro 3. Proporciones de medio de cultivo de células Caco-2 y THP-1 en el co-

cultivo. 

Días de 
cultivo 

Medio de células 
Caco-2 (%) 

Medio de células 
THP-1 (%) 

0 100 0 

2 100 0 

5 66.6 33.6 

7 66.6 33.3 

9 50 50 

12 50 50 

14 33.3 66.6 

16 33.3 66.6 

19 0 100 

21 0 100 
Adaptado de Kämpfer et al. (2017).  

 
Un esquema de este procedimiento se encuentra ejemplificado en la Figura 8 

(Kämpfer et al., 2017):  

 

 
Figura 8. Esquema general del co-cultivo de células Caco-2 y monocitos humanos 

THP-1. Adaptado de Kämpfer et al. (2017).  
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VI.2.4.1 Simulación del estado sano de epitelio intestinal 

Una vez que las células se encuentren en el co-cultivo, los principales parámetros 

que se consideraron en un estado sano del ambiente intestinal son:  

 

• Los cambios en el medio de cultivo pueden causar una reducción temporal de 

la resistencia eléctrica transepitelial/endotelial (TEER, por sus siglas en inglés) 

de cerca del 10 %. Por lo tanto, este parámetro debería disminuir máximo un 10 

%, en comparación con el monocultivo de células Caco-2, durante las primeras 

24 horas del co-cultivo.  

• El co-cultivo no debería inducir una activación de los macrófagos o estimular a 

las células epiteliales intestinales. Por tanto, la concentración de citocinas pro 

inflamatorias en el compartimiento basolateral no debería exceder de forma 

significativa a los niveles de citocinas liveradas por los monocitos THP-1 sin 

estimulación.  

• Para la confirmación de la ausencia de células necróticas en el lado apical, el 

contenido de lactato deshidrogenasa (LDH) en el lado apical no debería ser 

significativamente mayor en comparación con el monocultivo de Caco-2.  

 

En consecuencia, una vez realizado el co-cultivo, se midieron dichos parámetros a 

fin de asegurar un buen estado de desarrollo del mismo, parámetros que se 

recolectaron y sirvieron como control de estado sano del intestino. 

 

VI.2.4.2 Simulación del estado de inflamación del epitelio intestinal 

Como estresante fisiológico relevante se utilizó lipopolisacárido (LPS). 

Adicionalmente, el modelo debía asimilarse lo mejor posible al proceso inflamatorio 

de modo que se impida una destrucción sustancia o permanente de la barriera 

intestinal, por lo que se buscó un comportamiento en el que el sistema se 

recuperara por sí mismo y resolviera el proceso inflamatorio. Se tomaron como 

parámetros de presencia de inflamación en el sistema los siguientes:  
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• Reducción del TEER al menos en un 20-25 % en comparación con un control 

de células Caco-2 en monocultivo. Dicha reducción de al menos 20 % debe 

persistir por al menos 24 horas.  

• Tras 4 horas de co-cultivo, los niveles de citocinas pro-inflamatorias deben 

exceder de forma significativa las concentraciones del co-cultivo estable. Por 

tanto, se midieron citocinas clave del proceso inflamatorio en los sobrenadantes 

celulares del compartimiento basolateral a las 4, 24 y 48 horas del co-cultivo por 

medio de ELISA.  

• El TEER de las células Caco-2 debía restablecerse a más del 90 % tras 48 horas 

de co-cultivo.  

 

Una vez estandarizado el proceso inflamatorio, se evaluó el efecto del EFFND en 

el sistema y el nivel general de elevación de citocinas pro-inflamatorias, así como 

la estimulación de citocinas antinflamatorias. Asimismo, se realizaron mediciones 

continuas del nivel de TEER de la barrera intestinal de células Caco-2 y niveles de 

liberación de LDH en el co-cultivo.  

 

VI.2.4.3 Medición de la resistencia eléctrica transepitelial/endotelial (TEER) 

El TEER se midió utilizando un voltímetro (Millicell ERS-2, Millipore Millicell; 

Billerica, MA, USA) para evaluar el desarrollo de la barrera intestinal de la capa de 

células Caco-2 cada 2-3 días de cultivo, así como la integridad de la barrera en el 

co-cultivo con células THP-1 (luego de 4, 18, 24 y 48 h). El electrodo fue esterilizado 

en isopropanol (70 %) y neutralizado con PBS y MEM. Los resultados fueron 

corregidos respecto a un blanco y multiplicados por el tamaño del filtro a fin de 

obtener los resultados finales en Ohm por cm2 (Ohm.cm2). Para el co-cultivo, los 

valores de TEER se expresaron como el porcentaje de los valores del control de 

Caco-2 del monocultivo (Kämpfer et al., 2017).  Dire
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VI.2.4.4 Cuantificación del nivel de citocinas en el medio extracelular por 

ELISA 

La liberación de IL-1b, IL-8, TNF-a y TGF-b1 fue cuantificada utilizando los 

sobrenadantes libres de células del compartimiento basolateral tras 4, 24 y 48 horas 

del co-cultivo. Se utilizaron anticuerpos comerciales (R&D Systems, Santa Cruz 

Biotechnologies, según corresponda). Brevemente, los anticuerpos primarios 

fueron incubados toda la noche a temperatura ambiente en buffer de cobertura (0.1 

M NaHCO3, con agua MilliQ) en placas de 96 pozos de adhesión de proteínas. Tras 

lavados con PBS y Tween20 (0.05 %) y bloqueo (3 % BSA/PBS) por 1 hora a 

temperatura ambiente, los estándares de citocinas y las muestras se añadieronn y 

nuevamente se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente. Se adicionaron los 

anticuerpos secundarios biotinilados y se incubaron por 45 min, seguido de 

incubación durante 30 min con peroxidasa-estreptavidina.La reacción fue detenida 

con 100 µL de 3, 3’, 5, 5’ – Tetrametilbenzidina y adición de ácido sulfúrico (1 M). 

La absorbancia se midió en un espectrofotómetro a 470 y 540 nm (Kämpfer et al., 

2017).  

 

VI.2.4.5 Cuantificación de liberación de lactato deshidrogenasa (LDH) 

Se midió la actividad enzimática de LDH, liberada tras el daño celular o la muerte 

de células necróticas. Brevemente, 50 µL de TRIS 200 mM, 50 µL de lactato de litio 

(50 mM) y 50 µL de una mezcla de INT, PMS y NAD (1.32 mg/mL, 0.36 mg/mL y 

3.44 mg/mL, respectivamente) se añadieron a una placa de 96 pozos. 

Subsecuentemente, 50 µL de sobrenadante libre de células fueron transferidos e 

incubados por 5 min a temperatura ambiente. Se midió la densidad óptica a 490 nm 

en un espectrofotómetro. Como control se utilizaron las células expuestas a 0.1 % 

Tritón 100X en PBS por 24 horas.  

 Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 
87 

VI.2.4.6 Citometría de flujo para evaluación de activación de caspasa-1 y 

muerte por piroptosis (apoptosis inducida por inflamación) 

Los macrófagos producto del co-cultivo sin tratamiento, aquellos tratados con LPS 

para simulación del proceso inflamatorio y los sometidos al tratamiento de extracto 

fermentado de la fracción no digerible fueron recolectados en PBS frío y se tiñeron 

por 30 min (4 ºC) con Anexina V-FITC o el sustrato YVAD-pNA, respectivamente, 

siguiendo las condiciones y procedimientos del fabricante. Tras la tinción, las 

células se lavaron dos veces con PBS precalentado (1 %BSA) y luego fueron 

analizadas inmediatamente en un citómetro de flujo CyAn ADP (FACScan Diva). 

Para el análisis citométrico, se estableció una compuerta directa y de dispersión 

lateral para excluir las células muertas y los agregados. Los datos se expresaron 

como porcentaje de células positivas para Anexina V-FITC o YVAD-pNA en 

comparación con el control sin tratar (Fleetwood et al., 2017).  

 

VI.2.5 Modelo in vivo  

 

Todos los protocolos experimentales de animales utilizados en este estudio fueron 

sujetos a aprobación por el Comité de Ética de la Facultad de Química de la 

Universidad Autónoma de Querétaro (Oficio: CBQ16/1116-6). Se utilizaron 60 

ratones macho de la cepa ICR/CD1 de 6 semanas de edad, adquiridos en el 

Instituto de Neurobiología de la Universidad Nacional Autónoma de México 

(UNAM), Campus Juriquilla. Se registró el peso corporal y constancia de salud; se 

alojaron 5 ratones por jaula (37.3 x 23.4 x 14.0 cm) y se aclimataron por una semana 

a 22-24°C con ciclos de luz-oscuridad 12/12 horas, humedad de 50 ± 10% con agua 

y alimento ad libitum (Rodent Lab Diet 5053). Se llevaron a cabo buenas prácticas 

de limpieza, las cuales consistieron en lavado diario de bebederos, comederos, 

pisos y bandejas de recolección; además de lavado de jaula y paredes cada tercer 

día de acuerdo con la NOM-062-ZOO-1999.  
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La composición proximal de la dieta basal y las diferentes dietas con botana 

horneada suministrada a los animales fueron las siguientes expresadas en el 

Cuadro 4 (Luzardo-Ocampo et al., 2020).  

 

Cuadro 4. Composición proximal de las dietas de los animales. 

Tipo de Dieta Proteína Lípidos Cenizas Carbohidratos Fibra1 

Dieta Basal (DB) 24.65 13.21 6.10 56.04 4.70 

0.5 g T + DB 24.61 12.32 5.92 57.68 6.28 

1.0 g T + DB 23.58 11.43 7.85 59.33 7.85 

1.5 g T + DB  22.56 10.54 5.57 60.97 9.43 

2.0 g T + DB 21.53 9.65 5.40 62.62 11.01 
1La fibra de la dieta basal ha sido expresada como fibra cruda total. Las demás corresponden a fibra 

dietaria total. Los valores han sido expresados como porcentaje en base seca. DB: Dieta basal; T: 
Totopo.  

 

La selección de las dosis de botana de los animales se basó en la consideración 

de que el consumo calórico diario de los animales (ratones) equivale a 25.5 Kcal 

(en tanto que el de un ser humano está basado en una dieta de 2000 Kcal) (Cuadro 

5). Además, se ha reportado que la máxima suplementación calórica a partir de 

botanas en seres humanos debe ser del 30 % de las Kcal totales diarias, de acuerdo 

a los lineamientos para el expendio y distribución de bebidas en establecimientos 

de consumo escolar de productos (Secretaría de Educación Pública, 2010).  

 

Cuadro 5. Consumo calórico total murino y consumo calórico murino equivalente a 

partir de botanas (hasta el 30% del consumo calórico diario) 

 Valores (Kcal) 

Consumo calórico total murino  25.5 

Consumo calórico total murino a partir de botanas (30%) 7.65 

 

Además de ello, la botana tiene un contenido calórico aproximado de 3.89 kcal/g, 

por lo tanto, la máxima cantidad de botana que un ratón podría consumir es 
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aproximadamente 1.96 g, que fueron ajustados a 2 g botana/diaria/ratón como 

dosis máxima. Con base en los datos del Cuadro 5, se elaboraron las dosificaciones 

del Cuadro 6, mismas que fueron utilizadas en un estudio previo con la misma 

botana en un modelo in vivo de dislipidemia (Domínguez-Uscanga et al., 2017).  

 

Cuadro 6. Dosis de botanas utilizadas en la caracterización del modelo in vivo de 

colitis crónica a fin de evaluar el efecto de su consumo 

  Ratón Humano 

Dosis 
Consumo 

calórico (%) 

Dosis 

(g) 

Consumo 

calórico (Kcal) 

Dosis 

(g) 

Consumo 

calórico (Kcal) 

1 30.00 1.96 7.65 154.13 600.00 

2 22.90 1.50 5.89 117.73 457.98 

3 15.27 1.00 3.89 78.49 305.32 

4 7.63 0.50 1.96 39.24 152.66 

 

VI.2.5.1 Caracterización y establecimiento del modelo in vivo  

 

La duración del experimento fue de 5 semanas. Después de la semana de 

adaptación, los ratones de la cepa ICR/CD1 se dividieron aleatoriamente en 7 

grupos con una n=6. El control inducido y los grupos 1 al 5 fueron tratados con DSS  

2 % suministrados ad libitum en el agua de beber. Al finalizar las 5 semanas los 

animales fueron sacrificados (Figura 9).  
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Figura 9. Estrategia experimental de la caracterización del modelo in vivo.  

 

Se monitoreó semanalmente el peso corporal, consumo de alimento y se analizaron 

las heces (peso, consistencia, presencia y/o ausencia de sangre). Las heces 

recolectadas se congelaron con nitrógeno líquido y se almacenaron a -80°C para 

su posterior determinación de pH, ácidos grasos de cadena corta (AGCC), actividad 

de la enzima β-glucuronidasa, contenido de compuestos fenólicos y capacidad 

antioxidante. Como marcadores bioquímicos se realizó la medición de glucosa al 

finalizar el experimento. Una vez establecida la dosis de DSS, se procedió a realizar 

el modelo in vivo de colitis crónica, cuyo esquema se especifica en la Figura 10.  

 
 

Figura 10. Evaluación del efecto del consumo de la botana horneada una vez 

caracterizado el modelo de colitis crónica.  
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El control sano corresponde a animales que sólo consumen la dieta basal y agua ad libitum. El 

control positivo corresponde a animales con la dieta basal y la dosis establecida de DSS en el agua 

ad libitum. El control negativo corresponde a animales con la dosis de DSS, dieta basal y agua ad 

libitum pero suministrando un antiinflamatorio. T: totopo o botana horneada; DB: Dieta basal.  

 

VI.2.5.1.1 Medición del pH 

El pH del contenido cecal, colónico y fecal fue medido empleando el procedimiento 

descrito por (Nakanishi et al., 2003). Brevemente, un gramo del contenido cecal, 

colónico o heces fue suspendido en agua (5 veces su volumen); posteriormente la 

muestra se homogenizó y se realizó la medición de pH. 

 

VII.2.2.1.2. Índice de Actividad de la Enfermedad (DAI) 

Se procedió a realizar la metodología propuesta por Ghia et al. (2006) con algunas 

modificaciones. El DAI fue el puntaje combinado de la pérdida de peso, la 

consistencia de las heces y el sangrado. Los puntajes serán definidos de la 

siguiente forma: 

 

• Para la pérdida de peso: 0, sin pérdida de peso; 1, 5 – 10 %; 2, 10 – 15%; 3, 15 

– 20 %, 4, más del 20 %.  

• Para la consistencia de las heces: 0, normal; 2, suaves; 4, diarrea.  

• Para el sangrado: 0, sin presencia de sangre; 2, con presencia de sangre y 4, 

abundancia de sangrado.  

 

VI.2.5.2 Cuantificación de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) 

Se empleó el protocolo descrito por Zhao et al. (2006) con algunas modificaciones. 

Brevemente, un gramo de contenido cecal, colónico y fecal fue suspendido en agua 

(5 veces colónico y fecal fue empleado su volumen) y homogenizado. La 

suspensión fue centrifugada a 8 000 g por 10 min a 4 °C; posteriormente, el pH se 

ajustó (2-3) con HCl 0.1 M. Posteriormente, la solución se filtró con una membrana 

(0.45 μm) y se inyectó en un cromatógrafo de gases (Hp 6890 Plus, acoplado a un 
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detector de flama). El volumen de muestra inyectado será de 1.5 μL. Se empleó 

una columna Hp 30 M, CARBOWAX 30 M; 25.0 M X 320 μM X 0.30 μm nominal. 

