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RESUMEN

La hipertrigliceridemia es una condicion preocupante en la poblacién Mexicana debido
a que es uno de los principales factores de riesgo cardiovascular. Las estrategias
actuales para la prevencion de dislipidemias y alteraciones en el perfil de lipidos
incluyen el desarrollo de alimentos funcionales como una alternativa para el manejo de
la hipertrigliceridemia. El frijol comun es una alimento tradicional mexicano reconocido
por ser una fuente significativa de compuestos bioactivos o nutracéuticos, entre los
gue destacan compuestos fendlicos, fibra dietética total (insoluble, almidén resistente y
oligosacaridos), saponinas y fitoesteroles, que han sido asociados a efectos
hipolipidémicos. En este sentido, el desarrollo de productos alimenticios a base de frijol
se considera una alternativa para mejorar el estado de salud. En estudios previos, se
desarrollé la formulacién de una barra de frijol (P. vulgaris) y avena (A. sativa) que
mostré tener un buen perfil nutrimental y nutracéutico en estudios in vitro. Para validar
estos resultados, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto del consumo de
la barra frijol-avena sobre triglicéridos séricos (TG) y proteinas plasmaticas
involucradas en el metabolismo de lipidos mediante un estudio clinico con mujeres
Queretanas. El estudio clinico (aleatorizado, en paralelo) tuvo una duracién de dos
meses y se llevd a cabo con 32 mujeres entre 18 y 49 afios con niveles de triglicéridos
elevados que fueron divididas en grupo tratamiento (TG=208.18 + 56.97 mg/dL) y un
grupo control (TG=182.28 + 51.39 mg/dL). El grupo control recibi6 solamente
orientacion nutricional, mientras que el grupo tratamiento ademas consumié 50 g del
producto diariamente. Se realiz6 la toma de muestras sanguineas al inicio y al final del
estudio, obteniendo suero y plasma para la determinacién de perfil lipidico, glucosa y
marcadores bioquimicos. Las caracteristicas promedio de las participantes fueron:
34.03 + 8.95 afos, 74.78 + 13.51 Kg de peso y 30.44 + 5.43 de indice de masa
corporal. Al finalizar el estudio, el nivel de TG disminuy6 en el grupo tratamiento en
34% (-60.69 [CI:-95.91, -25.47]) y los de glucosa en 2.2% (-3.3 [CI95: -6.41, -0.18]).
Las variables bioquimicas como proteina C-reactiva (-0.63 [-1.84, 0.58]) y resistencia a
la insulina (indice HOMA: -0.65 [-2.89, 1.61]) no mostraron diferencias significativas
entre grupo. Para evaluar cambios en las concentraciones de proteinas plasmaticas
involucradas en el metabolismo de lipidos, se utilizé un microarreglo de anticuerpos de
182 proteinas relacionadas con obesidad. Se encontré la expresion diferencial de
cuarenta proteinas con un radio de expresion de 1.2 y doce proteinas reguladas con
un radio de expresion mayor a 2. El analisis bioinforméatico mediante el programa IPA
de QIAGEN, CYTOSCAPE-BINGO y ONTOLOGIZER, mostré que las principales rutas
metabodlicas reguladas estuvieron relacionadas con una mayor eficiencia en
depuracién de TG y disminucién en sintesis de acidos grasos, en donde destacan las
proteinas DLK1 y ANGPL4, asi como la regulacibn hormonal mediada por las
proteinas TSHB y ghrelina. Estos resultados son promisorios, puesto que la sola
intervencion sin el control dietético redujo significativamente los niveles de TG,
sentando un precedente para futuras investigaciones en la prevencion de la
hipertrigliceridemia.

Palabras clave: proteinas, inflamacion, triglicéridos, frijol comun, barra frijol-avena.



ABSTRACT

Hypertriglyceridemia is a serious condition in Mexican population and it is considered a
major risk factor for cardiovascular disease. Current efforts to prevent dyslipidemia and
lipids alteration include the development of functional products as an alternative for
management of hypertriglyceridemia. Common beans. Common beans (Phaseolus
vulgaris L.) are a recognized good source of bioactive compounds, mainly phenolic
compounds, total dietary fiber (insoluble and soluble fiber, resistant starch and
oligosaccharides), saponins and phytosterols that exert hypolipidemic effects. In this
sense, the development of beans-based food products is an alternative for improving
the general health status. In a previous work, a beans-oats snack bar formulation we
found a promising potential of a beans-oats baked snack bar as functional product. In
order to validate those results, the aim of this works was to assess a clinical trial was
conducted with Mexican women to assess the effect of daily consumption of the
functional product on serum TG and certain plasma proteins involved in lipids
metabolism in a clinical trial. The clinical trial was a 2 months, randomized parallel
study where 32 women with elevated TG were randomized into treatment group
(208.18 *+ 56.97 mg/dL) and control group (182.28 + 51.39 mg/dL). Control group
received nutritional orientation whereas treatment group received the orientation and
consumed 50 g of the product per day. Fasting blood samples were collected at
baseline and the end of the study, obtaining serum and plasma for analysis of lipids
profile, glucose and biomarkers. The average age of women was 34.03 + 8.95 year,
weight 74.78+ 13.51 Kg and IMC 30.44+5.43. At the end of the study, fasting serum TG
in the treatment group decreased by 34% (-60.69 [CIl:-95.91, -25.47]) and glucose by
2.2% (-3.3 [CI95: -6.41, -0.18]). Biomarkers such as C-reactive protein and insulin
resistance did not show statistical differences between groups. To determine changes
in plasma proteins, a 182 protein Human Obesity Antibody Array was used. Forty
differentially expressed proteins were found when fold-change was set at 1.2, and
twelve proteins regulated when fold- change was 2 or higher. Bioinformatics analysis
by IPA from QIAGEN, CYTOSCAPE-BINGO y ONTOLOGIZER showed that main the
pathways regulated were related to an improved efficiency of TG clearance, a
reduction in fatty acids synthesis being the main proteins DLK1 and ANGPLA4,
furthermore, hormonal response mediated by TSHB and ghrelin were also relevant.
These results are promising since the merely intervention with the functional product
reduced serum TG without any diet restriction, giving insights for further research in
prevention of hypertriglyceridemia.
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l. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas se ha observado una transicion alimentaria en México,
una evoluciébn en la cantidad, disponibilidad y densidad calérica de los
alimentos que ha provocado un incremento de desordenes asociados al
consumo energético excesivo. Dentro de este tipo de desordenes, se incluyen
las enfermedades no transmisibles (ENT) siendo las principales las
enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes y enfermedades pulmonares
cronicas (OMS, 2012).

Uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares y diabetes son las dislipidemias. La hipertrigliceridemia se ha
reportado como la dislipidemia mas frecuente, con una prevalencia del 55% al
58% en poblacion mexicana (Munguia-Miranda, et al., 2008; Cifuentes-Goches,
et al.,, 2012). Se ha propuesto que el manejo dietético en personas con

triglicéridos altos, puede atenuar esta condicion.

Diferentes enfoques han sido abordados por instituciones internacionales como
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cuya estrategia propone la
formulacion de productos alimentarios con mejores propiedades nutricionales
(OMS, 2004). Las tendencias para este nicho de mercado, apuntan hacia el
consumo de productos convenientes y listos para consumo, como es el caso de
botanas o refrigerios que ademas proporcionen beneficios para la salud (Sloan,
2012).

Una alternativa para enriquecer productos alimentarios es la adicion de
fitoquimicos, sustancias presentes en las plantas que tienen propiedades
nutracéuticas y funcionales. En México existe una gran diversidad de especies
vegetales con potencial funcional, incluyendo aquellas que se consumen como
parte de la dieta tradicional. En esta categoria se encuentra el frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.), el cual ha formado parte de la cultura culinaria en
nuestro pais desde tiempos ancestrales. Se han explorado sus propiedades
como agente antioxidante (Cardador-Martinez, et al., 2002; Xu & Chang, 2008;
Xu & Chang, 2009), anticancerigeno (Aparicio-Fernandez, et al., 2008;

Campos-Vega, et al., 2012; Cruz-Bravo, et al., 2011; Vergara-Castafeda, et al.,



2012) y su posible potencial hipolipidémico (Han, et al., 2003; Han, et al., 2004;
Chéavez-Santoscoy, et al., 2014).