Como gas acarreador se utilizó helio a un flujo de 0.5 mL/min. El horno tenía 

temperatura inicial de 95 °C, se mantuvo mantener por 2 min y se elevó a 140 °C a 

20 °C/min. Los ácidos: acético, propiónico y butírico, fueron empleados como 

estándares externos (0-100 mM/mL) para cuantificar los AGCC de las muestras. 

 

VI.2.5.3 Determinación de la actividad de β-Glucouronidasa. 

La actividad total de la enzima β-glucoronidasa fue determinada empleando el 

conjugado β-D-glucurónido de fenolftaleína como sustrato, donde la enzima 

presente en la muestra lo hidroliza y la fenolftaleína liberada se monitoreó a una 

longitud de onda de 540 nm (Jenab et al., 1999). Brevemente, a 0.5 g de contenido 

fecal se le adicionaron 10 mL de solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.02 M 

a pH de 7.0. Esta solución se homogenizó por medio de un politrón y posteriormente 

se sonicó durante 6 min a 4 °C. Las muestras se centrifugaron a 500 g por 15 min 

recolectando el sobrenadante para llevar a cabo el ensayo enzimático. Para la 

mezcla de reacción se tomaron 800 μL de PBS 0.02 M, 100 μL de β-D-glucurónido 

de fenolftaleína 1 nM y 100 μL de extracto fecal. Esta mezcla se incubó por 1 h a 

37 °C. Al finalizar la incubación, se adicionaron 2.5 mL de solución de glicina 

alcalina, 1 mL de ácido tricloroacético al 5% y 1 mL de agua HPLC, se mezcló e 

incubó por 10 min a temperatura ambiente, enseguida la absorbancia será medida 

a 540 nm. La relación de fenolftaleína liberada fue determinada en base a una curva 

estándar de fenolftaleína (0-13 μg) (Jenab et al., 1999). La actividad enzimática total 

de la β-glucoronidasa fue expresada en nanomoles por minuto por gramo de 

contenido fecal.  

 

VI.2.5.4 Determinación de mieloperoxidasa fecal 

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima tipo hemo que cataliza la oxidación 

mediada por la peroxidasa de hidrógeno de iones haluro hacia ácido hipohaloso. 

La MPO es una enzima lisosoma, altamente expresada en neutrófilos, y juega un 
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papel importante en acciones antimicrobianas como resultado de la estimulación 

de neutrófilos. Para su medición se utilizó el kit de cuantificación colorimétrica de 

mieloperoxidasa de Sigma-Aldrich. Para ello, se prepararon mezclas de reactivos 

requeridos para la reacción (sustrato y solución amortiguadora) y 50 µL de estas 

mezclas se utilizaron como control positivo, para la muestra y para los blancos en 

una placa de 96 pozos. Tras incubación por 30, 60 y 120 minutos, se adicionó a 

cada pozo el reactivo de detención de la reacción y luego de 10 minutos de 

incubación se agregó el estándar de TNB, el reactivo cromóforo, que luego debe 

nuevamente se detuvo con el reactivo de parada. La absorbancia fue medida a 412 

nm en un espectrofotómetro. Las muestras se expresaron como unidades de MPO, 

definida como la cantidad de enzima que hidroliza el sustrato y genera cloramina 

de taurina para consumir 1.0 µmol de TNB por minuto a 25 ºC.  

 

VI.2.5.5 Cuantificación de compuestos fenólicos libres en heces 

Para la cuantificación de compuestos fenólicos en heces se siguió la metodología 

reportada por Espín et al. (2007). Brevemente, 1 g de heces se homogenizaron con 

10 mL de una solución Metanol:HCl:H2O (79.9:0.1:20) utilizando un Ultraturrax. La 

mezcla se transfirió a tubos de microcentrífuga y se homogenizarán (4ºC, 14000 g) 

en una microcentrífuga Hermle (Hermle Z 233 K; Wehingen, Germany) por 10 

minutos. El sobrenadante se filtró a través de una membrana de 0.45 µm y la 

muestra se analizó por HPLC-DAD utilizando la metodología reportada por 

Ramírez-Jiménez et al. (2014)  

 

VI.2.5.6  Sacrificio de animales y obtención de muestras 

 

El sacrificio de los animales fue realizado por anestesia con dióxido de carbono 

(CO2) y posterior punción cardíaca a fin de extraer la sangre de los animales, siendo 

separada del suero y almacenada en refrigeración (el suero fue almacenado a -70 

ºC). El colon se removió (desde la unión ceco-colónica hasta el recto), se midió su 

longitud, se determinó su peso y se enjuagó con solución salina (0.9 % v/v) estéril. 
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Se tomaron secciones de 0.5 cm del colon proximal y distal, las cuales fueron 

rápidamente congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas a -80 °C. El colon 

remanente se fijó en solución amortiguada de formalina al 10 % para análisis 

histológico posterior. El bazo de los animales se removió y pesó como una medida 

indirecta de la inflamación extra intestinal inducida por DSS según lo reportado por 

Bylund-Fellenius et al. (1994).  

 

VI.2.5.7 Análisis de expresión de genes 

 

Para realizar el estudio de expresión de genes se utilizó el método RT-PCR 

(llamado así por el paso de transcripción inversa previo a la PCR), o ARN-PCR, 

consiste primero en una extracción de ARNm a partir del tejido en el que se quiere 

estudiar la expresión de un mensajero, seguido de la evaluación de la calidad y 

detección del ARN obtenido. El siguiente paso fue la síntesis de una cadena de 

cADN a partir del ARNm mediante una transcriptasa reversa (RT). Para ello se 

aprovechó la presencia de la cola poli(A) de los mensajeros y se utilizó como 

cebador un oligonucleótido sintético de polideoxitimidina (oligo[dT]) que se une a 

las colas de poIi(A). Luego se tomó de esa solución una alícuota y se somete a una 

reacción de PCR utilizando una pareja de cebadores o «primers» específica del 

ARNm de interés a una temperatura adecuada, para obtener una cantidad de 

moléculas de ADN idénticas correspondientes a un fragmento del ARNm específico 

al que se quiere detectar. Se midieron genes específicos del proceso inflamatorio 

que pudieran estar modulados en los animales por el consumo de la botana (TNF-

a, IFN-g, IL-1b, IL-6, IL-10, MCP-1, MUC1, MUC2, MUC3, TFF3, TLR2, TLR4). 

Como gen constitutivo se utilizó rplp0. El sistema Fluidigm BioMark HD System 

qPCR para medición múltiple por PCR de genes fue utilizado y los datos se 

analizaron con el software Ingenuity Pathways Analysis (IPA, Qiagen).  

 
Dire

cc
ión

 G
en

era
l d

e B
ibl

iot
ec

as
 U

AQ



 

 
95 

VI.2.6 Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media ± error estándar. Las diferencias entre 

medias para las pruebas de caracterización química, nutracéutica se analizaron 

mediante la prueba de Tukey y la prueba de Dunnett para el ensayo in vitro 

utilizando el programa estadístico JMP 8.1. Para el experimento in vivo se realizó 

la prueba de datos no paramétricos de Kruskal-Wallis.  
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

VII.1 Caracterización nutracéutica de la botana horneada  

El Cuadro 7 muestra el contenido de compuestos fenólicos de la botana horneada 

70:30, elaborada con dos cosechas de frijol común (Phaseolus vulgaris L.) (2014 y 

2015). Asimismo, se muestra el contenido de fenoles ligados de la botana 70:30 

cosecha 2015.  

 

Cuadro 7. A) Contenido de compuestos fenólicos libres de dos botanas horneadas 

70:30 elaboradas con dos cosechas diferentes (2014 y 2015) de frijol común 

(Phaseolus vulgaris L.) cocido; B) Contenido de compuestos fenólicos ligados de la 

botana 70:30 (Cosecha 2015). 

A)  

Compuesto 

Fenólico 

Totopo 70:30  

(Cosecha 2014)1 

Totopo 70:30  

(Cosecha 2015)1 

Ácido Gálico 106.22 ± 5.33* 98.17 ± 6.78* 

Ácido Clorogénico 93.19 ± 7.70* 68.36 ± 5.72* 

Catequina ND 10.73 ± 0.99 

Ácido Cafeico 57.95 ± 5.81* 29.57 ± 2.05* 

Rutina 153.68 ± 8.51 143.86 ± 20.20 

Ácido Elágico 192.66 ± 12.89* 146.81 ± 15.64* 

Ácido Sinápico 1202.74 ± 123.8* 837.59 ± 103.22* 

Ácido Ferúlico 127.24 ± 3.91* 58.88 ± 1.32* 

Quercetina 54.51 ± 9.06 55.96 ± 4.89 

 

B)  

 
Compuesto Fenólico Totopo 70:30 (Cosecha 2014)1 

Ácido Gálico 108.32 ± 0.08 
Ácido Clorogénico 13.25 ± 0.06  

Catequina 58.85 ± 0.20 
Ácido Cafeico 12.12 ± 0.07 

Quercetina 1.88 ± 0.01 
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Los valores han sido expresados como la media ± DE. Los asteriscos indican diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0.05) por la Prueba de Tukey-Kramer. 1Contenido de 

compuestos fenólicos expresado como µg. equivalentes de cada compuesto fenólico/ g de muestra.  

 

El Cuadro 7A muestras diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) para 

todos los compuestos fenólicos, exceptuando los flavonoides rutina y quercetina, 

cuyo contenido permaneció sin diferencias. Aunque se han documentado 

variaciones en el contenido de compuestos fenólicos por procesos térmicos (Ombra 

et al., 2016) en este caso las diferencias pueden ser atribuibles a la cosecha de 

frijol utilizada, que fue el único parámetro que varió entre ambos totopos, como ha 

sido reportado (Valdés et al., 2011). La estabilidad de la Quercetina a diferentes 

procesos térmicos en frijol ya ha sido reportada previamente por otros autores 

(Huber et al.,  2014). En el caso de los compuestos fenólicos ligados, se cuantificó 

una menor variedad de estos en la botana, aunque el método de extracción utilizado 

permitió una mayor extracción de ácido gálico y catequina, encontrándose incluso 

en cantidades superiores a sus formas libres. Se ha reportado que los ácidos 

fenólicos simples y los flavonoides, que son los compuestos fenólicos más 

comunes, generalmente se encuentran en formas solubles e insolubles conjugadas, 

en las que los flavonoides se presentan a menudo en forma de glucósidos unidos 

a partes de azúcares a través de enlaces OH (enlaces O-glucosídicos) o a través 

de enlaces carbono-carbono (C-glucósidos) (Acosta-Estrada et al., 2014). En este 

sentido, la incorporación de reactivos ácidos (como el ácido clorhídrico) y la 

posterior neutralización y alcalinización de la muestra ayudó a la ruptura de dichos 

enlaces, favoreciendo la liberación de los correspondientes compuestos fenólicos. 

Es notorio destacar que el alto rendimiento de catequina respecto a los compuestos 

fenólicos libres demuestra la alta estabilidad de los flavonoides a condiciones 

extremas de temperatura y pH a los que se sometió la muestra durante el proceso 

de extracción.  

 

La importancia de cuantificar estos compuestos radica en que se ha demostrado 

que las condiciones fisiológicas del organismo (por ejemplo: variaciones de pH 

estomacal e intestinal y la actividad enzimática) permite la liberación y absorción de 
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dichos compuestos. Una ruptura parcial es inicialmente realizada en el lumen 

intestinal, iniciando su proceso de metabolización a través de su absorción por parte 

de los enterocitos; y otra parte de la misma, en algunos casos hasta el 95 % del 

total de compuestos potencialmente absorbibles, es realizada en el colon donde la 

actividad enzimática propia de la microbiota colónica favorece en la liberación y 

biotransformación de estos compuestos, para así se absorbidos por el colon y 

generar diversos beneficios a la salud (Acosta-Estrada et al., 2014). 

 

VII.2 . Caracterización del extracto fermentado de la fracción no digerible de 

la botana (EFFND) 

Por medio de una digestión gastrointestinal in vitro de la botana 70:30, cosecha 

2015, se obtuvo el extracto fermentado de la fracción no digerible de la botana 

(EFFND), el cual fue caracterizado químicamente a fin de establecer los 

compuestos químicos que pudieran modular efectos antiinflamatorios derivados del 

mismo. Por tanto, se cuantificaron los metabolitos presentes en el EFFND, entre 

ellos los ácidos grasos de cadena corta (AGCC), por medio de cromatografía de 

gases acoplada a masas (GC-MS) con microextracción en fase sólida (SPME).  

 

VII.2.1 Identificación de metabolitos presentes en el EFFND 

 

La caracterización del extracto por medio de cromatografía de gases acoplada a 

masas se presenta en el Cuadro 8 (Luzardo-Ocampo et al., 2018):  
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Cuadro 8. Perfil de metabolitos del extracto fermentado de la fracción no digerible del totopo, cuantificado por cromatografía 

de gases acoplado a masas 
  0 horas 6 horas 12 horas 24 horas 

Compuesto químico 
RT 

(min) 
% Área Área1 (x105) 

Calidad 
(%) 

% Área Área1 (x105) 
Calidad 

(%) 
% Área Área1 (x105) 

Calidad 
(%) 

% 
Área 

Área1 (x105) 
Calidad 

(%) 

Trimetilamina 5.875 ND ND - ND ND - 0.47 
245.43 ± 

0.01b 
78 1.58 

1070.14 ± 

0.71a 
90 

Cloruro de Metileno 8.035 ND ND - ND ND - ND ND - 7.32 
3489.16 ± 

249.61 
96 

Acetato de etilo 8.353 0.72 319.11 ± 9.43b 86 ND ND - 1.56 
745.97 ± 

0.42a 
90 0.69 214.89 ± 1.59c 90 

Heptano 9.274 ND ND - ND ND - 0.12 82.81 ± 0.01a 70 0.27 20.73 ± 0.01b 91 

Etil propano 10.793 ND ND - 0.42 91.15 ± 3.98a 86 0.38 28.68 ± 4.27b 90 ND ND - 

n-propilacetato 10.908 ND ND - ND ND - 0.28 
144.03 ± 

5.01a 
72 0.21 125.48 ± 0.01b 72 

Hexametil-Ciclotrisiloxán 13.431 6.82 
1346.51 ± 

191.39b 
91 3.55 200.73 ± 64.34a 91 ND ND - 1.60 

251.95 ± 

12.48a 
91 

Etil-butirato 13.925 ND ND - 0.92 1194.03 ± 64.16a 95 3.55 
1137.68 ± 

37.05a 
94 ND ND - 

Hexanal 14.361 1.23 84.81 ± 9.58 95 ND ND - ND ND - ND ND - 

2,4-Dimetil-1-hepteno 14.469 0.88 
139.15 ± 

23.21b 
93 0.22 10.22 ± 0.91c 72 0.33 

213.83 ± 

0.23a 
93 0.20 119.91 ± 0.50b 72 

Butil acetato 14.591 ND ND - ND ND - 0.20 
120.15 ± 

23.94 
78 ND ND - 

Propil butanoato 17.388 ND ND - 0.87 347.89 ± 19.97a 90 1.27 
361.45 ± 

0.71a 
90 ND ND - 

Etil pentanoato 17.535 ND ND - ND ND - 0.78 
313.55 ± 

0.62b 
94 1.28 400.70 ± 7.07a 95 

Octametil-

cyclotetrasiloxán 
19.341 4.23 

722.01 ± 

38.32 
91 ND ND - ND ND - 1.21 201.99 ± 0.06 91 

1-Hexanol 19.742 ND ND - ND ND - ND ND - 0.24 154.68 ± 6.33 78 

Butil butanoato 20.932 ND ND - 0.24 24.29 ± 0.71 72 ND ND - ND ND - 

Heptanal 21.961 1.89 82.52 ± 7.96a 97 0.42 9.25 ± 0.04a 95 ND ND - ND ND - 
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Ácido 2-metilpropanoico 22.929 ND ND - ND ND - ND ND - 0.18 104.71 ± 3.98 86 