Otro alimento que ha incrementado su demanda recientemente en el mercado
mexicano es la avena (Avena sativa), un cereal que ha sido fuertemente
asociado a la disminucion de ECV debido a la presencia de B-glucanos, un tipo
de fibra soluble que ha mostrado ser efectiva en la reduccién del colesterol
seérico (FDA, 1997).

La combinacién de leguminosas y cereales se ha utilizado como una forma de
mejorar la calidad proteica (Tharanathan y Mahadevamma, 2003) de granos y
semillas. En el caso particular del frijol y la avena, se complementa también el
perfil de fibra dietética, un compuesto implicado en la disminucion de los

niveles de lipidos.

Existe un estudio previo, en el cual se desarrollo la formulacion y se evaluo el
potencial nutracéutico un refrigerio horneado a base de harina de frijol y avena
(Ramirez-Jiménez, 2010). Los resultados obtenidos mostraron cantidades
significativas de fibra dietética soluble, almidon resistente y compuestos
antioxidantes, los cuales han sido asociados a la disminucién de lipidos
sanguineos. En base a lo anterior, el presente proyecto tuvo por objetivo
evaluar el potencial funcional e hipolipidémico de este producto en un estudio
clinico con mujeres hipertrigliceridémicas, buscando ademas proponer un

posible mecanismo para explicar este efecto.

Il. ANTECEDENTES

1.1 Enfermedades no trasmisibles en México

Las enfermedades no transmisibles (ENT) representan la causa principal de
mortalidad a nivel mundial y se definen como un grupo heterogéneo de
padecimientos que evoluciona a lo largo del tiempo contribuyendo a la
mortalidad de un individuo (Cérdoba-Villalobos et al., 2008). Existen cuatro
tipos principales de ENT: enfermedades cardiovasculares, cancer, diabetes y
enfermedades pulmonares cronicas (OMS, 2012). Su incidencia esta

determinada por un conjunto de factores de riesgo que incluyen obesidad,



niveles anormales de lipidos, hipertension, dieta inadecuada y sedentarismo
(Epping-Jordan, Galea, Tukuitonga y Beaglehole, 2005).

De acuerdo a los datos presentados por el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI, 2013), las enfermedades del corazén son la causa principal
de mortalidad en territorio nacional. Uno de los factores de riesgo primarios
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV) son las
dislipidemias (Yusuf, et al., 2004; Kiran, 2010; Navarro-Hernandez, et al.,
2015). Las dislipidemias se definen como un conjunto de alteraciones en la
concentracion normal de lipidos en sangre y se clasifican de acuerdo a la
patologia presentada como se muestra en el Cuadro 1 (NOM-037-SSA2-2012,
2012).

Cuadro 1. Clasificacion de dislipidemias en México de acuerdo a la NOM-037-
SSA2-2012.

Desorden lipidico Colesterol Triglicéridos  C-LDL C-no- HDL
total (mg/dL) (mg/dL) HDL (mg/dL)
(mg/dL) (mg/dL)
Hipercolesterolemia > 200 <150 =130 - -
Hiperlipidemia mixta > 200 > 150 =130 =160 -

Hipertrigliceridemia <200 > 150 <130 - -
Hipoalfalipoproteinemia - - - - <40

C-LDL- Lipoproteinas de baja densidad (Low Density Lipoprotein, por sus siglas en inglés); C-
HDL- Lipoproteinas de alta densidad (High Density Lipoprotein, por sus siglas en inglés); C-no-
HDL — Colesterol no HDL, es la diferencia entre el valor de colesterol total y HDL.

Dentro de esta clasificacion, la hipertrigliceridemia se ha reportado como la
dislipidemia mas frecuente, con una prevalencia del 55-58% en poblacién

mexicana (Munguia-Miranda et al., 2008, Cifuentes-Goches et al., 2012).

1.1.2 Hipertrigliceridemia

1.1.2.1 Metabolismo de triglicéridos

Los triglicéridos (TG) son macronutrientes provenientes de la dieta; una vez
ingeridos, aproximadamente el 95% se digieren y se absorben, representando
del 30-40% de los requerimientos totales de energia para el organismo (Sitrin,

2014). En una situacién de exceso energético, los triglicéridos se sintetizan de



novo en el higado, a partir de ciertas moléculas precursoras como glucosa,
algunos aminoacidos y etanol, mediante un proceso denominado lipogénesis
(Schutz, 2004). Una vez cubierta la demanda energética, el destino final de los
triglicéridos es el almacenamiento en el tejido adiposo.

La estructura tipica de un triglicérido (Figura 1) consiste de tres &cidos grasos
unidos por un enlace éster a un esqueleto de glicerol (Sitrin, 2014). La
presencia de la cadena de hidrocarburos le confiere caracter hidrofébico
variable, dependiendo de la saturacién y longitud de la cadena.

) A) B)
Glicerol Acidos grasos
H o] H H H H H H H H H H H H H H H
| 1R O O O O O O |
Him € ) s € e € e C e € e e € e e € e € e C e e C e € e e e H
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Figura 1. Estructura quimica de triglicéridos

A) Férmula desarrollada con representacion de con acidos grasos saturados

B) Estructura tridimensional, en donde las insaturaciones se observan como desviaciones en la
conformacién de las cadenas de acidos grasos.

Adaptado de https://courses.ecampus.oregonstate.edu/ans312/one/

Después de una ingesta de alimentos los triglicéridos presentes sufren dos
procesos antes de ser metabolizados: digestion y absorcion. En la Figura 2 se
esquematiza el proceso de digestion, absorcion y metabolismo de estos

compuestos.
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Figura 2. Absorcion, digestion y metabolismo de triglicéridos

Las ilustraciones se realizaron con la ayuda de la herramienta: library of Science & Medical
llustrations (http/Avwww.somersault1824.com/science-illustrations/)

La digestién de estos compuestos inicia en la boca con la accién de la lipasa
lingual, que inicia el proceso de liberacién de acidos grasos y continGa en el
estbmago, en donde el ambiente acido, la lipasa gastrica y las contracciones
gastricas dan como resultado la secrecién hacia el duodenum de una emulsion
gue contiene pequefias formaciones de lipidos (Figura 1, A). Este paso tiene el
propdsito de obtener moléculas mas sencillas (diglicéridos principalmente) que
forman pequefias gotas lipidicas con una mayor superficie, permitiendo la
accion del complejo colipasa-lipasa pancreatica (Sitrin, 2014). Este sistema

enzimatico es hidrosoluble interfacial, por lo que solo actia en la superficie de

5




las gotas lipidicas (B), siendo responsable de la hidrdlisis del 50 al 60% del
total de los triglicéridos (Birari & Bhutani, 2007).

Los productos de la hidrdlisis, los &cidos grasos libres, forman micelas mixtas
con las sales biliares, sustancias de naturaleza anfipatica que facilitan el
transporte hacia los enterocitos (celulas intestinales) para su absorcion (C).
Una vez en el enterocito, los &cidos grasos son liberados y reempaquetados en
forma de triglicéridos en quilomicrones, una clase de lipoproteinas encargada la
distribucién hacia tejidos periféricos a través del torrente sanguineo (D). Los
triglicéridos son liberados de dichas lipoproteinas mediante la accion de la
lipoproteina lipasa (E), una enzima endotelial que facilita el transporte hacia el
interior de los tejidos (Igbal y Hussain, 2009).

Los remanentes de quilomicron depletados de triglicéridos se catabolizan en el
higado (F), en donde son endocitados de manera directa o mediante el
reconocimiento de la apoproteina E por los receptores de lipoproteinas de baja
densidad (LDLR) presentes en la superficie hepatica (Hussain et al., 1996).

El higado es el 6rgano productor de otra clase de moléculas transportadoras de
triglicéridos, las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), ricas en
triglicéridos sintetizados de novo a partir del exceso de acidos grasos ingeridos
0 producidos a partir del exceso de glucosa (Urquiza-Hernandez, 2008). De
hecho, la medicion clinica de triglicéridos en sangre en condiciones de ayuno,

es en realidad la cuantificacion de VLDL.

1.1.2.2 Fisiopatologia de la hipertrigliceridemia

Como se menciond anteriormente, la hipertrigliceridemia es una condicion
caracterizada por una elevacion de triglicéridos en sangre por arriba de 150
mg/dL. Se clasifica como leve, moderada y severa cuando la concentracion en
ayunas es de 1.7, 2.3 y 5.7 mmol/l, respectivamente (Watts, et al., 2013). Las
posibles causas de esta alteracidon incluyen varios procesos entre los que se
encuentran una menor tasa de aclaramiento de triglicéridos (Ros & Laguna,
2006), patologias como resistencia a insulina y obesidad (Klop et al., 2013) y

malfuncionamiento de la lipoproteina lipasa (Goodarzi et al., 2004).



El primero de ellos se refiere a la eficiencia de depuracion o aclaramiento de
los triglicéridos circulantes en forma de quilomicrones o VLDL, para lo cual es
necesaria la accion de la lipoproteina lipasa. La deficiencia en esta enzima, ya
sea genética o adquirida como en el caso de insuficiencia renal, puede inhibir la
correcta remocion y entrega de triglicéridos a tejidos periféricos. Esto a su vez,
provoca que no se lleve a cabo un adecuado reconocimiento de las
lipoproteinas ricas en triglicéridos por receptores hepaticos para su
degradacion, las cuales permanecen en el torrente sanguineo (Ros & Laguna,
2006).

Ciertas alteraciones como resistencia a insulina y obesidad, también son causa
de altas concentraciones de triglicéridos y acidos grasos libres. En esta
situacion, la hipertrigliceridemia es consecuencia de la lipolisis excesiva del
tejido adiposo, provocada por una disfuncion de la lipasa sensible a la
hormona, la cual es dependiente de insulina (Klop et al., 2013). El exceso de
acidos grasos libres son captados por el higado como fuente de nuevas VLDL
gue son liberadas hacia torrente sanguineo exacerbando la hipertrigliceridemia.

La resistencia a insulina es una patologia estrechamente relacionada con la
hipertrigliceridemia. Durante esta condicidén, no s6lo se aumenta la sintesis de
novo de VLDL, también se inhibe la actividad de la lipoproteina lipasa, debido a

gue es dependiente de la insulina (Goodarzi et al., 2004).

La hipertrigliceridemia mas frecuente se presenta acompafiada de niveles bajos
de lipoproteinas de alta densidad (HDL), la cual se demostrado conlleva un
riesgo aterogénico (Ros & Laguna, 2006). Este tipo de dislipidemia es
adquirida, por lo general por exceso de ingesta energética y se asocia
fuertemente a la obesidad visceral y resistencia a la insulina (Brunzell & Ayyobi,
2003).

El exceso de triglicéridos en el organismo se almacena en el tejido adiposo, por
tanto la ingesta excesiva de estos compuestos estd proporcionalmente

relacionada con la expansion de adiposidad.



1.1.3 Prevalencia de hipertrigliceridemia en mujeres: muestra de estudio

En México, la prevalencia de sobrepeso y obesidad es mayor en mujeres,
siendo de 73% en comparacién con el 69% que se presenta en hombres
(ENSANUT, 2012). Dependiendo de la region, la edad y el periodo estudiado,
la incidencia de hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia también se presenta
con mayor frecuencia en la poblacion femenina. De acuerdo a un estudio
realizado por Martinez-Hernandez et al. (2007), al analizar una muestra de 165
individuos mayores de 20 afos, el valor promedio de triglicéridos fue mayor
para el sexo femenino (314 mg/dL) con relacién al masculino (276 mg/dL).

En el presente proyecto, la muestra de estudio comprende un grupo de mujeres
entre 18 y 49 afos con elevacion de triglicéridos séricos en el rango de 150
mg/dL a 370 mg/dL. Las mujeres han sido uno de los subgrupos que con mayor
frecuencia se consideran para el estudio de condiciones médicas, esto debido
a ciertos factores, como el hecho de que las mujeres presentan una mayor
adherencia a las recomendaciones en programas nutrimentales. Gonzalez et
al., (2007) realizé un analisis del porcentaje de adherencia en pacientes adultos
con sobrepeso y obesidad. Los resultados reportados, indican que el género

masculino presenta 16% de adherencia mientras que el femenino tuvo un 37%.

1.1.4 Manejo dietético de hipertrigliceridemia

Se ha propuesto que el manejo dietético en personas con triglicéridos altos,
puede atenuar esta condicion. Al respecto, existen algunos estudios clinicos
gue han evaluado el efecto del consumo de frijol coman sobre la disminucién
de triglicéridos (Jenkins et al., 1983; Shutler et al., 1989). En el primer estudio
se evalu6 el consumo de 140 g de frijoles cocidos y enlatados a lo largo de 4
meses en un estudio clinico con 7 participantes del sexo masculino (Jenkins et
al., 1983). Se observaron disminuciones en triglicéridos séricos en el orden del
25%.

En el estudio realizado por Shutler et al. (1989), el tiempo de evaluacion fue de
14 dias y los participantes (13 hombres normocolesterolémicos) consumieron
450 g diarios de frijol enlatado). Nuevamente se observaron reducciones en el

nivel de triglicéridos de 10.8%.



La evidencia clinica y de estudios in vitro de las propiedades hipolipidémicas de
ciertos compuestos bioactivos del frijol, ha incrementado el interés por incluirlo
como ingrediente en productos alimentarios. Las estrategias para prevencion
de ENT incluyen la formulacion de alimentos con mejores propiedades
nutricionales (OMS, 2004). Las tendencias para este nicho de mercado,
apuntan hacia el consumo de productos convenientes y listos para consumo,
como es el caso de botanas o refrigerios que ademas proporcionen beneficios
para la salud (Sloan, 2012).

1.2 Alimentos funcionales

Actualmente, la comida ya no se considera solamente una manera de
satisfacer el hambre o proveer los nutrientes esenciales, también se espera
gue tenga beneficios fisiolégicos para una buena salud y vida productiva
(MacDonald et al., 2009)

La dieta es un factor que afecta la incidencia de muchas enfermedades no
transmisibles, tales como enfermedades del corazdn, diabetes mellitus y
tumores malignos (cancer), que representan las tres principales causas de
mortalidad en México (INEGI, 2013).

Numerosos estudios se han realizado para determinar el impacto de
compuestos bioactivos presentes en los alimentos, en la reduccion de este tipo
de enfermedades (Davis et al., 2004; Slavin et al., 2004; Queiroz-Monici et al.,
2005; Veeriah et al., 2006; Marotti et al.,, 2007; Ramasamy y Arwal, 2008;
Bakker et al., 2010).

Los alimentos funcionales son fuente importante de compuestos con diferentes
beneficios para la salud, se definen como aquellos que poseen de manera
natural elementos bioactivos, los cuales, consumidos en dosis superiores a las
presentes en el alimento, presumiblemente tienen un efecto favorable sobre la
salud ademas de su aporte nutrimental (Shi et al., 2002). Pueden formar parte
de la dieta normal y ademas proporcionar beneficios médicos incluyendo la
prevencion y tratamiento de enfermedades (Morrissey, 2002). EXxiste gran
controversia en cuanto a una definicion exacta de alimento funcional,

frecuentemente se utiliza de manera indistinta con el término alimento



nutracéutico. No obstante, existe un consenso general de clasificar a los
nutracéuticos como compuestos aislados o purificados provenientes de la dieta,
que también pueden ser utilizados con fines curativos o preventivos para
ciertas enfermedades (Guzman-Maldonado y Paredes-Lopez, 1998; Wildman,
2001).

En este sentido, existe una gran variedad de alimentos tradicionales de la
cultura Latinoamericana que han cobrado importancia por su contenido de

compuestos bioactivos con alto valor nutricional y funcional.

1.2.1 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comun (P. vulgaris) es originario de Mesoameérica y ha sido un alimento
muy importante para la poblacion mexicana, se considera una fuente

importante de proteina, carbohidratos y vitaminas (Serrano y Gofi, 2004).

Ademas de los macronutrientes, ciertos compuestos bioactivos tienen
relevancia por su actividad biolégica. Destacan los compuestos fendlicos, la

fraccion no digerible del frijol, saponinas y fitoesteroles.