3-etil-2,5-dimetilpirazina 24.914 ND ND - ND ND - 0.17 
120.39 ± 

0.73b 
93 0.13 355.32 ± 0.15a 90 

Nonanal 25.131 ND ND - 1.60 510.47 ± 55.38a 91 0.53 
122.62 ± 

0.18b 
91 0.62 256.08 ± 8.02b 91 

Benzeno acetaldehído 26.552 0.53 86.65 ± 9.41 91 ND ND - ND ND - ND ND - 

Acetofenona 27.093 0.31 55.37 ± 0.13c 87 0.24 121.01 ± 1.41b 81 0.28 46.89 ± 6.01c 90 0.48 325.16 ± 0.23a 97 

2-metil-benzaldehído 27.369 ND ND - ND ND - 1.31 53.16 ± 0.55b 81 0.29 173.08 ± 0.11a 97 

Decanal 28.188 ND ND - 0.25 35.52 ± 6.44 91 ND ND - 0.20 118.79 ± 0.03 91 

Ácido 4-metil-pentanoico  28.474 ND ND - ND ND - 0.91 
360.55 ± 

0.71a 
90 0.65 278.51 ± 0.58b 53 

2,6-dimetil-Nonano 28.709 0.35 60.68 ± 2.02b 80 ND ND - 0.19 
137.01 ± 

0.01a 
80 ND ND - 

1,3-bis (1,1-dimetiletil)-

benzeno 
28.917 ND ND - ND ND - 2.74 29.93 ± 1.40 95 ND ND - 

Ácido Hexanoico  29.413 ND ND - 1.92 547.81 ± 1.39a 90 0.43 
305.13 ± 

0.04b 
90 0.71 254.84 ± 2.12c 90 

Metil salicilato 30.613 6.80 
622.75 ± 

23.73a 
97 ND ND - 1.27 

330.35 ± 

0.67b 
97 0.98 

332.11 ± 

22.72b 
97 

Ácido Heptanoic  31.83 ND ND - ND ND - 0.27 
192.31 ± 

0.01 
94 ND ND - 

Ácido 2-etilhexanoico  32.054 ND ND - 1.49 271.72 ± 0.67a 95 ND ND - 0.39 231.16 ± 0.03a 86 

Cariofileno 33.851 ND ND - 0.37 123.25 ± 0.75b 99 ND ND - 0.72 486.50 ± 3.68a 99 

Etil dihidrocinamato 33.925 ND ND - ND ND - 0.49 
356.11 ± 

11.23 
96 ND ND - 

4-metilfenol 34.034 ND ND - 3.05 870.53 ± 10.79a 95 3.86 
490.07 ± 

58.01c 
97 13.77 

5094.72 ± 

26.71a 
97 

Ácido Octanoic  34.143 ND ND - 3.08 8.73 ± 2.27b 91 ND ND - 1.06 634.66 ± 0.01a 96 

a-Cariofileno 34.883 ND ND - ND ND - ND ND - 0.21 136.99 ± 4.20 94 

Ácido nonanoico 36.374 ND ND - ND ND - 1.45 
723.47 ± 

15.12b 
90 2.74 

1360.99 ± 

0.60a 
87 

Hidroxitolueno Butilado 36.529 ND ND - 0.24 123.14 ± 0.49a 47 ND ND - 0.54 172.28 ± 0.43b 98 

Decametil-

ciclopentasiloxano 
36.71 2.54 

306.62 ± 

17.25a 
94 ND ND - 0.82 

89.58 ± 

19.42b 
91 1.31 

343.71 ± 

58.74a 
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Ácido 2,2,4-trimetil-3-

carboxiisopropilpentanoico 

isobutil ester 

37.848 ND ND - 1.11 558.17 ± 85.07a 74 1.33 
694.18 ± 

0.06a 
43 ND ND - 

Lilial 38.089 ND ND - ND ND - 0.84 
260.85 ± 

1.60a 
97 0.34 205.31 ± 0.05a 95 

Fenol, 2,4-bis(1,1-

dimetiletil) 
40.196 ND ND - ND ND - ND ND - 2.64 306.74 ± 28.57 97 

Octadecametil-

ciclononasiloxano 
40.443 0.49 

143.80 ± 

28.60a 
91 0.18 99.20 ± 8.36a 91 ND ND - 0.17 99.22 ± 0.03a 91 

Indol 40.685 ND ND - ND ND - 24.32 
18563.99 ± 

1828.23a 
94 16.23 

3640.20 ± 

0.10b 
94 

1,4,7,10,13,16-

Hexaoxaciclooctadecano 
41.363 ND ND - 0.7 87.96 ± 0.79c 86 

252.70 ± 

0.07a 
0.49 35 0.52 148.85 ± 3.37b 64 

3-metil-1H-indol 41.486 ND ND - ND ND - 0.84 
505.01 ± 

1.63b 
93 2.16 

1125.55 ± 

0.68a 
95 

Etil tetradecanoato 41.863 ND ND - 1.44 203.16 ± 5.62b 95 1.64 
123.70 ± 

13.90c 
97 0.53 355.32 ± 0.15a 90 

9,10-dihidro-9-

anthracenamina 
42.171 ND ND - ND ND - ND ND - 1.13 719.30 ± 65.67 53 

3-hidroxi-4-methoxi-

benzaldehíde. 
42.316 ND ND - ND ND - 1.31 50.77 ± 0.55b 81 1.15 681.90 ± 1.30a 95 

DL-Gliceraldehíde, dimetil 

éter 
43.401 ND ND - ND ND - ND ND - 0.62 270.92 ± 0.86 53 

Isobutil nonil ftalate 45.157 ND ND - ND ND - ND ND - 0.80 6.31 ± 0.70 86 

Etil palmitato 45.306 ND ND - 0.53 6.73 ± 0.08b 68 0.49 
349.02 ± 

0.81a 
98 ND ND - 

1,3,4-Trimetoxi butan-2-ol 45.524 ND ND - ND ND - 0.55 
283.51 ± 

0.72a 
45 0.42 278.61 ± 3.36a 64 

Butil-isobutil-ftalato 47.784 3.15 
546.43 ± 

18.57a 
95 1.43 620.15 ± 166.94a 94 0.93 

662.88 ± 

0.71a 
95 1.01 384.90 ± 1.89a 95 

Etil Oleato 49.011 ND ND - ND ND - 0.69 
139.15 ± 

16.50a 
99 0.24 140.37 ± 0.08a 94 

Tetradecametil-

cicloheptasiloxano 
55.467 1.32 

225.52 ± 

12.17a 
99 0.46 150.67 ± 8.38a 93 ND ND - ND ND - 
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a-farneseno 58.425 2.27 
414.45 ± 

16.76 
97 ND ND - ND ND - ND ND - 

ND: No detectado; RT: Tiempo de retención; A: Área. Los valores de las áreas están expresados como el promedio ± desviación estándar. Letras diferentes 

expresan diferencias signficativas (p<0.05) por la Prueba de Tukey-Kramer para la variación del área, por compuesto químico, durante los tiempos de fermentación 

(0, 6, 12 y 24 horas). 1 Expresado como el promedio ± desviación estándar, área de mA. La calidad indica la probabilidad de que el compuesto coincide con la 

Biblioteca de Espectros de Masas de NIST/EPA/NIH.  
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En el Cuadro 8 se muestra el perfil de metabolitos del extracto fermentado de la 

fracción no digerible de la botana durante tres diferentes tiempos de fermentación 

colónica a fin de justificar el extracto que sería posteriormente utilizado para su 

evaluación en el modelo in vitro de inflamación. Se muestra que el tiempo de 24 

horas presentó la mayor cantidad de compuestos con diferentes rangos de calidad 

(64-99 %), siendo esto un reflejo del amplio número de moléculas señalizadoras 

que pueden presentarse durante el tracto gastrointestinal (Bansal et al., 2010). El 

compuesto más abundante fue el Indol (24.32 % del total del área), seguido por el 

4-metilfenol (3.86 %), cloruro de metileno (7.32 %), ácido nonanoico (2.74 %) y el 

3-metil-1H-indol (2.16 %).  

 

El Indol es un metabolito fecal humano común producido a partir del L-triptófano 

que actúa como inductor bacteriano y señalizador entre las células epiteliales 

intestinales, ayudando a modular la expresión de genes proinflamatorios, 

incrementa la expresión de genes antiinflamatorios, disminuye la colonización por 

parte de patógenos del epitelio intestinal colónico y mejora las propiedades de 

barrera celulares al ayudar en la resistencia de las uniones estrechas epiteliales 

(Bansal et al., 2010; Blachier et al., 2017). Por otra parte, el 4-metilfenol es un 

compuesto bacteriano y también un metabolito fecal común que tiene propiedades 

neuroactivas, pudiendo entrar a la circulación sistémica al alterarse la integridad de 

la pared epitelial, por lo que puede inducir una respuesta inmune (Evrensel & 

Ceylan, 2015). Finalmente, el 3-metil-1H-indol es un compuesto derivado del 

benceno de ya ha sido reportado en muestras fecales sometidas a procesos de 

fermentación colónica in vitro (De Preter et al., 2010). Es importante destacar la 

presencia del ácido octanoico o ácido caprílico en las muestras de 24 horas puesto 

que es un ácido de cadena media que a menudo se suministra a pacientes con la 

enfermedad de Crohn o con patologías inflamatorias intestinales ya que en modelos 

con células Caco-2 ha demostrado ser un efectivo supresor de la secreción de IL-

8, una citocina clave en la señalización de la vía pro inflamatoria de NF-kB 

(Hoshimoto et al., 2002). La presencia de estos compuestos indica que la botana 

está modulando, al menos en cuanto a la producción de metabolitos, la generación 
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de compuestos que podrían estar asociados con la reducción de la inflamación a 

nivel intestinal.  

 

Debido a que los ácidos grasos de cadena corta han sido asociados a través de 

diversos estudios in vitro e in vivo con la modulación del proceso inflamatorio, 

además de diferentes vías metabólicas cruciales para el desarrollo de las células 

epiteliales colónicas, se cuantificó el contenido de ácidos grasos (Cuadro 9) en el 

EFFND (Luzardo-Ocampo et al., 2018).  

 

Cuadro 9. Contenido de ácidos grasos de cadena corta (AGCC), relación molar e 

índice de fermentabilidad del EFFND durante los diferentes tiempos de 

fermentación colónica.  
  EFFND1 Control2 

IF 

(%) 
Tiempo de 

fermentación 
AGCC Cantidad 

Relación 

molar (%) 
Cantidad 

Relación 

molar (%) 

0 

AA ND - - -  

AP ND - - -  

AB ND - - - - 

Total ND - - -  

6 

AA 0.082 ± 0.003c 46.62 0.131 ± 0.024c 44.44 

57.14 
AP 0.027 ± 0.010b 18.45 0.092 ± 0.021c 30.77 

AB 0.047 ± 0.002a 34.93 0.050 ± 0.005a 24.79 

 Total 0.156 ± 0.015b 100 0.273 ± 0.050c 100 

12 

AA 0.087 ± 0.005b 49.94 0.174 ± 0.014b 41.07 

41.31 
AP 0.025 ± 0.001b 16.72 0.145 ± 0.001b 40.48 

AB 0.045 ± 0.001a 33.34 0.061 ± 0.004a 18.45 

 Total 0.157 ± 0.007b 100 0.380 ± 0.019b 100 

24 

AA 0.105 ± 0.002a 42.42 0.564 ± 0.046a 46.96 

20.18 
PA 0.067 ± 0.001a 31.31 0.457 ± 0.094a 44.65 

BA 0.050 ± 0.008a 26.27 0.079 ± 0.015a 8.39 

 Total 0.222 ± 0.011a 100 1.100 ± 0.155a 100 

AA: Ácido acético; AP: Ácido propiónico; AB: Ácido butírico; EFFND: Extracto fermentado de la 

fracción no digerible. Los valores de cantidad están expresados como mmol/L AGCC. Todos los 
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valores corresponden al promedio ± desviación estándar. Diferentes letras indican diferencias 

significativas (p<0.05) entre cada tipo de ácido graso, a través de los diferentes tiempos de 

fermentación por la Prueba de Tukey-Kramer. 1 Producción de AGCC por 1 mL de sustrato (500 µg 

de sólido y 500 µL de líquido). 2 Producción de AGCC por 100 mg de sustrato (rafinosa).  

 

Los resultados del Cuadro 9 revelan que el EFFND de 24 horas presentó la mayor 

cantidad de AGCC, por lo que este extracto es el que podría potencialmente 

presentar mayores efectos antiinflamatorios. Fisiológicamente hablando, se ha 

demostrado que estos tres tipos de ácidos grasos son los principales productos 

finales (> 90 %) de los procesos de fermentación microbiana que suceden en el 

intestino grueso (Ríos-Covián et al., 2016), por lo que las diferencias que pudieran 

haber en su producción se asocian generalmente a los diferentes sustratos factibles 

de ser fermentados en el intestino, como por ejemplo el almidón resistente y 

polisacáridos que estén en las paredes celulares de las células vegetales 

(Macfarlane et al. 2008).  

 

Los bajos niveles de microbiota que produce ácido butírico y ácido propiónico se 

han asociado con enfermedades en los que se involucran los procesos 

inflamatorios. Por ejemplo, en colitis ulcerosa (CU), los niveles de microorganismos 

productores de ácido butírico son bajos y se han encontrado bajos niveles de 

microorganismos productores de ácido propiónico en niños con riesgo de asma 

(Ríos-Covián et al., 2016). La producción de ácido butírico se ha asociado con 

diferentes propiedades fisiológicas; por ejemplo, en modelos in vivo, este ácido es 

un modulador de la inflamación de la mucosa en carcinogénesis colorrectal, y está 

involucrado con la regulación de la expresión de genes del ciclo celular y apoptosis 

en colonocitos (Blachier et al., 2017).  

 

En comparación con el control, los menores niveles de ácidos grasos de cadena 

corta que contiene el EFFND podrían ser un indicador de que las estructuras de 

polisacáridos de la materia prima son más difíciles de romper (Campos-Vega et al., 

2009; Zamora-Gasga et al., 2015). Asimismo, las razones molares expresan que el 

ácido acético es la mayor proporción de los ácidos grasos producidos, lo que 
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coincide con otros perfiles fermentativos de matrices alimentarias como 

polisacáridos de frijol común o fructanos de agave (Campos-Vega et al., 2009; 

Zamora-Gasga et al., 2015). El índice de fermentabilidad presentó su mayor nivel a 

las 24 horas de fermentación, un valor que puede variar de acuerdo con el 

contenido de polisacáridos de la muestra y la afinidad de la microbiota colónica por 

el sustrato (Zamora-Gasga et al., 2015).  

 

La asociación metabolómica de estos Compuestos utilizando el software online 

MetaboAnalyst se muestra en la Figura 11.  

 
Figura 11. Principales rutas metabólicas asociadas a los Compuestos obtenidos 

por el análisis de cromatografía de gases del extracto fermentado de la fracción no 

diferible de la botana (Luzardo-Ocampo et al., 2018).  
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Los resultados expresados por el gráfico anterior asocian un nivel de probabilidad 

de coincidencia entre los metabolitos detectados por el cromatógrafo de gases con 

vías metabólicas reportadas en bases de datos de internet. La mayor coincidencia 

fue con la ruta de biosíntesis del metano, seguida de la ruta de fenilalanina-tirosina-

triptófano, el metabolismo del triptófano y la biosíntesis de hormonas esteroideas. 

La relevancia de esto es que está indicando que los metabolitos podrían modular 

estas rutas metabólicas que a menudo tienen que ver con la producción de 

hidrógeno, considerado uno de los aspectos negativos de los procesos 

fermentativos, ya que un exceso en su producción puede generar daños en las 

células al perjudicar la regeneración del NAD e inhibiendo la respiración, afectando 

no sólo a la mucosa colónica sino también suprimiendo el tamaño de la población 

microbiana, alterando su capacidad de alimentación y regeneración (Greer & 

O’Keefe, 2011). A pesar de ello, la microbiota colónica ha evolucionado hasta 

poblaciones específicas como Methanobrevibacter smithii que se especializa en el 

consumo de hidrógeno para producir metano como producto final no citotóxico, 

incrementando de forma importante la capacidad de producir AGCC a partir de 

carbohidratos completos (Greer & O’Keefe, 2011). 

 

VII.3 Efecto del EFFND en la modulación de factores de inflamación en un 
monocultivo de macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS 

Los resultados de la caracterización química del EFFND demostraron la presencia 

de diferentes metabolitos que podrían tener un potencial antiinflamatorio. Por ese 

motivo, se evaluó el efecto del EFFND de 24 horas en un monocultivo de 

macrófagos RAW 264.7 estimulados con LPS sobre diferentes parámetros de 

inflamación: producción de óxido nítrico (NO), producción de peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y modulación de proteínas del proceso inflamatorio.  
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VII.3.1 Efecto del EFFND sobre la viabilidad celular y la producción de óxido 
nítrico (NO) y peróxido de hidrógeno (H2O2) en un monocultivo de 
macrófagos RAW 264.7. 

 

La Figura 12 muestra el efecto del extracto EFFND sobre viabilidad celular y la 

inhibición de la producción de óxido nítrico y peróxido de hidrógeno.  

 

 
 

Figura 12. Efecto del Extracto Fermentado de la Fracción No Digerible (EFFND) de 

la botana sobre la inhibición de la producción de óxido nítrico (ON), peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y viabilidad celular (%). IC50: Concentración inhibitoria media; AGCC: 

Ácidos grasos de cadena corta; CF: Compuestos fenólicos. Los resultados han sido expresados 

como la media ± DE. Los asteriscos representan diferencias respecto al control por la prueba de 

Dunnett (p<0.05). Letras diferentes expresan diferencias estadísticamente significativas por la 

Prueba de Tukey-Kramer (p<0.05)  

 

Los resultados indican que ninguno de los tratamientos fue citotóxico, mostrando 

viabilidades superiores al 80 % (Luzardo-Ocampo et al., 2018). Por medio de la 

reacción de Griess se cuantificó la capacidad del EFFND de inhibir su producción, 

así como la concentración media inhibitoria (IC50), que fue del 12.61 % y fue 
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equivalente a 0.013 mmol/L de ácido acético, 0.008 mmol/L de ácido propiónico, 

0.006 mmol/L de ácido butírico; y 6.61 µg/g de ácido gálico y 0.46 µg/g de (+)-

catequina. Considerando esos valores, los compuestos fueron ensayados 

independientemente a fin de poder atribuir a estos compuestos (o la suma de ellos) 

el efecto observado, encontrándose que aún en conjunto sólo logran explicar hasta 

el 27.2 % del efecto de inhibición de producción de óxido nítrico, por lo que podrían 

existir otros metabolitos que estarían influyendo en la inhibición de estos 

marcadores de inflamación (óxido nítrico y peróxido de hidrógeno), presentes en el 

EFFND (Luzardo-Ocampo et al., 2018).  

 

Roh et al. (2016) reportaron porcentajes de inhibición de óxido nítrico del orden del 

56% en extractos etanólicos de cáscara de maíz (Zea mays L.), atribuyendo su 

efecto al conjunto de compuestos fenólicos totales y flavonoides. Asimismo, el frijol 

común contiene saponinas (Chávez-Santoscoy et al., 2013), que han sido 

vinculadas a efectos de inhibición de óxido nítrico en macrófagos (Moses et al., 

2014), compuestos que alternativamente podrían contribuir a la explicación del 70 

% del efecto restante que no es atribuible a los ácidos grasos de cadena corta en 

el monocultivo de macrófagos.  

 

Se ha reportado que tanto el óxido nítrico como el peróxido de hidrógeno son 

especies reactivas de oxígeno cuya producción es importante en los mamíferos 

debido a su relación con el daño oxidativo en muchas patologías. Dentro de la 

mitocondria, el anión superóxido es producido por la reducción de un electrón de 

oxígeno molecular y no todo es necesariamente convertido en peróxido de 

hidrógeno, teniendo en cuenta que podría reaccionar con otros aceptores o con 

peróxidonitrito (NO-) (Murphy, 2009). Varios reportes han asociado a los ácidos 

grasos de cadena corta (AGCC) y los compuestos fenólicos de productos 

alimenticios como promotores de la reducción de inflamación y de la salud del tracto 

gastrointestinal (López-Barrera et al., 2016). 
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VII.3.2 Efecto del EFFND sobre el nivel de producción de proteínas del proceso 
inflamatorio  

 

La Figura 13 A, B y C muestra las asociaciones funcionales predichas por las 

citocinas diferencialmente expresadas que estuvieron involucradas en el proceso 

inflamatorio mediado por el IC50 del EFFND en macrófagos estimulados con LPS 

(Luzardo-Ocampo et al., 2018).  

 

A)  
 

Citocina Veces de cambio (Fold change) 
IL-1β/IL-1F2 0.93 
IL-1ra/IL-1F3 -0.24 

G-CSF 0.23 
GM-CSF 0.67 

Eotaxin /CCL11 1.49 
sICAM-1/CD54 0.13 

IFN-γ 2.29 
IL-1α/IL-1F1 0.21 

IL-23 -0.24 
IL-27 -0.52 

IL-6 0.28 

MIP-2/CXCL2 0.04 
IP-10/CXCL10/CRG-2 0.82 

RANTES/CCL5 3.42 
SDF-1/CXCL12 0.52 
I-TAC/CXCL11 10.54 

JE/CCL2/MCP-1 -0.27 
MIP-1α/CCL3 -0.02 
MIP-1β/CCL4 0.11 

TIMP-1 5.32 
TNF-α -0.48 

TREM-1 39.19 
 

B) 
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C)  

Proceso Biológico 

Descripción de ruta metabólica Conteo de proteínas FDR 

Respuesta a lipopolisacárido. 7 4.27 x 10-8 

Respuesta cellular a lipopolisacárido. 6 4.27 x 10-8 

Regulación positiva de la proliferación celular. 8 1.37 x 10-7 
Vía de señalización mediada por citocinas.  6 2.57 x 10-7 

Respuesta a citocinas. 7 4.01 x 10-7 

Regulación positiva de la producción de citocinas. 6 1.49 x 10-6 

Respuesta immune. 7 2.79 x 10-6 

Respuesta inflamatoria crónica. 3 7.69 x 10-6 

Regulación positiva de Quimiotaxis.  4 3.97 x 10-5 

Regulación negative del proceso apoptótico. 6 6.86 x 10-5 
Inflamación crónica en respuesta del estímulo antigénico 2 1.02 x 10-4 

Función Molecular 

Actividad de citocina.  7 1.36x 10-10 

Enlace de receptor.  9 6.07 x 10-8 

Enlace proteico.  11 2.00 x 10-5 

Enlace citocina-receptor.  3 1.63 x 10-3 

Enlace de proteasas.  3 7.39 x 10-3 
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Actividad de quimiocinas.  2 3.12 x 10-2 

Rutas KEGG 

Interacción Citocina-Receptor 9 2.66 x 10-14 

Artritis reumatoide.  5 3.32 x 10-8 

Vía de señalización de TNF 5 9.56 x 10-8 

Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) 4 5.95 x 10-6 

Vía de señalización de receptor Toll 4 3.93 x 10-6 

Diabetes mellitus tipo I.  3 3.72 x 10-5 

Apoptosis 3 1.00 x 10-4 

Vía de señalización de NF-kB  3 1.32 x 10-4 

Vía de receptor de células T.  3 1.95 x 10-4 

   

EFFND: Extracto fermentado de fracción no digerible de la botana; FDR: Tasa de Descubrimiento 

Faso (False discovery rate). Los datos de las citocinas fueron expresados como veces de cambio 

(Fold change) respecto a un control (células estimuladas con LPS y sin tratamiento) y corresponde 

a la media de dos experimentos independientes. Las líneas en la red de citocinas representan cuatro 
tipos de interacciones: línea roja (evidencia de fusión); línea azul (bases de datos); línea verde 

(vecindad) y línea negra (co-expresión).  

 

Figura 13. Asociaciones funcionales y predichas de las citocinas diferencialmente 

expresadas, involucradas en el proceso inflamatorio mediado por el EFFND. A) 

Efecto del EFFND en la expresión de citocinas; B) Representación de red de 

citocinas; C) Análisis ontológico de proteínas y vías KEGG (Kyoto Encyclopedia of 

genes and genome) asociadas a las citocinas diferencialmente expresadas.  
 

Un total de 22 de 40 citocinas fueron diferencialmente moduladas, donde quince 

fueron sobre reguladas y 7 fueron sub reguladas (más de 1 vez de cambio o 1-fold). 

IFN-g, RANTES (CCL5), I-TAC (CXCL11), TIMP-1 y TREM-1 fueron regulados más 

de dos veces. IFN-g es requerido para la eliminación o el control de patógenos 

intracelulares e induce a CXCL9, CXCL10 y CXCL 11, permitiendo el reclutamiento 

eficiente de células CXCR3+ a los sitios de inflamación o de la respuesta 

inflamatoria asociada a las células cooperadoras tipo 1 (TH1) (Koch et al., 2009). 

CXCL11 es considerado un factor angiostático, por lo que puede inhibir la actividad 

angiogénica de VEGF, un factor terapéutico importante en cáncer y enfermedades 
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asociadas (Wang et al., 2009). TIMP-1 (metaloproteinasa de inhibidores de tejidos) 

es una proteína importante que inhibe a la metaloproteinasa de la matriz (MMP) y 

es clave en la patogénesis de la enfermedad pulmonar crónica obstructiva (Mercer 

et al., 2005) 

 

Estos resultados son consistentes con algunos reportes in vitro e in vivo que han 

mostrado la reducción del efecto de las enfermedades no transmisibles y 

respuestas inflamatorias a partir de productos hechos con maíz y frijol (Luzardo-

Ocampo et al., 2018). Por ejemplo, Domínguez-Uscanga et al. (2017) reportaron 

que el consumo de la misma botana elaborada en este trabajo atenúa la ganancia 

de peso corporal, acumulación de grasa de adipocitos, tamaño de adipocitos y la 

enfermedad hepática no alcohólica en ratones de la cepa C57BL/6J por la inhibición 

de PPARg y SREBF2, ambas implicadas en la regulación de macrófagos y 

respuestas inflamatorias celulares endoteliales.  

 

La Figura 13B muestra la relación funcional de las proteínas diferencialmente 

expresadas, vinculadas a procesos biológicos, funciones moleculares y las vías 

metabólicas KEGG, provistas por el análisis del software STRING. Hasta 11 

procesos biológicos fueron agrupados por el software, siendo notorios los procesos 

derivados de inflamación y vías KEGG típicas con un papel inflamatorio como la 

enfermedad inflamatoria intestinal (EII). Las quimiocinas pueden atraer células 

inflamatorias a las lesiones de la EII y están involucradas en la activación de células 

del sistema inmune asociado a mucosas, produciendo por sí mismas más 

quimiocinas que tienen papeles fundamentales en los procesos inflamatorios (Singh 

et al., 2016). Por tanto, puede concluirse que el incremento en la expresión de 

citocinas antiinflamatorias puede estar asociada con la inhibición general de 

marcadores y la disminución de enfermedades inflamatorias como las sugeridas 

por el análisis del software (Luzardo-Ocampo et al., 2018). 
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VII.4 . Caracterización del modelo in vivo de colitis crónica 

VII.4.1 Parámetros morfológicos de la caracterización del modelo in vivo de 
colitis crónica.  

 
La Figura 15 muestra la evolución semanal del peso de los ratones en la inducción 

del modelo de colitis crónica 

 
Letras diferentes expresan diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) por la Prueba de Tukey-Kramer.  

Figura 14. Evolución semanal del peso de los ratones para los diferentes grupos 

experimentales evaluados en la inducción del modelo de colitis crónica. Los 

resultados fueron expresados como la media ± EE.  

 

Los resultados indican que, al finalizar el tratamiento de inducción de la 

enfermedad, el grupo con 1.5% DSS mostró la mayor ganancia de peso, mientras 

que los grupos con 1% y 2% de DSS no mostraron diferencias estadísticamente 

significativas respecto al control. De los grupos suplementados con botana, el grupo 

con 1.5 g no muestra diferencias con el control sano, mientras que el grupo con 2 

g es similar en comportamiento al de 1.5 % DSS. Asimismo, se observa que en las 

semanas en las que hubo administración de DSS a los animales (semanas 2 y 4), 

se evidenció una consecuente pérdida de peso en la semana siguiente como 

consecuencia de la inducción de inflamación intestinal. El control sano mostró una 

curva de crecimiento típica para la cepa CD1/ICR, en la que de la semana 6 hasta 

la 11 alcanzan un peso que varía entre los 32.8 y 40.6 g, aproximadamente 
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(ENVIGO, 2017). La siguiente gráfica (Figura 16) muestra la evolución semanal del 

peso reportada para esta cepa: 

 

 
Figura 15. Evolución semanal del peso de ratones machos y hembras de la cepa 

ICR (CD-1) (ENVIGO, 2017).  

 

En modelos de colitis crónica inducida con DSS se han reportado pérdidas de peso 

cercanas al 20 – 30 % del peso corporal como consecuencia del sangrado y la 

diarrea producida por el DSS, al ser un colitogénico que destruye el epitelio 

intestinal y tener efectos anticoagulantes (Chassaing et al., 2014). Debido a la alta 

variabilidad en el peso molecular del DSS por los diferentes fabricantes, se sugiere 

inicialmente adquirir una dosis grande del reactivo (500 g) e ir ensayando dosis 

desde 1.5 % y 3 % en ratones BL6 o del 2.5 % hasta 5 % en ratones Balb/c  (se 

sugiere de 8 semanas de edad, evitando mezclar animales de hasta 4 semanas de 

edad de diferencia, machos o hembras) e ir monitoreando la colitis a medida que 

avanza la enfermedad en parámetros como peso corporal y biomarcadores de 

inflamación intestinal en heces (Chassaing et al., 2014), parámetros que fueron 

seguidos y considerados al momento de elegir las dosis de DSS.  

 

La Figura 16 muestra el Índice de Actividad de la Enfermedad (DAI) de los animales 

en la inducción del modelo de colitis crónica con DSS (Luzardo-Ocampo et al., 
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2020).  Para la medición del IAE se utilizó la metodología propuesta por Ghia et al. 

(2006) en la que se consideran dos parámetros: la pérdida de peso y el sangrado 

del animal. Considerando esto, la escala propuesta por los autores se muestra en 

el Cuadro 10.  