1.2.1.1 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

Los compuestos fenodlicos se encuentran concentrados principalmente en la
cascarilla o testa de frijol (Oomah et al., 2005; Galvez-Ranilla et al, 2007). Los
mas abundantes son flavonoides, tales como glucésidos de flavonol, taninos
condensados (proantocianidinas) y antocianinas (Beninger y Hosfield, 2003; De
Mejia et al.,, 2003; Romani et al.,, 2004), ademas de diversas formas
glicosidicas de flavonoides como quercetina, kaempferol y miricetina (Diaz-
Batalla et al., 2006).

El contenido de estos compuestos en frijol comun (P. vulgaris) depende de la
variedad, condiciones climéaticas, condiciones de almacenamiento Yy
procesamiento. Dos variedades cultivadas en México por el Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuaria (INIFAP), se han venido
estudiando desde hace algunos afios como fuente de compuestos fendlicos.
Dichas variedades, Bayo Madero y Negro 8025, han mostrado tener niveles
significativos de flavonoides totales, taninos condensados y capacidad

antioxidante (Cardador-Martinez et al., 2002; Feregrino-Pérez et al., 2008;
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Campos-Vega et al., 2009). Estudios previos han demostrado su potencial para
prevenir cancer de colon en un modelo animal (Vergara-Castafieda et al.,
2012), ademéas de tener un efecto quimiopreventivo en células HT-29 de
adenocarcinoma humano (Cruz-Bravo et al., 2011).

En el Cuadro 2, se muestra la concentracion de compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante para estas dos variedades para el grano crudo y
después de ser sometido a dos procesos térmicos: coccion tradicional (94 °C/
2.5 hrs) y horneado (60 °C/12 hrs).

Cuadro 2. Contenido de flavonoides totales y taninos condensados en harinas
de frijol comun (P. vulgaris L.)

Muestra Flavonoides totales Taninos Capacidad
(ug eq. rutina/g condensados antioxidante*
muestra) (mg eq. (+)- TEAC2

catequina/g muestra) (umoles equivalentes
trolox/g muestra)

FCN 3.29+0.04° 9.89+0.28 2 9.05 + 0.07°
FCCN 1.95+0.05¢ 8.92+0.15° 11.88 + 0.34%
FHN 3.84 +0.14°>°¢ 9.86 +0.12 2 11.46 + 0.142
FCB 3.54 +0.135"¢ 5.68 + 0.08°%¢ 9.64 +0.28°
FCCB 1.56 + 0.05¢ 5.26 + 0.06° 9.75+0.17°
FHB 2.39 +0.09¢ 5.86 +0.07™° 10.06 + 0.49°

FCN- Frijol Negro 8025 crudo, FCB- Frijol Bayo Madero crudo, FCCN- Harina de frijol Negro
8025 cocido y liofilizado, FCCB- Harina de frijol Bayo Madero cocido y liofilizado, FHN- Harina
de frijol Negro 8025 horneado, FHB- Harina de frijol Bayo Madero horneado. Los resultados
representan la media de tres experimentos independientes + el error estdndar. Diferentes letras
en la misma columna expresan diferencias significativas (p<0.05) en la prueba de Tukey.*
Prueba realizada mediante el ensayo de ABTS (Ramirez-Jiménez, 2010)

La coccion tradicional disminuye el contenido de flavonoides y taninos
condensados en la semilla, mientras que el método de horneado provoca un
aumento de ambos compuestos. Dicho fendmeno se ha observado durante el
horneado de Phaseolus spp. y otros granos como Mucuna pruriens, atribuyéndose
a una mejor extracciéon de compuestos fendlicos por efecto de ruptura de las
estructuras membranales de la célula o a la degradacién de ciertos compuestos

fendlicos insolubles (Siddhuraju y Becker 2001; Boateng et al., 2008).

Diversos ensayos realizados in vitro, comprueban la alta capacidad
antioxidante del frijol comin (Cardador-Martinez et al., 2002; Beninger y
Hosfield, 2003; Xu y Chang, 2007; Xu et al., 2007; Aparicio-Fernandez et al.,

2008). Se ha sugerido que los taninos condensados y fenoles totales presentes
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en la cascarilla de la semilla son los responsables de esta capacidad
antioxidante (Heimler et al., 2005; Oomah et al., 2005; Galvez-Ranilla et al.,
2007; Xu y Chang, 2007; Xu et al., 2007; Xu y Chang, 2008). Respecto a los
metodos de procesamiento, en el estudio de Ramirez-Jiménez (2010), se
observa que la coccién tradicional no afecta significativamente el poder
antioxidante, mientras que al aplicar un calentamiento seco (horneado) la
capacidad antioxidante aumenta. Esta tendencia coincide con la mayor
concentracion de compuestos fendlicos en las muestras horneadas. De
acuerdo a Duenas et al. (2005) y Siddhujaru (2006), la estabilidad de
compuestos antioxidantes durante el calentamiento seco puede deberse a la
formacion de compuestos de maillard como el hidroximetilfurfuraldehido (HMF)
el cual produce una alta capacidad antioxidante.

1.2.1.2 Fraccion no digerible (FND)

Esta fraccion de los alimentos se define como la parte resistente a la digestion
y absorcion en el intestino delgado, por lo cual llega intacta al colon donde sirve

como sustrato fermentativo a la microbiota local (Saura-Calixto et al., 2000).

La FND incluye a la fibra dietética soluble e insoluble, almidén resistente,
oligosacaridos, ciertos polifenoles, péptidos bioactivos y otros compuestos
asociados. Se ha demostrado que la FND tiene un efecto biolégico en la
disminuciéon de los niveles de colesterol sanguineo, disminucion de riesgo de
cancer de colon y enfermedades cardiovasculares, actividad bifidogénica
(Sajilata et al., 2006; Sharma et al., 2008), incremento del volumen fecal y
beneficios especiales para los diabéticos (Paredes-Lopez y Valverde, 2006).
Ademas, se ha sefialado que el almiddn resistente de las leguminosas reduce
la respuesta glicémica e insulinémica post-prandial en mayor medida que el

almidon presente en cereales y tubérculos (Vargas-Torres et al., 2004).

Los valores reportados de fibra dietética total en el grano, van desde 16% hasta
38.29%, de fibra dietética insoluble (FDI) y de 1.3% a 6.92%, de fibra dietética
soluble (FDS), dependiendo de la técnica de cuantificacion (Carmona-Garcia et
al., 2007; Campos-Vega et al., 2009; Ramirez-Jiménez, 2010).
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1.2.1.3 Saponinas

Las saponinas son metabolitos glicosilados que contienen agliconas
esteroidales o triterpenoides, lo que le proporciona naturaleza anfipatica y la
propiedad de actuar como detergente (Lorent, et al., 2014). Las saponinas
exhiben cierta citotoxicidad, debido a su capacidad para lisar eritrocitos
(Francis et al., 2002; Gauthier et al., 2009), sin embargo existe cada vez mayor
evidencia acerca de su papel como agente hipocolesterolémico en modelos in
vitro e in vivo (Oboh y Omorfa, 2008; Chavez-Santoscoy et al., 2013).

Las saponinas mayoritarias en frijol comin son soyasaponina A (Figura 3) Yy
soyasaponina Bm cuya concentracion se encuentra en el rango de 6.79 to
20.83 mg/g y 18.8 to 23.48 mg/g, respectivamente (Guajardo-Flores et al.,
2012).

Figura 3. Estructura de las saponinas identificadas en frijol comin (Phaseolus
vulgaris L.)

A) Soyasaponina Af, B)Soyasaponina ag (Adaptado de Chavez-Santoscoy et al., 2013)

Se sabe que estos compuestos son fermentados en el colon, produciendo

metabolitos denominados sapogeninas, una de las cuales, la diosgenina ha
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sido asociada con una mayor secrecion de colesterol biliar, mejorando su

excrecion (Kosters et al., 2003).

1.2.1.4 Fitoesteroles

Los fitoesteroles tienen una estructura similar al colesterol, caracteristica que
permite la accidon de estos compuestos en el lumen intestinal, interfiriendo en la
absorcion de colesterol hacia el torrente sanguineo (Ostlund, 2004). En el frijol
comun, la estructura mas abundante es B-sitosterol, seguido de estigmasterol y
campesterol (Figura 4). La concentracion de [(-sitosterol en la semilla se
encuentra en el intervalo de 27.2 a 86.5 mg/100g (Ryan et al., 2007; Iriti, et al.,

2009; Chavez-Santoscoy et al., 2014).