 

Cuadro 10. Puntajes asignados para el cálculo del Índice de Actividad de la 

Enfermedad (DAI). 
Pérdida de 

Peso 

Puntaje 

Asignado 
Deposiciones 

Puntaje 

Asignado 
Sangrado 

Puntaje 

Asignado 

Sin pérdida 0 Normales 0 Sin sangre 0 

5 % – 10 % 1 Suaves 1 Presencia 2 

10 % - 15 % 2 Diarrea 4 Abundante 4 

15 % - 20 % 3     

20 % 4     

(Ghia et al., 2006) 
 

 

 
Figura 16. Evolución del Índice de Actividad de la Enfermedad (IAE) de los ratones 

para los diferentes grupos evaluados en la inducción del modelo de colitis crónica.  
T: Totopo (botana horneada 70:30). Los valores fueron expresados como la media ± error estándar 

(EE). Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer.  
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Los resultados para el Índice de Actividad de la Enfermedad (IAE) muestran que al 

finalizar el tiempo de inducción de la enfermedad no existen diferencias 

estadísticamente significativas para los grupos ensayados. Esto es un indicador de 

que el modelo utilizado no se indujo adecuadamente puesto que no se evidencian, 

al menos en este parámetro, los signos de enfermedad. El grupo que presentó 

mayor evidencia de la enfermedad fue el grupo alimentado con 2 g de botana, en 

tanto que el grupo alimentado con 1.5 g de botana mostró al final del modelo menor 

IAE, siendo similar al control sano. Otros parámetros que se consideraron fueron el 

peso y longitud de colon, así como el peso de hígado y bazo, órganos involucrados 

en manifestar signos de la enfermedad de colitis.  

 

Se ha encontrado que la colitis crónica es una enfermedad que puede ser 

reincidente, así como mostrar etapas de recuperación dependiendo del grado de 

recambio del epitelio intestinal, que puede ser de 2 a 5 días en seres humanos y 

mucho más rápido en ratones (Asano et al., 2017). En ratones de la cepa Balb/c, 

utilizados en colitis, se ha evidenciado desaparición de los síntomas de colitis 

dentro de dos semanas tras la eliminación del DSS, con completa recuperación a 

las dos semanas, mientras que en ratones de la cepa C57BL/6 se ha mostrado 

continuidad de los efectos de colitis, incluso pasando a inflamación crónica tras la 

remoción de dosis altas de DSS (Chassaing et al., 2014). Esto podría explicar por 

qué los animales pudieron mostrar pocos síntomas de colitis tras el sacrificio puesto 

que antes del mismo hacía 1 semana que había cesado la administración de DSS.  

 

El Cuadro 11 indica las mediciones asociadas a órganos de los animales como 

peso de colon, hígado y bazo; y la medición de la longitud del colon para todos los 

grupos evaluados.  

 

Cuadro 11. Peso de órganos (colon, hígado y bazo) y longitud de colon de los 

ratones para los diferentes grupos evaluados en la inducción del modelo de colitis 

crónica.  
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Grupos 
Longitud de 

colon (cm) 

Peso de colon 

(g) 

Peso de hígado 

(g) 

Peso de bazo 

(g) 

Control sano 9.67a ± 0.74 0.35a ± 0.09 2.10a ± 0.17 0.15a ± 0.05 

1% DSS 9.43a ± 2.19 0.32a ± 0.11 2.06a ± 0.12 0.11a ± 0.04 

1.5% DSS 9.65a ± 2.29 0.38a ± 0.10 2.23a ± 0.26 0.14a ± 0.02 

2.0% DSS 9.62a ± 2.29 0.47a ± 0.08 2.08a ± 0.20 0.12a ± 0.02 

2.0% DSS + 1.5 g T 9.70a ± 1.41 0.39a ± 0.08 2.20a ± 0.09 0.11a ± 0.02 

2.0% DSS + 2.0 g T 9.10a ± 1.93 0.46a ± 0.15 2.46a ± 0.13 0.17a ± 0.01 

Los resultados fueron expresados como la media ± DE. Letras diferentes expresan diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) por la Prueba de Tukey-Kramer.  
 

 

 

 

 

A) B) 

 
 

Figura 17. A) Relación de peso de colon/longitud de colon de los ratones para los 

diferentes grupos de implementación del modelo de colitis crónica; B) Peso relativo 

de hígado de los ratones para los diferentes grupos de implementación del modelo 

de colitis crónica. Los resultados fueron expresados como la media ± EE. Letras diferentes 

expresan diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) por la Prueba de Tukey-Kramer. 

 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) para los 

diferentes tratamientos en cuanto al peso del hígado, ni en la relación peso/longitud 

de colon. Se ha reportado que el acortamiento del colon puede ser empleado como 
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un indicador visual que refleja la severidad de la inflamación colorrectal, como ha 

sido reportado para matrices alimenticias y vegetales (Chen et al., 2016; Oficjalska 

et al., 2015). Chassaing et al. (2014), para un protocolo y descripción del modelo 

de colitis crónica inducida por DSS en ratones describieron que el bazo de los 

animales sometidos al tratamiento de inducción química de colitis puede provocar 

incremento en el peso del bazo, al ser un órgano que responde activamente al 

proceso inflamatorio.  

 

Las Figuras 18 y 19 muestran los gráficos representativos de cortes histológicos de 

tejidos de colon e hígado para cada uno de los grupos evaluados. Todas las 

imágenes corresponden al aumento 100x.  

 

 
A) B) C) 

   
D) E) F) 

   

Figura 18. Cortes histológicos representativos de las secciones de colon de los 

ratones de la inducción del modelo de colitis crónica. A) Control sano; B) 1% DSS; 

C) 1.5% DSS; D) 2.0% DSS; E) 2.0% DSS + 1.5 g T.; F) 2.0% DSS + 2.0 g T. Los 

cortes fueron tomados con el aumento 100x y por tinción de Hematoxilina y Eosina. 
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D) E) 

  
Figura 19. Cortes histológicos representativos de las secciones de hígado de los 

ratones de la inducción del modelo de colitis crónica. A) Control sano; B) 1% DSS; 

C) 1.5% DSS; D) 2.0% DSS; E) 2.0% DSS + 1.5 g T. Los cortes fueron tomados 

con el aumento 100x y por tinción de Hematoxilina y Eosina. 

Las imágenes obtenidas en la Figura 18 indican que el modelo no fue 

correctamente inducido puesto que no se evidenció inducción de la enfermedad en 

el control inducido (18B) ni diferencias significativas respecto a algunos de los 

tratamientos (18C-E), sin causar hepatotoxicidad (Figura 19) al no mostrarse 

cambios morfológicos en los hepatocitos. Sin embargo, teniendo en cuenta los 

resultados obtenidos como parte de los parámetros morfológicos, se encuentra que 

la dosis más alta de botana está ejerciendo efectos negativos en los animales 

puesto que dicho grupo presentó algunos de los menores pesos al finalizar el 

tratamiento, el mayor índice de actividad de la enfermedad (IAE), la menor longitud 

de colon y mayor peso de bazo. Teniendo en cuenta que esta es la dosis que 

contiene mayor cantidad de fibra (aproximadamente 11 % de fibra, de acuerdo a la 

caracterización de las dietas). Se ha sugerido que el contenido de compuestos 

fenólicos, sin bien los mismos están vinculados a efectos antioxidantes, también 

podrían generar un efecto pro-oxidante, sobre todo en el modelo de colitis con DSS 

en los que se ha reportado un marcado aumento general de los biomarcadores de 

estrés oxidativo (Zhang et al., 2014). Por lo tanto, se requiere mayor investigación 

de los efectos del consumo de productos ricos en compuestos fenólicos y altos en 
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fibra, igualmente acarreadora de compuestos antioxidantes, y su modulación en la 

enfermedad inflamatoria intestinal.  

 

Esta inducción del modelo implicó la realización de cambios importantes para el 

modelo de colitis crónica, las cuales consistieron en las siguientes:  

 

• Se incrementó el tiempo del modelo hasta 6 semanas a fin de permitir que los 

efectos del DSS fueran más duraderos y permanentes en el tejido colónico.  

• Se decidió hacer el sacrificio de los animales en una semana en la que 

consumieran DSS. Esto con el objetivo de evidenciar in situ el efecto de la 

enfermedad, sobre todo en un modelo en el que la presencia de síntomas de la 

enfermedad son oscilantes. Un sacrificio en una semana correspondiente a la 

recupación de los animales consumiendo agua podría provocar que no se 

evidencien claramente los efectos de la enfermedad. 

• Mantener la dosis del 2 % DSS como inductor químico de enfermedad y 

descartar la dosis más alta (2 g) puesto que se mostró que está causando 

efectos adversos en diferentes marcadores morfológicos de enfermedad.  

VII.5 . Efecto del consumo de la botana horneada de maíz-frijol sobre un 
modelo in vivo de colitis crónica 

VII.5.1 Efecto del consumo de la botana sobre parámetros morfológicos 
Con las correcciones realizadas sobre el modelo, se midieron nuevamente los 

parámetros morfológicos sobre los diferentes grupos de animales (Luzardo-

Ocampo et al., 2020).  
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Figura 20. Evolución semanal del peso de los animales durante el modelo in vivo 

de colitis crónica. T: Totopo (botana horneada 70:30). Los valores fueron expresados como la 

media ± error estándar (EE). Letras distintas expresan diferencias significativas (p<0.05) por la 

prueba de Tukey-Kramer.  

 

Los resultados de la Figura 20 muestran que el control sano obtuvo la mayor 

ganancia de peso al finalizar el tratamiento, mientras que el único grupo que mostró 

diferencias significativas respecto al control inducido (2 % DSS) fue el grupo con la 

dosis de 0.5 g. Si bien no ha sido reportado el efecto del consumo de una botana 

horneada de maíz nixtamalizado/frijol común cocido sobre la ganancia de peso en 

un modelo in vivo de colitis crónica, investigadores que han suministrado frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) cocido negro y rojo, utilizando la misma 

concentración de DSS pero en modelos agudos de colitis no han reportado 

diferencias significativas en el peso de los animales al finalizar los tratamientos 

(Monk et al., 2018; Zhang et al., 2014). Se evidencia que en las semanas en los 

que fue suministrado el DSS (semanas 1, 3 y 5) los animales tratados con DSS 

disminuyeron su peso. La pérdida de peso es una respuesta del animal al proceso 

inflamatorio causado por el DSS como consecuencia del sangrado a causa de la 

destrucción paulatina del epitelio intestinal, puesto que el consumo de alimento no 

se vio significativamente alterado (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

La Figura 21 muestra la evolución del índice de actividad de la enfermedad a lo 

largo del tratamiento para todos los grupos experimentales evaluados.  
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Figura 21. Evolución del Índice de Actividad de la Enfermedad (IAE) durante el 

modelo in vivo de colitis crónica. T: Totopo (botana horneada 70:30). Los valores fueron 

expresados como la media ± error estándar (EE). Letras distintas expresan diferencias significativas 

(p<0.05) por la prueba de Tukey-Kramer.  
 

Se muestra que el control sano, al no desarrollar la enfermedad, tuvo un IAE de 0, 

mientras que entre los diferentes tratamientos, el grupo con 1.0 g de botana fue el 

que presentó el menor IAE y el único diferente estadísticamente del control inducido 

(2 % DSS). Asimismo, al igual que en la Figura 21, en las semanas en las que se 

administró el DSS se presentaron los puntajes más altos del IAE como 

consecuencia del incremento del sangrado intestinal, pérdida de peso y heces 

blandas/presencia de diarrea, que son elementos que contribuyen al aumento del 

valor de IAE. Monk et al. (2018), para ratones de la cepa C57BL/6J alimentados 

con 20 % de harina de frijol común cocido negro y rojo, en un modelo de colitis agua 

inducida con DSS, reportó valores de IAE menores de 2, coincidiendo parcialmente 

con los resultados presentados.  

 

La Figura 22A muestra los resultados del peso relativo de bazo de los animales al 

finalizar el modelo in vivo de colitis crónica (Luzardo-Ocampo et al., 2020). Sólo el 

control sano y el grupo alimentado con 1 g de botana mostraron diferencias 

significativas respecto al control inducido (p<0.05, Kruskal Wallis), indicando que, 

en cuanto a este parámetro, el tratamiento con 1 g de botana es el más promisorio. 

Se ha reportado que el proceso inflamatorio puede conllevar a un incremento en el 
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tamaño y peso del bazo en diferentes modelos de inducción de colitis en ratones 

(Park et al., 2012; Ramakers et al., 2007). Debido al estado inflamatorio constante, 

el bazo debe realizar un trabajo excesivo de limpieza de antígenos y de producción 

de anticuerpos, provocando un incremento en las células reticuloendoteliales 

contenidas dentro del bazo, provocando hiperplasia de las células del bazo, y con 

ello el incremento de su peso y tamaño, una condición que médicamente se conoce 

como esplenomegalia (Chapman & Azevedo, 2019).  

 

El gráfico de la Figura 22B indica que ninguno de los tratamientos fue hepatotóxico 

al no provocar cambios significativos en el peso del hígado. Se ha reportado que el 

DSS actúa localmente a nivel del colon, sin afectar el hígado (Chassaing et al., 

2014b), por lo que no han sido observados lesiones hepáticas en los modelos 

murinos que utilizan DSS, aunque Kusunoki et al. (2014), en ratones ICR de 7 

semanas de edad y para un modelo agudo de colitis (10 días, 3.5 % ad libitum en 

el agua de beber) encontró niveles incrementados de las especies moleculares de 

citocromo P450 (CYP3A, CYP1A, CYP2C, CYP2D y CYP2E), principalmente 

asociado al desarrollo de un nivel inflamatorio hepático por el ingreso de LPS 

bacteriano hacia el torrente sanguíneo, provocando una respuesta inmune al 

enlazarse dicha sustancia con el receptor TLR4 de las células de Kupffer. Estas 

células, en respuesta, activan la secreción de citocinas proinflamatorias que 

desencadenan la cascada de señalización de NF-kB .  
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A)  B)  

  

 

Figura 22. A) Peso relativo de bazo para cada uno de los grupos al finalizar el 

modelo in vivo de colitis crónica; B) Peso relativo de hígado para los diferentes 

tratamientos al finalizar el modelo in vivo de colitis crónica. Los resultados fueron 

expresados como el promedio ± EE. Los asteriscos indican diferencias significativas (p<0.05) por la 

Prueba de Kruskal-Wallis. (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

Uno de los rasgos más destacados del proceso inflamatorio es el acortamiento del 

colon, el cual reduce su diámetro por el engrosamiento y contractura de la capa 

muscular de la pared intestinal (Kelley, 1992), agotamiento de células caliciformes 

y anomalías en las criptas basales (Gaudio et al., 1999) que ha sido observado no 

sólo en el modelo de inflamación con DSS sino igualmente en el de TNBS (ácido 

2,4,6-trinitrobenceno sulfónico) (Oh et al., 2014). Estos efectos son evidentes en la 

Figura 23, donde se muestran imágenes representativas de la longitud del colon 

para cada grupo, y la Figura 24 en la que se muestra la relación peso/longitud de 

los mismos. Se observa que el tanto el control inducido como el grupo 5 (con la 

dosis más alta de botana) presentaron las longitudes más pequeñas, indicando que 

este último grupo está generando un efecto adverso probablemente como se 

discutía previamente por el contenido de compuestos fenólicos que pudieran 

generar un efecto prooxidante (Luzardo-Ocampo et al., 2020). Aunque se ha 

indicado que la fibra pudiera generar efectos adversos durante un proceso 
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inflamatorio ya desarrollado, las guías dietarias de la Academia de Nutrición y 

Dietética, la Organización Mundial de Gastroenterología y la Fundación Americana 

de Crohn y Colitis son muy precavidas en indicar que el consumo de fibra no 

debería ser limitado en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal en 

remisión, exceptuando dichos pacientes con estenosis intestinal (obstrucción) 

(Pituch-Zdanowska et al., 2015).  

 

G1: Control Sano (DB) 

 

G2: Control Inducido (2 % DSS 

+ DB) 

 

G3: 2 % DSS + 0.5 g T + DB 

 

G4: 2 % DSS + 1.0 g T + DB 

 

G5: 2 % DSS + 1.5 g T + DB 

 
Figura 23. Imágenes representativas del colon de los animales de cada grupo al 

finalizar el modelo in vivo de colitis crónica (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 
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La cuantificación de los resultados de la Figura 24 se presentan en la Figura 25, 

donde únicamente el control sano y el grupo con 1 g de botana presentaron 

diferencias significativas con el control inducido, confirmando nuevamente por 

medio de este parámetro morfológico que es esta dosis la que genera los efectos 

más protectores de la inflamación intestinal.  

 
Figura 24. Relación peso/longitud de colon (en g/cm) de los diferentes tratamientos 

al finalizar el modelo in vivo de colitis crónica (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 
Los resultados fueron expresados como el promedio ± EE. Los asteriscos indican diferencias 

significativas (p<0.05) por la Prueba de Kruskal-Wallis.  
 

La evaluación histopatológica de los diferentes tejidos se encuentra manifestada en 

forma de imágenes representativas para cada grupo al finalizar el modelo in vivo 

de colitis crónica en la Figura 25 (Luzardo-Ocampo et al., 2020). Como se puede 

observar, el control inducido (Figura 25B) presentó fusión de criptas, marcada 

celularidad en la lamina propia y alteración de la barrera intestinal. De los grupos 

que consumieron la botana (Figura 25C-D), el grupo que consumió 1 g de botana 

(Figura 26D) presentó los mayores efectos protectores del epitelio intestinal al 

mantener la arquitectura colónica y proteger la parte externa del mismo. Contrario 

a las dosis más bajas, el grupo que consumió la dosis más alta (Figura 25E) 

presentó poca protección de la mucosa colónica, asemejándose al control inducido.  
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A) B) C) 

   
D) E) 

  
Figura 25. Cortes histológicos teñidos con hematoxilina y eosina de tejido colónico 

al finalizar el modelo in vivo de colitis crónica. A) Control sano; B) Control inducido 

(2 % DSS); C) 2 % DSS + 0.5 g T; D) 2 % DSS + 1.0 g T; E) 2 % DSS + 1.5 g T. 

(Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

VII.5.2 Efecto del consumo de la botana sobre parámetros enzimáticos 

VII.5.2.1 Actividad de b-glucuronidasa fecal 

La Figura 26 muestra la evolución semanal de la actividad de b-glucuronidasa en 

heces durante el modelo in vivo de colitis crónica. Se observa que las diferencias 

más pronunciadas entre los diferentes grupos se manifestaron en las semanas de 

administración del DSS (semanas 1, 3 y 5). Al inicio del modelo, el grupo alimentado 

con 1 g de botana presentó el mayor valor de actividad enzimática mientras que el 

control sano y el control inducido presentaron los niveles más bajos. El control 

inducido (2 % DSS) mantuvo niveles muy estables de actividad enzimática.  Dire
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Figura 26. Evolución de la actividad de b-glucuronidasa fecal durante el desarrollo 

del modelo in vivo de colitis crónica. Los valores han sido expresados como el promedio ± 

EE. Las letras minúsculas expresan diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de Kruskal 

Wallis.  

Los grupos que consumideron botana presentaron la mayor diversidad de actividad 

enzimática (Figura 26), siendo notorios los grupos con 0.5 y 1.0 g de botana, que 

presentaron los mayores valores en la semana 3 para finalmente ubicarse entre los 

niveles más bajos al finalizar el modelo. El grupo que consumió 1.5 g de botana 

presentó una caída notoria entre la 2da y la 3ra semana del tratamiento, para 

finalmente ubicarse como el grupo con el mayor nivel de actividad enzimática 

(Luzardo-Ocampo et al., 2020)..  

A fin de observar con mayor facilidad los cambios entre el inicio y el final del 

tratamiento, la gráfica 27 muestra las diferencias entre ambos estadíos del modelo 

in vivo, mostrando que el grupo con la dosis más baja de botana se asemeja 

estadísticamente al control sano. Se ha reportado que la b-glucuronidasa es una 
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enzima de origen bacteriano, ayuda en el metabolismo indeseable de xenobióticos 

en sustancias tóxicas (Fotschki et al., 2016) y que el consumo de fructo y 

galactooligosacáridos, compuestos fenólicos y péptidos bioactivos en la dieta 

contribuye a la modificación de poblaciones bacterianas (Juśkiewicz et al., 2011), 

lo que podría explicar que al principio del tratamiento la introducción de la botana 

aporta fibra que modifica las poblaciones bacterianas de forma dinámica (Vergara-

Castañeda et al., 2010). Por tanto, basados en los resultados encontrados, se 

podría hipotetizar que la introducción de fibra en la dieta genera una modificación 

en la actividad y población bacteriana que a largo plazo se manifiesta en efectos 

benéficos reduciendo la actividad de la enzima, dependiendo de la dosis que se 

suministre y la condición inflamatoria intestinal, ya que, por ejemplo, en niños con 

enfermedad inflamatoria intestinal los valores de b-glucuronidasa fueron los más 

bajos en comparación con enfermedad de Crohn o enfermedad inflamatoria 

intestinal idiopática, e incluso más bajos que un grupo control sano (Mroczyńska et 

al., 2013). Los niveles de actividad enzimática son menores a los reportados por 

Vergara-Castañeda et al. (2010) en el contenido fecal de ratas alimentadas con frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) variedad Bayo Madero, cocido, para un modelo de 

cáncer de colon inducido con azoximetano (AOM) como agente inductor. 

 
Figura 27. Comparación de la actividad enzimática de b-glucuronidasa entre el 

inicio y el final del modelo in vivo de colitis crónica. Los valores han sido expresados como 

el promedio ± EE. Letras mayúsculas indican diferencias significativas (p<0.05) por la prueba de 
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Dunn entre todos los grupos y el control inducido al inicio del modelo (semana 0) y al finalizar el 

modelo (semana 5). (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

VII.5.2.2 Actividad de mieloperoxidasa colónica 

La Figura 28 muestra los niveles de actividad de mieloperoxidasa (MPO) colónica 

a los 120 minutos de prueba enzimática para todos los grupos en el tejido intestinal. 

Se encontró que al finalizar el tratamiento, todos los grupos son significativamente 

diferentes del control inducido (2 % DSS), siendo notorio el grupo que consumió 0.5 

g T que presentó niveles similares al control sano, en tanto que el grupo que 

consumió 1.5 g T presentó los valores más altos de mieloperoxidasa. Las unidades 

en las que se cuantificó la mieloperoxidasa (nmol/min/mL) también son 

equivalentes a mU/mL de actividad enzimática (Luzardo-Ocampo et al., 2020).  

 
Figura 28. Actividad de mieloperoxidasa (MPO) colónica a los 120 min para todos 

los grupos al finalizar el modelo in vivo de colitis crónica. Los valores han sido expresados 

como el promedio ± EE. Los asteriscos indican diferencias estadísticamente respecto al control 

inducido por la Prueba de Dunn (p<0.05) (semana 5) (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

La mieloperoxidasa es una enzima presente en los neutrófilos que cataliza la 

formación de potentes oxidantes citotóxicos como el ácido hipocloroso a partir de 

peróxido de hidrógeno, iones de cloro y N-cloraminas, por lo que su actividad refleja 

el grado de infiltración de neutrófilos durante el proceso inflamatorio intestinal (Hur 
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et al., 2012). Zhang et al. (2014) reportaron para ratones macho C57BL/6 (5 

semanas de edad) alimentados con 20 % de harina de frijol cocido en la dieta diaria 

y usando un modelo agudo de colitis (2 % DSS, 7 días) valores de MPO para grupos 

alimentados con sólo la dieta basal (control sano), dieta basal y 2 % DSS (control 

inducido), grupo alimentado con 20 % de frijol cocido variedad navy y 2 % DSS; y 

grupo alimentado con 20 % de frijol cocido variedad negro y 2 % DSS de 158.2 ± 

18.46, 2541 ± 389.9, 6492 ± 2357 y 4525 ± 1070 ng/mg, respectivamente. Monk et 

al. (2015), usando las mismas características del modelo pero alimentando los 

ratones con 20 % de harina de frijol blanco y arriñonado oscuro (dark red kidney) 

reportó valores de MPO en escala logarítmica para el control sano (dieta basal, DB), 

control inducido (2 % DSS + DB), grupo con frijol blanco cocido (DB + WK) y grupo 

con frijol arriñonado oscuro cocido (DB + DK) de entre 4 y 5.5, en escala logarítmica 

de MPO (en U/mL). Convirtiendo los valores obtenidos en este estudio, se 

encuentran niveles de MPO entre 2.98 y 3.92, menores a los reportados en el 

estudio. Sin embargo, es importante destacar que estos estudios muestran 

actividad y/o cantidad de MPO medida por ELISA y en modelo agud de 7 días, por 

lo que no son totalmente comparables. A pesar de ello, los autores reportaron que 

las dietas de frijol fueron superiores (Zhang et al., 2014) o no presentaron 

diferencias significativas (Monk et al., 2015) respecto al control inducido, indicando 

que la botana muestra efectos promisorios en reducir este marcador inflamatorio 

en dosis inferiores a 1.5 g T.  

 

VII.5.3 Efecto del consumo de la botana sobre la producción de ácidos grasos 
de cadena corta (AGCC) en ciego y heces.  

 

La cantidad de ácidos grasos de cadena corta, discriminados como ácido acético, 

propiónico y butírico, así como la cantidad total de heces se muestra en la Figura 

29, en el inicio (semana 0) y final (semana 5) del modelo in vivo.  
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Figura 29. Cantidad de A) Ácido Acético; B) Ácido Propiónico; C) Ácido Butírico y 

D) Ácidos grasos totales de cadena corta cuantificados en las heces de los animales 

para todos los grupos del modelo in vivo de colitis crónica. Los asteriscos indican 

diferencias significativas en comparación con el control inducido (2 % DSS) por la Prueba de Dunnett 

(p<0.05) (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 
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Los resultados indican que, al finalizar el modelo, los grupos que consumieron las 

dosis de 0.5 g y 1.0 g de botana presentaron diferencias significativas respecto al 

control inducido en la cantidad de ácido acético, mientras que el grupo que 

consumió 1.0 g de botana mostró los valores más altos de ácido propiónico y ácido 

butírico. El grupo que consumió la dosis más alta de botana presentó, respecto al 

control inducido, menores valores de ácido acético y no se encontraron diferencias 

significativas en la producción de ácido propiónico y butírico (Luzardo-Ocampo et 

al., 2020).  

 

Los ácidos grasos de cadena corta son los principales ácidos grasos derivados de 

la microbiota colónica y desempeñan un papel clave en el mecanismo de 

comunicación entre la microbiota intestinal y el huésped, generando diversos 

efectos fisiológicos en el organismo, especialmente en lo relacionado con 

metabolismo e inmunidad (Xiang et al., 2018). De manera general, se sabe que se 

enlazan y activan los receptores acoplados a proteínas G (GPR41, GPR43 y 

GPR109A) e inhiben la actividad de histonas desacetilasas (HDACs), por lo que 

promueven la expresión de genes al permitir el acceso de factores de transcripción 

a las regiones promotoras. Asimismo, estos ácidos se han visto involucrados en la 

polarización de células T en varias células T cooperadoras (TH), así como 

promueven la diferenciación de células T reguladoras (Treg). Por ello, los 

tratamientos con AGCC, particularmente los de ácido propiónico, son utilizados 

para favorecer la generación de macrófagos y precursores de células dendríticas 

con una función para reducir la actividad de células TH2 efectoras, cuyo exceso de 

actividad se ha relacionado con numerosas condiciones inflamatorias intestinales.  

 

La Figura 30 muestra el contenido de ácidos grasos (acético, propiónico, butírico y 

totales) en el ciego, para todos los grupos, al finalizar el modelo in vivo de colitis 

(Luzardo-Ocampo et al., 2020). 
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Figura 30. Cantidad de ácidos grasos de cadena corta (acético, propiónico, butírico 

y totales) cecales, para los diferentes tratamientos, al finalizar el modelo in vivo de 

colitis crónica.   
Distintas letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos por 

la prueba de Tukey-Kramer. 

 

Aunque no se han reportado niveles de producción de ácidos grasos en heces para 

botanas similares, Zhang et al. (2014), en ratones macho de la cepa C57BL/6J 

alimentados con 20 % de harina de frijol común cocido variedades navy y negro, 

dentro de un modelo de inducción de colitis agua, reportó niveles de ácidos grasos 

en el ciego más bajos que los del presente estudio, contabilizando un total de AGCC 

de 0.11 ± 0.01 mmol/L en el control sano, 0.341  ± 0.01 mmol/L para el control 

inducido (2 % DSS) y 0.228 ± 0.03 para el grupo alimentado con frijol navy cocido. 

Aunque los valores no son del todo comparables, por la diferencia de matrices 

alimentarias y la longitud del modelo, sí logran indicar que existe una tendencia 

para la cual el consumo de fibra favorece la producción de ácidos grasos de cadena 

corta, los cuales dependiendo de su grado de absorción, pueden llegar a ser 

excretados en las heces. Por tanto, la cuantificación de estos ácidos en el ciego da 

una idea aproximada de la cantidad de ácidos grasos que se están absorbiendo, 

indicando que el grupo con la dosis más alta de botana no está absorbiendo 

correctamente los AGCC al haber mayor diferencia entre el contenido cecal-fecal 
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de los mismos, al igual que el control inducido (2 % DSS) (Luzardo-Ocampo et al., 

2020).  

 

VII.5.4 Efecto del consumo de la botana en la modulación de proteínas séricas 
 

Las citocinas liberadas en suero y plasma son biomarcadores importantes en la 

evaluación de la intensidad del proceso inflamatorio intestinal (Chassaing et al., 

2014a). Si bien tanto suero como plasma pueden usarse para la recolección y 

cuantificación de citocinas, se ha observado en diferentes modelos animales y 

humanos que la cuantificación es mayor en suero, debido a que leucocitos y 

plaquetas pueden ser igualmente recolectados, los cuales generan mayores niveles 

de citocinas que sobre estiman la cuantificación, si bien, el procesado inmediato de 

la muestra disminuye esta problemática (Gruen et al., 2016). La Figura 31 muestra 

los niveles de citocinas (TNF-a, MCP-1 e IL-6) para todos los grupos evaluado en 

el modelo in vivo. Se muestra que el control inducido presentó los mayores niveles 

de TNF-a, mientras que el grupo con la mayor dosis de botana mostró los menos 

niveles de MCP-1; y G1 los menos niveles de IL-6.  

 

Los modelos murinos de enfermedad inflamatoria intestinal han mostrado que 

macrófagos pro-inflamatorios se acumula en el intestino grueso durante el proceso 

de colitis, produciendo TNF-a, IL-1b, IL-6, IL-12, CXCL10 y MMP9 (Bibi et al., 2018). 