B-sitosterol Stigmasterol Campesterol

Figura 4. Estructura de los fitoesteroles mas abundantes en frijol comdn
(Phaseolus vulgaris L.)

(PubChem Compound, NCBI Database http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound)

De acuerdo al Programa Nacional de Educacion sobre Colesterol (NCEP, por
sus siglas en inglés), la ingesta diaria de 2 g de colesterol reduce los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (C-LDL) y el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (NCEP, 2001).
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1.2.2 Mecanismo de accion de compuestos bioactivos de frijol en el
metabolismo de triglicéridos

Diversos compuestos provenientes de frijol comun tienen un efecto bioldgico en

el metabolismo de lipidos. Los mecanismos mediante los cuales ejercen esta

accion, se resumen en la Figura 5.

Efecto

intestinal

Saciedad Disminucion Disrupcién
de apetito micelar
Distension Activacion de | | o |
intestinal/ receptores Saponinas
sensacion de FFAR2Y | |
saciedad FFARS || I
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soluble

AGCC

Inhibicién
de lipasa
pancreatica

fendlicos

................ I

Compuestos

Modulacién
de enzimas
lipogénicas

Disminucién
de FASy
ACC
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Depuracion de
lipoproteinas

Figura 5. Mecanismos de accion de fitoquimicos de frijol implicados en la

VLDL- lipoproteinas de muy baja densidad (Very Low Density Lipoproteins, por sus siglas en
inglés), LDLR- receptor de lipoproteinas de baja densidad, FAS- sintasa de acidos grasos
(Fatty Acid Synthase, por sus siglas en ingles), ACC- acetil-coA carboxilasa, FFAR2- receptor
de &cidos grasos 2 (Free Fatty Acids Receptor 2), FFAR3- receptor de acidos grasos 3 (Free

reduccion de trigliceridemia

Fatty Acids Receptor 3), AGCC- Acidos grasos de cadena corta.

1.2.2.1 Regulacién de procesos de saciedad y apetito

La regulacion de la ingesta de alimentos es el resultado del balance de dos
mecanismos principales: apetito y saciedad. La sensacion de saciedad esta

fuertemente asociada al

consumo de FND. Dentro de este grupo de
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compuestos bioactivos, la fibra dietética insoluble ejerce una accién mecénica
incrementando el volumen del bolo fecal y disminuyendo el tiempo de transito
intestinal (Cummings, 2001), teniendo como resultado una menor absorcion de
lipidos en el intestino.

Por otra parte, la fibra soluble tiene dos caracteristicas especiales, la capacidad
de retencion de agua y fermentabilidad. La capacidad de absorcion de agua
permite la formacion de soluciones muy viscosas, propiedad que induce la
disminucién en la absorcion de lipidos debido a que aumenta su excrecion
(Cohn et al., 2010), disminuye el vaciamiento gastrico y provoca distensién
intestinal aumentando la sensacién de saciedad (Schroeder et al., 2013).

La segunda caracteristica importante de la fibra soluble es su facilidad para ser
fermentada por la microbiota colénica, produciendo acidos grasos de cadena
corta (AGCC) predominantemente acido aceético, butirico y propidnico
(Campos-Vega et al., 2009; Hernandez-Salazar et al., 2010). Los AGCC
ejercen su mecanismo de accion, mediante la activacion de dos receptores
epiteliales, localizados en las células L intestinales (Yu y Kim, 2012).
Especificamente dos receptores acoplados a proteinas G se han identificado
como blancos de AGCC: el receptor de acidos grasos 2 (FFAR2 por sus siglas
en inglés, también llamado GPR43) y el receptor de acidos grasos 3 (FFAR3
también llamado GPR41) (Stoddart et al., 2008). La activacion de estos
receptores inicia cascadas de sefializacion que desencadenan la produccion de
neuropéptidos anorexigénicos o0 supresores de apetito y la inhibicion de
hormonas orexigénicas, promotoras del apetito.

Los neuropéptidos secretados por la activacion de FFAR2 y FFAR3 son
ghrelina (GHRL), una hormona orexigénica, ademas de colecistoquinina
(CCQ), el péptido tirosina-tirosina (PYY) y el péptido similar a glucagon 1 (GLP-
1), estos ultimos relacionados con la sensacion de saciedad (Yu y Kim, 2012).
Nilsson et al. (2013), evalué el efecto del consumo de frijol sobre la regulacion
de estos neuropéptidos en una intervencion clinica con 16 hombres sanos. Los
sujetos consumieron frijol como merienda, mientras que un grupo control
consumié pan blanco de trigo. Al siguiente, se realizé el analisis de plasma de
los participantes, encontrandose una aumento del 51% en PYY, una reduccién

en ghrelina del 14% y una disminucion de apetito del 15%. Los autores
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atribuyen esta modulacion de neuropéptidos a los SCFA debido a que se

encontraron en alta concentracion en el plasma del grupo que consumio frijol.

1.2.2.2 Efecto intestinal

A nivel intestinal, es posible disminuir la absorcion de triglicéridos y de lipidos
en general por diferentes procesos que incluye la disrupcién de micelas
intestinales, inhibicién de lipasa pancreatica, regulaciéon de enzimas lipogénicas

y una mejora en la depuracion de lipoproteinas circulantes.

1.2.2.2.1 Disrupcién de micelas lipidicas

Debido al caracter hidrofobico de los triglicéridos, éstos deben ser primero
solubilizados para ser susceptibles a la accion de las enzimas encargadas de
su degradacion. Los productos de la lipdlisis forman micelas mixtas con las
sales biliares para su transporte a través del intestino (Sitrin, 2014).

La similitud estructural y anfipatica de ciertos fitoquimicos del frijol, tales como
saponinas y fitoesteroles, permiten desplazar lipidos como triglicéridos y
colesterol de las micelas mixtas (Brown et al., 2010). Este efecto, se ha
demostrado en estudios in vitro con un modelo de micelas de colesterol, en
donde se observo que dos extractos de frijol comun, uno rico en fitoesteroles y
otro en saponinas, inhibieron la solubilidad micelar en un 14.24%, sugiriendo
gue la union de los fitoesteroles da un caracter mas hidrofébico a la micela,
reduciendo su absorcion (Chavez-Santoscoy et al., 2013; Chavez-Santoscoy et
al., 2014).

1.2.2.2.2 Inhibicion de lipasa pancreatica

La lipasa pancreatica (LP) es la enzima encargada de realizar la hidrolisis de
triglicéridos antes de ser absorbidos en el intestino. Se ha demostrado que los
compuestos fendlicos provenientes de diversas plantas disminuyen la
absorcién de acidos grasos libres, mediante un mecanismo de inhibicion de la
LP (Birari & Bhutani, 2007). Aungque no se tiene el conocimiento de estudios
especificos sobre polifenoles de frijol comdn, se ha demostrado que polifenoles

provenientes de otras fuentes tienen actividad inhibitoria sobre la LP, como es
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el caso de extractos ricos en polifenoles de te oolong (Camellia sinensis),
semillas de uva (Vitis vinifera) y hojas de mango (Mangifera indica) (Naka et al.,
2005; Moreno et al., 2003; Moreno et al., 2006)

1.2.2.3 Regulacién hepatica de enzimas lipogénicas

Se denomina lipogénesis al proceso de sintesis de acidos grasos y su posterior
esterificacion y ensamblaje con glicerol para la formacion de triglicéridos. En
este proceso participan dos enzimas clave: la sintasa de &cidos grasos (FAS
por sus siglas en ingles) y la acetil-coA carboxilasa (ACC). ACC es la enzima
encargada de catalizar la carboxilacion de acetil-coA para producir malonil-coA,
molécula que sera utilizada en un paso posterior para formar un acido graso
(Tong, 2005). Por otra parte, FAS es un complejo enzimatico cuya funcién
principal es catalizar la sintesis de palmitato (un acido graso de cadena larga
de 16 carbonos) a partir de acetil-coA y malonil-coA en presencia de NADPH
(NCBI, 2015).

Se sabe que el frijol comdn tiene un efecto inhibitorio sobre ambas enzimas.
Chavez-Santoscoy et al., (2014a) realizo un estudio en el cual un extracto de
sitosterol proveniente de la testa de frijol negro (3 mg/ml) redujo la expresion de
ARNmM y la abundancia de proteinas como FAS y ACC en un cultivo primario de
hepatocitos de rata. Ademas, observdé un aumento de la proteina carnitina
palmitoiltransferasa 1 (CPT-1), una enzima catabdlica implicada en la b-

oxidacion de triglicéridos.