Muchas de estas citoxinas son clave en la participación de procesos que involucran 

a la vía canónica de inflamación y la activación del inflamasoma, así como procesos 

de reclutamiento de células inmunes a juzgar por los niveles observados de MCP-

1. En este sentido, la disminución de la producción de MCP-1 estaría indicando una 

capacidad de los compuestos bioactivos y metabolitos generados a partir de la 

botana de reducir la acumulación de células inmunes en los sitios de inflamación, 

tal como fue confirmado con los niveles observados de mieloperoxidasa colónica.  
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Figura 31. Producción de citocinas séricas en los animales (en pg/mL) al finalizar 

el modelo in vivo de colitis crónica. Distintas letras indican diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) entre los tratamientos, para cada citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 

(Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

VII.5.5 Efecto del consumo de la botana en la expresión de genes en colon 
asociados al proceso inflamatorio 

 

Las Figuras 32 y 33 muestran los mapas de calor (heatmaps) de la expresión de 

genes asociados con el proceso inflamatorio y la interacción microbiota-huésped, 

respectivamente. Para ambas Figuras, se observa que la expresión general de 

genes fue agrupada, donde G1 presentó el mismo comportamiento con G4, 

demostrando para éste último grupo un perfil de expresión génica similar al grupo 

sano. En el caso del G4, se observa una disminución en la expresión del gen 

asociado a IL-b, Ccl1, Nfkb1 e IL-18, demostrando que la botana exitosamente 

regula de forma negativa la vía clásica de inflamación y proteínas asociadas con la 

activación del inflamasoma (van de Veerdonk et al., 2011). Por otro lado, a juzgar 
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por la expresión de genes demostrada en el G5, que fue agrupado con G2, el 

consumo de la botana disminuye el gen asociado al receptor de TNF-a (Tnfrsf9), 

disminuye la expresión del gen asociado a IL-10 e incremento del gen vinculado a 

IL-17A. El ácido butírico ha sido vinculado a la reducción de la expresión de la 

proteína NLRP3, el inflamasoma mayormente estudiado, seguido por el ácido 

propiónico en menor grado (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 
Figura 32. Mapa de calor (Heatmaps) de la modulación de genes asociados al 

proceso de inflamación en los diferentes grupos del modelo in vivo de colitis crónica. 
Los grupos están asociados por clústeres utilizando el algoritmo de Ward y la distancia euclidiana. 

Los colores representan los cambios de expresión (fold change) en una escala logarítmica. 

(Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

Uno de los principales objetivos de la familia de IL-1 es el receptor (IL-1R), 

codificado por Ilr1a. La administración de la botana demostró reducción de este gen 

para el grupo G4 en comparación con G2, indicando la capacidad del consumo de 

la botana de modular la vía de IL-1, clave en el reconocimiento de patrones 

moleculares asociados a daño y patógenos, así como en el reconocimiento de TNF-

a exógena (McEntee et al.,  2019).  
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Figura 33. Mapa de calor (Heatmaps) de la modulación de genes asociados a la 

interacción huésped microbiota y la remodelación epitelial intestinal en los 

diferentes grupos del modelo in vivo de colitis crónica. Los grupos están asociados por 

clústeres utilizando el algoritmo de Ward y la distancia euclidiana. Los colores representan los 

cambios de expresión (fold change) en una escala logarítmica (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

En cuanto a la Figura 33, se observa que en comparación con G2, el consumo de 

la botana incrementa los genes Mmp7, Muc1, Mmp3, Muc4 y Retnlb, y disminuye 

Srebf1, Muc2, Tff3. Muc1 es un gen asociado a la expresión de la proteína Mucina 

1, que provee lubricación y una barrera física en contra de los microorganismos 

(Carson, 2008). Esta proteína también está involucrada en la inhibición de la 

activación del factor nuclear NF-kB, puesto que la activación de Mucina 1 provoca 

que su dominio citoplasmático active el inhibidor de la cinasa de NF-kB, que en 

condiciones basales disminuye la activación de NF-kB. Una regulación en la 

expresión de Muc1 se relaciona con la activación o inhibición de las células TH2, 

las cuales tienen una alta participación en la condición de colitis crónica (Nishida et 

al., 2012).  
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Por otro lado, las metaloproteinasas (MMP) se involucran en la modulación de la 

acumulación de leucocitos en la enfermedad inflamatoria intestinal, regulando la 

producción de citocinas entre las células inmunes y las epiteliales (Naito & 

Yoshikawa, 2005). El incremento de Mmp9 se correlaciona con la producción de 

mieloperoxidasa y la infiltración celular, lo cual es consistente con los efectos que 

tiene la dosis más alta de botana en estos últimos parámetros (Luzardo-Ocampo et 

al., 2020).   

 

Cuadro 12. Genes diferencialmente modulados en cada grupo del modelo in vivo 

de colitis crónica.  

G1 (Dieta Basal) G3 (0.5 g botana) 
Símbolo Fold change p Símbolo Fold change p 
Il6 -8.48 0.038 Ccl12 1.24 0.01 
Il1a -5.77 0.032 Ccl11 1.16 0.048 
Gusb -2.23 0.007 Mmp14 1.05 0.011 
Timp1 -2.03 0.04 Vegfa 0.65 0.007 
Tlr2 -1.83 0.037    
G4 (1.0 g botana/kg PC) G5 (1.5 g botana/kg PC) 
Símbolo Fold change p Símbolo Fold change p 
Il1a -6.06 0.041 Mmp9 2.08 0.0025 
Il1r1 -4.69 0.044 Muc4 1.43 0.0055 
Tlr4 -4.20 0.003 Mmp14 0.93 0.0028 
Gusb -4.14 0.044 Timp1 -2.11  
B2m -2.07 0.043 Il18 -7.89 0.0286 
   Il1a -8.08 0.0299 
   Il1r1 -8.83 0.0054 
   Tlr2 -8.89 0.0087 
   Tnfrsf1b -8.96 0.0368 
   Il6 -9.12 0.0324 
   Tnf -9.59 0.0384 
   Tlr4 -10.29 0.0000 
   Muc1 -11.29 0.0007 

(Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 

El Cuadro 12 muestra los genes diferencialmente expresados para todos los grupos 

de animales, en comparación con el control inducido (G2). De modo general, G5 

presentó la mayor modulación diferencial de genes, mostrando disminuciones 

estadísticamente significativas de diferentes genes asociados a la modulación del 

inflamasoma, la vía canónica de inflamación, el receptor TLR4 y la producción de 
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mucina. Por su parte, el control sano (G1) presentó disminución de varios genes 

asociados a proteínas proinflamatorias como Il6, Il1a, Timp1 y Tlr2, siendo éste 

último un receptor clave en la regulación del sistema inmune adaptativo, donde al 

dimerizarse con TLR6, reconoce una amplia gama de ligandos químicos presentes 

en la pared celular bacteriana (polipéptidos diacil, enterotoxinas termolábiles, 

lipomanano, lipoproteínas y ácido lipoteicoico) (Oliveira-Nascimento, Massari, & 

Wetzler, 2012).  

 

Una explicación general de los procesos observados en el modelo in vivo se 

muestra en el siguiente mecanismo de acción (Figura 34) que muestra procesos de 

regulación observados en el enterocito colónico sometido a un proceso infamatorio 

y con administración de la botana (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

 
IPA: Ingenuity Pathways Analysis.  

Figura 34. Mecanismo de acción propuesto para el efecto del consumo de la botana 

en el modelo in vivo de colitis crónica (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 
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En la Figura 34, de acuerdo con los resultados obtenidos, se observa que la 

disminución en la potencial expresión de proteínas asociadas a la expresión 

genética observada derivada del consumo de la botana, existe una disminución en 

la activación del complejo NF-kB y del inflamasoma, además de múltiples 

receptores involucrados con la activación de diferentes rutas de inflamación que 

convergen en estos dos factores (Luzardo-Ocampo et al., 2020). 

VII.6 . Efecto in vitro del EFFND en la modulación del inflamasoma NLRP3 en 
un co-cultivo de células Caco-2 diferenciadas (dCaco-2) y macrófagos 

humanos THP-1 (MF)  

A fin de ahondar en los mecanismos pro-inflamatorios observados con las dosis 

más altas de la botana, se optó por investigar estos mecanismos utilizando un 

modelo in vitro de inflamació intestinal. Para simular la presencia de células 

inmunes, se utilizaron monocitos humanos THP-1 que fueron diferenciados a 

macrófagos utilizando PMA. En el caso de la simulación del epitelio colónico, fueron 

usadas células Caco-2 que fueron diferenciadas a enterocitos tras un período de 

cultivo por 11 días.  
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Figura 35. Actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) en la zona basolateral del 

co-cultivo, para los diferentes tratamientos ensayados en el co-cultivo de 

macrófagos (MF) y células Caco-2 diferenciadas (dCaco-2). La mezcla de 

estándares corresponde a la mezcla de ácido gálico, ácido butírico y verbascosa 

en las proporciones ensayadas (1:1:1). Distintas letras indican diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) entre los tratamientos, para cada citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 

LPS: Lipopolisacárido; hIFN-g: Interferón-g de origen humano; FND: Fracción no digerible.  

 

Entre las muestras evaluadas, se utilizaron las concentraciones del principal ácido 

graso de cadena corta (ácido butírico), el principal oligosacárido (verbascosa), el 

principal ácido fenólico (ácido gálico) y la mezcla de estos, presentes en el IC50 

observado de la inhibición de la producción de óxido nítrico en el monocultivo de 

macrófagos RAW 264.7. Asimismo, se evaluaron tres concentraciones de fracción 

no digerible de botana correspondientes al IC50 y las dosis más altas del modelo in 

vivo (1.0 h y 1.5 g de botana). Como antiinflamatorio comercial, se usó Tofacitinib®.  

 

Se observó que, en la zona basolateral del co-cultivo, las dosis de FND y ácido 

gálico mostraron los niveles más altos de LDH, mientras que la mezcla de 

estándares, ácido butírico, verbascosa y el control con inducción de inflamación 

LPS/hIFN-γ 
(10

 ng m
L-
1 )

Ácid
o gáli

co
 (3

8.8
5 µ

mol L
-1 )

Ácid
o butír

ico
 (6

 µm
ol L

-1 )

Verb
as

co
sa

 (0
.06

 µm
ol L

-1 )

Tofat
ici

nib (5
 µm

ol L
-1 )

Mez
cla

FND 40
 µg

 m
L-
1

FND 20
0 µ

g m
L-
1

FND 30
0 µ

g m
L-
1

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

A
ct

iv
id

ad
 d

e 
LD

H
 (4

90
-6

80
 n

m
)

24 h
48 h

a

a ab

b

a

c
ccdc

c c

d d
c c

c

dd

Dire
cc

ión
 G

en
era

l d
e B

ibl
iot

ec
as

 U
AQ



 

 
144 

(LPS/hIFN-g) demostraron tener los valores más bajos de producción a las 48 

horas. Es importante notar que los valores hallados de LDH son menores a los 

niveles máximos de producción de LDH en la zona basolateral encontrados en los 

experimentos de estandarización del procedimiento con estas líneas celulares a las 

48 horas de co-cultivo. En efecto, en la zona basolateral, el máximo valor de 

actividad de LDH fue de 2.34 ± 0.04, por lo que se puede concluir que ninguno de 

los tratamientos fue citotóxico ni indujo daño a la membrana celular, de acuerdo 

con la demostrada liberación de LDH en estos procesos (Chen et al., 2015). Como 

LDH es una enzima que se encuentra dentro del citoplasma celular, su liberación 

puede relacionarse con expulsión del contenido citosólico al medio externo debido 

al daño membranal.  

 

La Figura 36 muestra la producción de nitritos en la zona basolateral del co-cultivo, 

como un marcador indirecto de óxido nítrico, típicamente usado en la medición de 

inflamación. Se encontró que el control inducido (LPS/hIFN-g) mostró los mayores 

valores de producción, mientras que fue la dosis de 40 µg/mL de FND la que 

demostró tener la menor producción de nitritos. Debido a que este modelo utiliza 

lipopolisacárido (LPS) como uno de los inductores de inflamación, este componente 

de la pared celular bacteriana interacciona con el receptor TLR4 de los macrófagos, 

iniciando una cascada de señalización en la que se incrementa el flujo de calcio a 

la célula, lo que activa la Sintetasa endógena de óxido nítrico (eNOS), la cual 

sistemáticamente activa otras NOS tanto en las células epiteliales como en los 

macrófagos (Aktan, 2004), encargadas de la producción de óxido nítrico.  
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Figura 36. Producción de nitritos en la zona basolateral del co-cultivo, para los 

diferentes tratamientos ensayados en el co-cultivo de macrófagos (MF) y células 

Caco-2 diferenciadas (dCaco-2). La mezcla de estándares corresponde a la mezcla 

de ácido gálico, ácido butírico y verbascosa en las proporciones ensayadas (1:1:1). 
Distintas letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos, 

para cada citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 

 

La Figura 36 muestra la producción de especies reactivas de oxígeno (EROs) 

medidas en unidades relativas de fluorescencia (RFU) de macrófagos luego de 48 

horas de co-cultivo, y para todos los tratamientos ensayados. Se observa que las 

dos dosis más bajas de FND muestran los valores más bajos de EROs, mientras 

que la dosis más alta fue significativamente mayor (p<0.05) que estas últimas. 

Tanto el control inducido como el ácido gálico demostraron ser los tratamientos con 

mayor producción de EROs.  
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Figura 37. Producción de Especies Reactivas de Oxígeno (en unidades relativas 

de fluorescencia o RFU por sus siglas en inglés) en la zona basolateral del co-

cultivo, para los diferentes tratamientos ensayados en el co-cultivo de macrófagos 

(MF) y células Caco-2 diferenciadas (dCaco-2). La mezcla de estándares 

corresponde a la mezcla de ácido gálico, ácido butírico y verbascosa en las 

proporciones ensayadas (1:1:1). Distintas letras indican diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) entre los tratamientos, para cada citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 

 

Se ha demostrado que la producción mitocondrial de EROs contribuye a la 

activación del inflamasoma (Abais et al., 2015). Esto ha sido confirmado en modelos 

experimentales donde la inhibición de activadores del inflamasoma NLRP3 como 

los EROs derivados de NADPH oxidasa previnieron la activación de caspasa-1 y la 

producción de IL-1b en macrófagos alveolares, por lo que inhibir estas moléculas 

podría ser benéfico en la desregulación del inflamasoma (Cruz et al., 2007).  

 

Debido a la estrecha relación que hay entre los EROs y mecanismos antioxidantes 

celulares, la Figura 38 muestra la actividad de esta enzima, donde a mayores dosis 

de la botana se demostró una inhibición de la actividad de esta enzima, indicando 
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que la dosis máxima de la botana tiene un efecto pro-oxidante en comparación con 

las dosis más bajas de la misma, demostrando que 300 µg/mL correspondería a 

ser una dosis perjudicial en el tratamiento de inflamación.  

 
Figura 38. Actividad de Superóxido Dismutasa (SOD) en macrófagos luego del co-

cultivo. La mezcla de estándares corresponde a la mezcla de ácido gálico, ácido 

butírico y verbascosa en las proporciones ensayadas (1:1:1). Distintas letras indican 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos, para cada citocina, por la 

prueba de Tukey-Kramer.  

 

La enzima superóxido Dismutasa dismuta radicales superóxido en moléculas 

menos peligrosas como peróxido de hidrógeno, agua y alcohol, por lo que su 

actividad es esencial en el mantenimiento del estado de óxido reducción celular y 

protección de las membranas celulares de procesos dañinos (Ighodaro & Akinloye, 

2018). SOD puede activarse en presencia de EROs contribuyendo a disminuir su 

efecto.   

 

Debido a que SOD tiene actividad denitrasa en macrófagos, revirtiendo el óxido 

nítrico derivado de algunas NOS (Bogdan, 2015), la actividad de óxido nítrico 

sintetasa total (NOS) fue cuantificada en los macrófagos luego del co-cultivo para 

todos los tratamientos ensayados (Figura 39), donde se muestra que la FND 

presenta los mayores niveles de esta enzima, coincidiendo con los resultados de 
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SOD, e indicando que la dosis más baja de FND exitosamente puede disminuir la 

actividad de NOS en comparación con un control de NOS. Tofacitinib, el control 

antiinflamatorio, presentó los niveles enzimáticos más bajos, coincidiendo con su 

demostrado efecto en la inhibición del gen NOS2, responsable de la actividad de 

NOS en mamíferos, y demostrando que la inhibición de esta enzima puede ser un 

objetivo terapéutico de importancia en el tratamiento de las enfermedades 

inflamatorias intestinales.  