Se sabe también que el acido propiénico, uno de los productos de la
fermentacion colonica de la fraccion no digerible de frijol (Campos-Vega et al.,
2009; Cruz-Bravo et al., 2011), reduce el proceso de lipogénesis mediante la

inhibicion de la enzima FAS (Conterno et al., 2011).

1.2.2.4 Depuracion de lipoproteinas

Dentro de las lipoproteinas circulantes en el torrente sanguineo, los
qguilomicrones y VLDL son las que realizan el transporte de triglicéridos de
manera activa. EI consumo de frijol ha sido asociado a la disminucién de este
tipo de lipoproteinas, especificamente, existe un estudio en el que ratas

Sprague-Dawley fueron alimentadas con una dieta a la cual se le incorporaron
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diferentes proporciones de frijol comun. Después de 7 dias de consumo, los
triglicéridos en sangre disminuyeron en 30% (Zhu et al., 2012). En otro estudio,
se encontraron reducciones en triglicéridos y VLDL al adicionar frijol blanco a la
dieta de ratas hiperlipidémicas (Abdel-Rahim et al., 2013).

1.2.3 Avena (Avena sativa)

La avena comun (A. sativa) es un cereal importante a nivel global, cuya
demanda ha crecido recientemente en el mercado mexicano por su fuerte
asociacion con una dieta saludable.

La avena se ha distinguido entre los cereales por sus caracteristicas
multifuncionales y su perfil nutricional (Sadig et al., 2008). La presencia de
compuestos nutracéuticos como B-glucanos y algunos antioxidantes han
incrementado el interés en este cereal como ingrediente alimentario (FDA,
1997).

1.2.3.1 B-glucanos

Los B-glucanos son los principales elementos de la pared celular del
endospermo de la avena y son polisacaridos que consisten en largas cadenas
lineales de residuos de glucosa unidos por enlaces B-(1-3) y B-(1-4) (Alminger y
Eklund-Jonsson, 2008). Forman parte de la fibra soluble y se cree que son los
componentes activos responsables de la reduccion de glucosa en sangre y
respuesta insulinémica después de una comida alta en este tipo de fibra (Behall
et al., 2006). Durante su paso a través del estbmago y del intestino delgado,
ciertos B-glucanos insolubles son parcialmente convertidos a su forma soluble,
formando soluciones altamente viscosas, capaces de atrapar toxinas y otros
componentes como glucosa y grasas. Ademas, no son digeridos hasta que
alcanzan el intestino grueso donde son degradados por las bacterias
intestinales (Dongowski et al., 2005).

La importancia de estos compuestos ha sido bien documentada y reconocida
por la Agencia de Alimentos y Drogas (FDA, 1997). La avena fue uno de los
primeros alimentos en ser autorizados para declarar en la etiqueta nutricional

beneficios a la salud en casi todas sus presentaciones, incluyendo avena
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entera, en hojuelas y harina integral. De manera que cualquier producto
elaborado con avena tiene permitido incluir la leyenda “reduce el riesgo de
enfermedades del corazéon” en su empaque, lo cual significa una ventaja
competitiva en el sector de productos funcionales. Si se toma en cuenta, que
en México dichos productos no estan regulados, un alimento con beneficios

avalados por un organismo internacional reconocido cobra gran importancia.

1.2.4 Desarrollo de productos funcionales a base de frijol y avena

El incremento en enfermedades no transmisibles (ENT) en México, como:
sobrepeso, obesidad, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares y
cancer, ha provocado que un sector muy importante de consumidores

incremente el consumo de alimentos nutracéuticos (Sloan, 2009).

El estilo de vida rapido y la incorporacion de la mujer al trabajo han impulsado
el crecimiento de segmentos enfocados a la elaboracion y comercializacion de
comidas o refrigerios convenientes. Los productos con mayor demanda son
aquellos con bajo contenido calérico, reducidos en grasa, o con adicion de

algn compuesto que represente beneficios a la salud (Sloan, 2009).

Existen algunos estudios que han planteado el desarrollo productos
funcionales, que ademas ofrezcan la ventaja de ser convenientes. En 2009,
Anton et al., evaluaron el contenido nutricional de una botana de almidon de
maiz fortificada con harina de frijol comun (P. vulgaris L.), encontrando un
incremento sobre todo en proteina. Por su parte, Lazou et al., (2010), evaluaron
sensorialmente extrudidos de harina de maiz adicionados con lenteja como una

manera de incrementar el contenido de fibra.

En estudios preliminares (Ramirez-Jiménez, 2010), se desarroll6 una barra de
frijol comun y avena que mostré tener un buen perfil nutrimental, comparable
con productos que se comercializan en el mercado mexicano. En el Cuadro 3

se muestra la caracterizacion quimica y nutracéutica de este producto.
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Cuadro 3. Composicion quimicay nutracéutica de barras de frijol (P.
vulgaris) y avena (A. sativa)

Barra frijol-avena

Barra All-Bran Linaza

Integral
Proteina (%) 12.46 £ 0.05 10
Lipidos (%) 14.82 + 0.10 20
Carbohidratos (%) 62.01 £0.11 57
Cenizas (%) 3.89 £ 0.05 -
Humedad (%) 6.80 = 0.005 -
FDT (%) 13.00 £ 0.08 9.2
FDI (%) 10.80 + 0.21 -
FDS (%) 2.20 £ 0.003 -
Almidon resistente (mg) 473 + 0.63
Rafinosa (mg) 8.22+0.61
Estaquiosa (mg) 25.34 +1.45
Flavonoides totales® 5.64 + 0.51
Taninos condensados?® 8.473 +0.10
Capacidad antioxidante®
ABTS® 6.17 £0.21
DPPH? 9.54 +0.13

FDT- Fibra dietética total, FDI-Fibra dietética insoluble, FDS- Fibra dietética soluble

"' mg eq. de rutina / g muestra

>mg eq. de (+)-catequina/ g muestra

® mmoles equivalentes trolox/g muestra

El contenido de proteina (12.54% + 0.05) de la barra frijol-avena fue superior al
de una barra comercial, ademas de tener la ventaja de ser reducida en lipidos
(14.86% = 0.18 en contraste con >20% en una barra de linaza y avena).
Ademas, la concentraciéon de flavonoides totales (5.64 + 0.51 mg eq. rutina/g),
taninos condensados (8.937 + 0.11 mg eq. (+)-catequina/g) y oligosacaridos
(rafinosa 8.22 = 0.35 mg/g y estaquiosa 25.34 + 1.45), fueron equiparables al
del frijol comun por si solo. El contenido de fibra dietética de las barras (21.44%
del contenido de carbohidratos), estuvo por arriba de lo declarado en una
formulacion encontrada en el mercado. Los parametros tecnologicos medidos
por pruebas fisicas, indicaron que la textura de las barras de frijol y avena fue
mejor que una barra comercial, sin embargo, al realizar la evaluacion sensorial
de las mismas, se encontr6 que el consumidor prefiere las caracteristicas
sensoriales de los productos ya existentes. En base a estos resultados, se

realiz6 una optimizacién del producto en cuanto a atributos sensoriales
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obteniéndose una formulacion aceptable por el consumidor y que conserva sus

caracteristicas funcionales (Gémez-Palomares, 2012).

Tomando en cuenta la evidencia clinica y el potencial de los compuestos
bioactivos presentes en frijol como agentes hipolipidémicos, en el presente
proyecto se evaluo el potencial funcional de una botana elaborada a base de

frijol y avena como una alternativa en la prevencién de la hipertrigliceridemia.

En México se comercializan varios productos clasificados en la categoria de
productos funcionales, ofreciendo beneficios a la salud pero sin estudios que
validen dichas declaraciones. Para que un alimento efectivamente declare
propiedades nutracéuticas o funcionales, es necesario tener el sustento

cientifico suficiente.

1.2.5 Legislacion de alimentos funcionales

En nuestro pais no existe una legislacion para la regulacion de productos
funcionales por lo que muchos productos que declaran reducir factores de
riesgo de varias enfermedades cronicas o mejorar la calidad de vida circulan
libremente. En el caso de Estados Unidos, la FDA permite la declaracion de
propiedades que reducen el riesgo de padecer enfermedades, soélo en el caso

de que existan evidencias cientificas publicamente disponibles (FDA, 1996).

De manera general, aquellos paises que permiten la declaraciones de
propiedades hacia la salud, lo hacen Unicamente si tienen un sustento cientifico
y han sido corroboradas con la poblacion del pais destino (Valdés Martinez y
Ruiz Ortiz, 2009).

Diversos intentos de demostrar estos beneficios han tenido un enfoque
tradicional, mediante estudios in vitro 0 en modelos animales. Los modelos en
ratones son la metodologia experimental mas utilizada para realizar estos
ensayos, no obstante, dejando de lado la facilidad de estos modelos, 65
millones de afios de evolucion indican que existen grandes diferencias entre
humanos y ratones, sobretodo en cuanto al ciclo de vida, metabolismo,
activacion y respuesta inmune (Mestas y Hughes, 2004). Por tanto, a menudo
no se pueden realizar recomendaciones concluyentes o validas del todo al

transferir los resultados de experimentos con animales hacia el hombre.
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1.2.6 Estudios clinicos de intervencién

En los dltimos diez afios, el nimero de estudios en humanos se ha
incrementado rapidamente. Los estudios clinicos experimentales se utilizan
para comparar la eficacia de un determinado tratamiento en el ser humano,
comparando la respuesta que muestra un grupo de interés clinico que ha
recibido la terapia de prueba con otro grupo control que no recibe tratamiento
(Calva-Mercado, 2000).

1.2.6.1 Criterios de inclusiéon y exclusién

Uno de los puntos importantes para realizar un estudio clinico son las
caracteristicas que los sujetos que participan deben presentar, es decir el
establecimiento de criterio de inclusion y exclusion. La variable principal de
evaluacion en el presente proyecto es la concentracion de triglicéridos séricos,
por tanto se tomé como criterio principal para la seleccion de participantes. El
intervalo de trigliceridemia se establecion entre 150 y 370 mg/dL, valores que
se encuentran entre el limite alto y el maximo permitido antes de iniciar un
tratamiento farmacolégico con fibratos o niacina (500 mg/dL) (Oh y Lanier,
2007).

Otro criterio a cumplir estuvo en relacion al sexo de los participantes. Para
reducir la heterogeneidad al escoger una muestra mixta de hombres y mujeres,
se decidié trabajar con un solo género. Las mujeres han sido uno de los
subgrupos que con mayor frecuencia se consideran para el estudio de

condiciones médicas como se describio en el apartado 1.1.3.

La edad de las participantes también fue tomada en cuenta para realizar la
seleccion. El intervalo requerido para la inclusion en el estudio fue de 18 a 49
afos, rango establecido de acuerdo a las caracteristicas del mercado al que

esta enfocado el producto (Gomez-Palomares, 2012).

Un criterio de inclusion de suma importancia es la firma de un consentimiento
informado. De acuerdo a los lineamientos de ética del Cédigo de Helsinki
(2000), los participantes deben firmar el consentimiento informado, un
documento en donde expresan su aceptacion para participar en el estudio y

seguir los procedimientos para llevarlo a cabo.
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De igual importancia que los criterios de inclusion son los de exclusion, éstos
permiten minimizar la heterogeneidad de la muestra de estudio, permitiendo al
investigador incrementar la eficacia de la evaluaciéon (Calva-Mercado, 2000).
Se excluyen aquellos factores que afecten significativamente los resultados del
estudio como presencia de enfermedades cronicas graves, tratamientos
farmacolégicos o la elevacién de marcadores clinicos que no cumplan con lo
establecido por la NOM-037-SSA2-2012 para la clasificacion de
hipertrigliceridemia.

Otro punto a considerar en estudios de intervencion, es el tamafio muestral
para poder apreciar cambios en los parametros deseados. Una limitacién en la
mayoria de los estudios actuales es un tamafio de muestra pequefio, ademas
de tiempos de intervencion cortos y el uso de sujetos sanos (Villanueva et al.,
2005). De acuerdo a lo reportado por Ramirez-Jiménez et al., (2015) en una
revision que recopila la informacion de varios estudios clinicos que evaluan el
efecto hipolipidémico del consumo de frijol, el tamafio de muestra utilizado es
muy variable. El intervalo reportado va de 7 participantes en un estudio

longitudinal de 4 meses, a 80 participantes en un estudio paralelo aleatorizado.

1.2.7 Enfoque protedmico: microarreglos de proteinas

Las tecnologias Omicas son una fuerte herramienta para demostrar la
efectividad una intervencion dietética, ademas de ayudar a descubrir, medir o
validar biomarcadores. El estudio del proteoma, incluye el analisis de conjuntos
de proteinas expresadas en un tiempo determinado y bajo ciertas condiciones.
La aplicacion de esta ciencia a la nutrigendémica provee un panorama general
del impacto de compuestos especificos sobre cierto organismo, tejido o célula

en un momento particular (Garcia-Carias et al., 2009).

El valor potencial de la protedmica en la investigacion relacionada con el
campo de la nutricion, ha sido reconocido en la Ultima década por varios
autores (Kussmann and Affolter, 2006; Milner 2007; de Roos, 2008; de Roos
and McArdle, 2008). La ventaja principal es que determina el producto funcional
de la expresion génica (proteinas) y permite la identificacion de modificaciones
gue se relacionan con la activacion o inactivacion de las proteinas por efecto de

la intervencion de la dieta (de Roos, 2010).
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La hipertrigliceridemia es una condicion fuertemente asociada al metabolismo
del tejido adiposo, un 6rgano que modula la produccion de diversas proteinas
plasmaticas que son consideradas marcadores de riesgo de obesidad y
enfermedades cardiovasculares, sobre todo de aquellas que estan involucradas
en procesos inflamatorios (van de Woestijne et al., 2011). Esta condicién esta
mediada por tres mecanismos principales: el aumento en la infiltracion local de
macrofagos productores de citocinas inflamatorias (Bullo et al., 2003; Weisberg
et al., 2003), el aumento en estrés del reticulo endoplasmatico que provoca la
activacion de cascadas de sefializacion inflamatorias como la via de la quinasa
c-Jun N-terminal (JNK por sus siglas en inglés) y la via del factor de
transcripcion nuclear kappa B (NF-kB por sus siglas en inglés) (Hotamisligil,
2010), y una mayor liberaciéon de acidos grasos libres que pueden unirse al
receptor tipo Toll 4 (TLR4) lo que exacerba la produccion del factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), otra importante citocina inflamatoria (Shi et al., 2006;
Nguyen et al., 2007)

1.2.7.1 Microarreglos de proteinas

El desarrollo de la tecnologia ha permitido la creacion de metodologias
minimamente invasivas y capaces de analizar una vasta variedad de
informacion en relativamente poco tiempo. Existe ademas una demanda
emergente del descubrimiento y validacion de nuevos biomarcadores en el
campo de enfermedades como obesidad y sobrepeso (Kussmann et al., 2006),
asi como enfoques que apuntan al desarrollo de dietas personalizadas, para lo
cual se hace necesario el uso de tecnologias que manejen grandes volumenes

de informacion.

Los microarreglos de proteinas son una tecnologia de alto rendimiento, que
permite el analisis de unas pocas hasta miles de proteinas en un solo analisis.
La estructura de un microarreglo consiste en un soporte solido de vidrio o una
membrana en la cual se imprimen anticuerpos para las diferentes proteinas de
interés. Dichos anticuerpos se inmovilizan en un espacio delimitado formando
una matriz de proteinas de alta densidad (Hu et al.,, 2011). Actualmente se
usan tres tipos, los microarreglos analiticos, los funcionales y los de fase

reversa. Los primeros se utilizan usualmente con muestras complejas para
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medir afinidad, especificad y cambios en los niveles de expresidon de proteinas
(Hall et al., 2007). En esta categoria se encuentran los arreglos de anticuerpos,
los més utilizados para diagnéstico clinico. En este tipo de arreglos, una
variedad de anticuerpos se inmovilizan a través de uniones covalentes al
soporte sélido y se pone en contacto con la muestra; posteriormente se afiade
un segundo anticuerpo biotinilado que se une al complejo proteina-anticuerpo.
El segundo anticuerpo puede ser detectado mediante la adicién de
estreptavidina, un compuesto con alta afinidad a biotina que cominmente se

conjuga con un fluoréforo (Bertone y Snyder, 2005).