 
Figura 39. Actividad de óxido nítrico sintetasa total (NOS) en macrófagos luego del 

co-cultivo. La mezcla de estándares corresponde a la mezcla de ácido gálico, ácido 

butírico y verbascosa en las proporciones ensayadas (1:1:1). Distintas letras indican 

diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos, para cada citocina, por la 

prueba de Tukey-Kramer. 

 

Específicamente en la inhibición de diferentes marcadores que contribuyen a la 

cascada de señalización de activación del inflamasoma, la Figura 39 muestra el 

efecto de los diferentes tratamientos sobre la activación de caspasa-1 en 

macrófagos, tras ser sometido a 48 horas de interacción con dCaco-2. Los 

resultados demuestras que FND activa Caspasa-1 de forma dosis-dependiente, 

aunque significativamente menos que un control de activación del inflamasoma 

(Nigericina). Entre los estándares, ácido butírico y la mezcla de estándares 

presentaron los niveles más bajos de actividad de caspasa-1.  
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Figura 40. Actividad de caspasa-1 en macrófagos luego de la activación del 

inflamasoma y después de co-cultivo. La mezcla de estándares corresponde a la 

mezcla de ácido gálico, ácido butírico y verbascosa en las proporciones ensayadas 

(1:1:1). Distintas letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los 

tratamientos, para cada citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 
 

Como parte de la segunda señal de activación del inflamasoma, luego del estímulo 

a NF-kB, diferentes componentes como sales de calcio contribuyen a producir 

EROs, que conllevan a la activación de caspasa-1, esencial en el procesamiento 

de pro IL-1b y pro IL-18 en IL-1b e IL-18, respectivamente, y la activación de la 

muerte celular programada por inflamación (piroptosis) (Armstrong et al., 2019). La 

actividad supresora del inflamasoma NLRP3 y la inhibición del precursor de 

caspasa-1 (pro-caspasa-1) ha sido reportada para ácido butírico (Wang et al., 

2015).  

 

La Figura 41 muestra los macrófagos en proceso de apoptosis tras co-cultivo con 

dCaco-2, activación del inflamasoma y tratamiento con las diferentes muestras. Los 

resultados coinciden con los de la Figura 40, donde a mayor actividad de Caspasa-

1, mayor proceso de apoptosis, confirmando numerosos reportes ya descritos de la 

apoptosis inducida por inflamación como una consecuencia final de este proceso. 

Para ello, caspasa-1 inicia un proceso lítico que deja el núcleo de las células intacto, 
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pero al igual que un proceso apoptótico clásico, daña el ADN y genera 

condensación nuclear (Armstrong et al., 2019).  

 
Figura 41. Macrófagos en proceso de apoptosis inducida por la activación del 

inflamasoma, después del co-cultivo. La mezcla de estándares corresponde a la 

mezcla de ácido gálico, ácido butírico y verbascosa en las proporciones ensayadas 

(1:1:1). Distintas letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los 

tratamientos, para cada citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 

 

Finalmente, dos citocinas respuesta de la activación del inflamasoma son IL-1b e 

IL-18 (Figuras 41 y 42, respectivamente), para las que se observa una tendencia 

similar que corresponde con la activación de caspasa-1 y el proceso piroptótico en 

macrófagos. Para IL-1b fueron la mezcla de estándares y tofacitinib los más 

efectivos en impedir la producción de esta citocina, la cual presenta niveles muy 

bajos de producción en el sistema basal. Entre los estándares, nuevamente el ácido 

butírico emerge como el más efectivo inhibidor de la producción de esta citocina. 

Se ha reportado que el ácido butírico contribuye a la producción de prostaglandina 

E2, otro contribuyente antiinflamatorio que reduce los niveles de esta citocina.   
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Figura 42. Producción de IL-1b en macrófagos tras activación del inflamasoma, y 

después del co-cultivo. La mezcla de estándares corresponde a la mezcla de ácido 

gálico, ácido butírico y verbascosa en las proporciones ensayadas (1:1:1). Distintas 

letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos, para cada 
citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 

 
Por su parte, para IL-18 (Figura 43), el antiinflamatorio presentó los menores niveles 

de producción, seguido de las dos dosis más bajas de la botana, en tanto que todos 

los estándares presentaron valores elevados de producción de IL-18, aunque 

menores que el control positivo de activación del inflamasoma (nigericina).  

 
Figura 43. Producción de IL-18 en macrófagos tras activación del inflamasoma, y 

después del co-cultivo. La mezcla de estándares corresponde a la mezcla de ácido 
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gálico, ácido butírico y verbascosa en las proporciones ensayadas (1:1:1). Distintas 

letras indican diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) entre los tratamientos, para cada 

citocina, por la prueba de Tukey-Kramer. 

 

Por último, una propuesta de mecanismo de acción de la botana en el umbral de 

actividad entre los enterocitos y células inmunes como los macrófagos es 

presentado en la Figura 44, en el que se indica que la activación de procesos 

proinflamatorios en el enterocito genera EROs que impactan activando 

mecanismos proinflamatorios en el macrófago. Por un lado, la interacción de 

lipopolisacárido e IFN-g favorecen la vía de NF-kB, que actúa como primera señal 

de estímulo al inflamasoma NLRP3, y la consecuente producción de citocinas 

proinflamatorias como TNF-a. Luego, la presencia de una solución isotónica actúa 

como segunda señal del inflamasoma, activando caspasa-1 y contribuyendo al 

procesamiento enzimático que generará IL-1b e IL-18, y la muerte celular inducida 

por inflamación.  

 
Figura 44. Mecanismo de acción propuesto para el modelo in vitro de inflamación 

intestinal utilizando un co-cultivo de macrófagos THP-1 y células Caco-2 

diferenciadas (dCaco-2) a enterocitos.  
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En la Figura 44, las flechas indican el modo como los metabolitos en conjunto de la 

botana permiten inhibir varios de estos mecanismos, contribuyendo en las dosis 

más bajas de la botana a inhibir el inflamasoma NLRP3. Estos mecanismos 

permiten parcialmente explicar por qué la dosis más alta de la botana presentó 

efectos proinflamatorios en el modelo in vivo y conlleva a generar información frente 

al establecimiento de dosis saludables para coadyuvar en la reducción de colitis 

crónica.  
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VIII. CONCLUSIONES  
 

Los resultados obtenidos en este proyecto sugieren que el consumo de una botana 

horneada de harina de maíz (Zea mays L.) nixtamalizado y frijol común (Phaseolus 

vulgaris L.) cocido ejerce un efecto anti-inflamatorio en un proceso de colitis crónica 

al manifestar efectos in vivo en prevención de la reducción de peso por el proceso 

inflamatorio, evita el incremento del índice de actividad de la enfermedad, 

disminuye el acortamiento del colon y la alteración de la arquitectura colónica por 

el proceso de enfermedad, y reducen marcadores enzimáticos en heces (b-

glucuronidasa) y colon (mieloperoxidasa colónica). La disminución en la producción 

de citocinas séricas proinflamatorias y de la expresión de genes asociados al 

proceso inflamatorio y moduladores de la remodelación epitelial intestinal indica que 

el consumo de la botana ejerce estos efectos antiinflamatorios inhibiendo al 

receptor de TNF-a, el receptor de IL-1 y disminuye la cascada de señalización de 

NF-kB. La disminución de inflamación podría estar asociada al efecto conjunto de 

los compuestos fenólicos, oligosacáridos y ácidos grasos de cadena corta de la 

botana, particularmente en estos últimos el ácido butírico. Es necesario destacar 

que estos efectos benéficos fueron encontrados con las dos dosis más bajas de la 

botana en los animales (0.5 y 1.0 g de botana/día) mientras que la dosis más alta 

manifestó efectos proinflamatorios.  

La investigación de estos efectos demostró in vitro que la mayor dosis de botana 

(su extracto fermentado de fracción no digerible) incrementa en macrófagos 

humanos, en comparación con las dosis más bajas, la producción de óxido nítrico, 

actividad de lactato deshidrogenasa, producción de EROs, disminuye la actividad 

de superóxido dismutasa e incrementa óxido nítrico Sintetasa total. La investigación 

del efecto de la botana en la modulación del inflamasoma NLRP3 demostró que la 

dosis más alta de botana favorece la activación de caspasa-1, la apoptosis inducida 

por inflamación, y la producción de IL-1b e IL-18. El ácido butírico y el ácido gálico 

demostraron ser los componentes de la botana con mayor potencial antiinflamatorio 

e inhibidor de la actividad del inflamasoma NLRP3.   
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X. ANEXO I 
 

X.1 Manejo y manipulación de animales 

 

Para este trabajo experimental se emplearon ratones machos de la cepa CD1, de 

6 semanas de edad con un peso de 22 ± 2 g, los cuales fueron adquiridos del 

bioterio del Instituto de Neurobiología de la UNAM, Campus Juriquilla, con Registro 

SAGARPA-SENASICA No. AUT-B-C-0815-024.  

 

Los animales se alojaron en jaulas (187 cm2 de ancho y 18 cm de alto) de acero 

inoxidable (4 animales por jaula), las cuales permitieron la entrada de aire y luz. Los 

ratones se mantuvieron bajo condiciones controladas de humedad (50 ± 10 %), con 

ciclos día/noche de 12/12 h, así como temperatura adecuada (23 ± 2 ºC) y 

ventilación constante. Se realizaron lavados con hipoclorito de cada canastilla cada 

tercer día, así como de todo el material que estuvo en contacto con los animales. 

Los animales se mantuvieron durante todo el experimento en las jaulas 

anteriormente mencionadas y fueron identificados por medio de una marca con 

colorante en la cola, lo cual no ha sido reportado que cause toxicidad en roedores. 

 

El M en C. Iván Andrés Luzardo fue el encargado de la alimentación, limpieza y 

cuidado de los animales, también se encargó de realizar el lavado de bebederos, 

comederos, pisos y charolas de recolección, y estos procesos los realizarán de 

acuerdo a la NOM-O62-Z00-1999.  

 

De igual manera para la manipulación de los animales durante el trabajo 

experimental, se siguieron las especificaciones de la NOM-O62-200-199 en su 

apartado 10.4 que indica que se debe usar guantes, cubre bocas y bata mientras 

se estuvo en contacto con los animales. El tiempo estimado del trabajo con los 

animales fue de tres meses (julio a septiembre de 2017)  
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X.2 Características de las dietas y administración de tratamientos 

 

Para la implementación del modelo de colitis con DSS, se utilizaron 30 ratones de 

la cepa CD1 divididos en 5 grupos con n=6 (grupo 1: control; grupo 2: 1% DSS; 

grupo 3: 1.5% DSS; grupo 4: 2.5% DSS). Todos los ratones fueron alimentados con 

dieta estándar (Rodent Lab Chow 5001, Nupec®) la cual tiene una composición de 

28% de proteína, 58% de carbohidratos y 13% de grasa. Después de una semana 

de aclimatación, en el día cero de experimentación se les administró, como dosis 

de iniciación de colitis, DSS a cada una de las concentraciones indicadas, en una 

sola dosis vía intraperitoneal (i.p), ésta dosis fue elegida con base en estudios 

previos donde se ha reportado una incidencia de colitis con daño severo a mucosa 

colónica (Monk et al., 2015; Monk et al., 2016). Se realizaó la limpieza de la materia 

fecal a las 24 y 48 horas después de la inducción del cáncer. Al día 7, 21 y 28 de 

experimentación dependiendo de cada grupo se les administró DSS en el agua de 

beber como promotor de inflamación en concentraciones ya indicadas.  

 

Para realizar la evaluación del efecto quimioprotector de la botana horneada, se 

emplearon 56 ratones de la cepa CD1, los cuales fueron divididos en 7 grupos con 

n=8 (grupo 1: Control sano; grupo 2: Control inducido; grupo 3: Control con 

antiinflamatorio; grupo 4: 0.5 g botana; grupo 5: 1.0 g botana; grupo 6: 1.5 g botana; 

grupo 7: 2.5 g botana). Los animales fueron alimentados con botana y dieta basal 

(Rodent Lab Chow 5001, Nupec®). La botana fue suministrada a los animales en 

las dosificaciones indicadas siguiendo las buenas prácticas de manufactura. 

X.3 Justificación de la selección del modelo  

 

La cepa de ratón CD1 ha sido previamente utilizada en la evaluación de 

compuestos con capacidad quimioprotectora en modelos de colitis inducida por 

DSS. Es importante señalar que el uso de animales con cáncer inducido ha 

permitido evidenciar la capacidad de algunos componentes de los alimentos para 

alterar rutas de carcinogénesis, por lo que emplear este tipo de modelo es de gran 
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relevancia para el presente estudio. El número mínimo para realizar el estudio es 

de 8 animales por grupo, sin embargo, un mayor número de animales permitirá 

tener una menor variabilidad y una mayor confianza estadística. 

  

X.4 Monitoreo de conducta   

 

Durante todo el experimento, se llevará a cabo el monitoreo de conducta de los 

animales. Se realizarán mediciones semanales de consumo de agua, alimento y 

peso corporal. Para el registro del peso corporal, se sujetará la cola del animal entre 

el pulgar y el dedo índice, y se levantará para depositarla en el canasto para 

roedores de la balanza. Se realizarán movimientos lentos para evitar el estrés y 

lastimar al animal. También se realizará el monitoreo del número de veces de 

defecación y la evaluación de presencia/ausencia de sangre en heces. 

  

X.5 Condiciones de sacrificio 

 

Administración de anestesia: Al finalizar el experimento, los animales serán 

anestesiados con cámara de dióxido de carbono, el cual tiene la propiedad de ser 

anestésico, ya que disminuye la tensión de oxígeno que conduce a la somnolencia 

en pocos minutos (método descrito por la norma NOM-062-ZOO-1999, punto 

9.4.1.3.3). Cuando el animal estuvo perfectamente anestesiado, se realizó una 

toma de muestra de sangre del corazón por punción. Una vez que se tomó la 

muestra, se realizó un corte de la vena porta para asegurar la muerte clínica con 

tijeras quirúrgicas esterilizadas (en acuerdo a la norma NOM-062-ZOO-1999, punto 

9). 

 

X.6 Recolección de muestras biológicas 
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Posteriormente se realizó una incisión con bisturí esterilizado desde el tórax hasta 

el ano separando la piel y el músculo para tener acceso a las vísceras abdominales. 

Se extrajo intestino delgado, colon, hígado, y riñones, los cuales, posteriormente 

fueron lavados con solución fisiológica. Parte de las muestras obtenidas se 

congelaron con nitrógeno líquido y se almacenarán a -70 °C para estudios 

moleculares y otra parte se fijará con formaldehído al 4% en solución amortiguadora 

de sales (PBS) para los estudios histopatológicos. Esta técnica garantiza la 

seguridad del personal y la integridad del animal (NOM-062-ZOO-1999, punto 

9.4.1.3).  

 

X.7 Desecho de animales y material quirúrgico 

 

Los desechos se almacenaron en bolsas color amarillo (cadáveres) o rojo (residuos 

peligrosos), cuidando de no rebasar el 80% de su capacidad en un congelador 

(temperatura máxima 4 °C), las bolsas se marcaron con la leyenda “desechos 

patológicos”, éstas fueron almacenadas en un periodo máximo de 15 días hasta su 

debido trasporte e incineración, los cuales estuvieron a cargo de la empresa Planta 

Incineradora de Residuos Bio-Infecciosos S.A. de C.V. procedimiento establecido 

en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. 
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