Por otra parte, los microarreglos funcionales contienen proteinas funcionales
completas y se utilizan para estudiar actividad bioquimica principalmente
interacciones entre proteinas (Hall et al., 2007). Por ultimo, en los microarreglos
de fase reversa se utilizan proteinas celulares de la muestra de interés para
inmovilizarse en el arreglo, posteriormente anticuerpos contra estas proteinas
se afiaden y el complejo formado puede medirse mediante técnicas de
guimioluminiscencia (Mueller et al., 2010).
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Il. JUSTIFICACION

En México, la hipertrigliceridemia es el tipo de dislipidemia mas comun,
presentando prevalencias del 55% al 58% de la poblacion total. Se sabe que
este desorden es un factor de riesgo para el desarrollo de otras patologias
cronicas como obesidad y enfermedades cardiovasculares, la causa principal
de mortalidad en nuestro pais. La prevencion y manejo dietético de la
hipertrigliceridemia se ha propuesto como una alternativa efectiva para su
atenuacion. En este sentido, han surgido recientemente diversos estudios
sobre las propiedades hipolipidémicas de alimentos vegetales tradicionalmente
consumidos en México, como es el caso del frijol comun. De igual manera, se
han hecho numerosos esfuerzos para incorporar a esta leguminosa en la
formulacion de alimentos listos para consumo con un mejor perfil nutricional y

funcional.

En investigaciones previas se elabor6 un refrigerio a partir de harinas de frijol
comun y avena, el cual mostro tener un buen perfil nutricional y nutracéutico en
estudios in vitro. Para poder validar dichas propiedades, es necesario tener un
sustento cientifico adecuado, razon por la que a lo largo de este proyecto, se
evalua el efecto del consumo del refrigerio sobre el nivel de triglicéridos en una
poblacién que presenta hipertrigliceridemia, realizando un estudio clinico de

intervencion.

Debido a que dicha enfermedad tiene un fuerte vinculo con procesos
inflamatorios, especificamente con el incremento de citocinas y adipocinas
inflamatorias, se determinaron los cambios de ciertas proteinas plasmaticas

relacionadas con el metabolismo lipidico.
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IV. HIPOTESIS

El consumo diario de un refrigerio de frijol-avena disminuye el nivel de
triglicéridos séricos y el perfil de proteinas plasmaticas en mujeres mexicanas

con hipertrigliceridemia.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de un refrigerio de frijol-avena sobre la concentracion de
triglicéridos séricos y perfil de proteinas plasmaticas en mujeres
hipertrigliceridémicas después de 2 meses de consumo.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Caracterizar el perfil nutracéutico de harina de frijol coman sometido a
diferentes tratamientos térmicos, para la variedad Bayo Madero.

5.2.2 Monitorear los cambios en antropometria y composicion corporal por

efecto del consumo de la barra durante 2 meses de estudio clinico.

5.2.3 Determinar el efecto del consumo de una barra de frijol-avena sobre el

perfil lipidico y glucosa en sangre.

5.2.4 Evaluar la concentracion de proteina C-reactiva, insulina, resistencia a

insulina y su asociacion con hipertrigliceridemia.

5.2.5 Estudiar cambios en proteinas plasmaticas relacionadas con el
metabolismo lipidico después de 2 meses de consumo del producto

mediante microarreglos de proteinas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Estrategia experimental
En la Figura 6 se muestra la estrategia general de la investigacion.

Harina de frijol comun Harina de avena
(Phaseolus vulgaris L.) (Avena sativa)

Elaboracion del refrigerio de frijol-avena
(Ramirez-Jiménez, 2010)

Caracterizacion quimica
Perfil electroforético de
proteinas i f=F
Digestibilidad de carbohidratos SHEETE CliniEe
Cuantificacion de oligosacaridos
Perfil de compuestos fenélicos
Capacidad antioxidante . .,
Propiedades tecnolégicas: Reclutamiento y seleccion
indice de absorcién de agua y
aceite

Evaluacion Asignacion de grupos:
antropometrica y control/tratamiento
dietética Triglicéridos: 150-370 mg/dL

Peso, indice de masa

corporal, indice de cadera y
cintura, cuestionario de sangre
frecuencia de alimentos

Muestras de

Mujeres 18-49
afos
Estudio de
intervencion
aleatorizado
paralelo

Perfil de lipidos
Glucosa

Composicion
corporal
Bioimpedancia

% Grasa total

% Masa magra

% Grasa visceral

% Grasa subcutanea

Plasma Suero
Marcadores
Biomarcadores Perfil de expression clinicos
de proteina
. . Triglicéridos
Irr::ﬁilr?: Coreactiva Microarreglos de Colesterol
proteinas HDL/LDL
182 protein Human Obesity Glucosa

Antibody array (Raybiotech)

Resistencia a insulin
(HOMA INDEX)

[ Analisis bioinformatico ]

Figura 6. Estrategia experimental del proyecto de investigacion
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6.2 Materiales biolégicos

El refrigerio de frijol-avena se elabor6 con frijol comun (P. vulgaris) de la
variedad Bayo, donado por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), campo experimental del Bajio. La avena (A.
sativa) fue comprada en el comercio local en presentacion de hojuelas. El resto
de los ingredientes para la formulacion de las barras fueron obtenidos de

comercializadoras de materias primas locales.

6.3 Reactivos

La a-amilasa, proteasa, amiloglucosidasa, tripsina bovina pancreética, o-
quimiotripsina bovina pancreatica, vainillina, rutina, (+)-catequina, dimetil
sulfoxido, rojo de metilo, estandares de rafinosa y estaquiosa, J-
mercaptoetanol, asi como el kit de glucosa son de la marca Sigma Chemical
Co., (USA). El sulfato de sodio y calcio, hidréxido de sodio y potasio, éter
etilico, fosfato de sodio y potasio, etanol, acido clorhidrico, acido tricloroacético,
acido aceético y metanol de la marca J.T. Baker. De igual manera, la rutina,

DPPH y trolox fueron adquiridos de Aldrich Chemicals.

La urea, marcador de proteinas (Benchmark Protein ladder), buffer 10X TBE,
Glicina ultrapura, TRIS grado MB seran de Invitrogen (Burlington, Ont,
Canada). El kit Protein Assay, DTT, TEMED, Bis-acrilamida 30% Yy reactivos
para isoelectroenfoque de Bio-Rad (Hércules, CA, USA). Las tiras de gradiente
inmovilizado 7 cm (Immobiline Drystrip) y el aceite mineral de GE, Healthcare
(Uppsala, Suecia). Chaps ultrapure y SDS fueron adquiridos en
USB corporation (Cleveland, OH USA).

6.4 Diseno del estudio de intervencion

Se realiz6 un estudio de intervencion en paralelo y aleatorizado. Se
seleccionaron mujeres adultas en un intervalo de edad de 18 a 49 afios, de un
grupo de voluntarias que fueron reclutadas en la Ciudad de Querétaro. Las
voluntarias fueron citadas en la Clinica Universitaria de Nutricion en la Facultad
de Ciencias Naturales de la UAQ, en donde firmaron un formato de

consentimiento informado (Anexo |) y llenaron su historia clinica, que consistio
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en un cuestionario sobre su registro médico, alimentacion y actividad fisica
(Anexo Il). Se les realizd un diagndstico clinico y antropométrico, después del
cual, aquellas que presentaron triglicéridos elevados (150<TG<370 mg/dL)
fueron seleccionadas para la formacion de los grupos de estudio. Una vez
asignados los grupos (tratamiento y control), ambos recibieron orientacion
nutricional al inicio del estudio (Anexo Ill). El grupo tratamiento consumi6
ademas una porcién de 50 g de producto (equivalente a 6 barras) diariamente

durante dos meses.
Los grupos se conformaron de la siguiente manera:

e Grupo 1 (tratamiento): Administracion de barra frijol-avena a individuos
con diagnéstico de triglicéridos séricos >150 - < 370) + orientacion
nutrimental

e Grupo 2 (control): Individuos con diagnostico de triglicéridos séricos
>150 - < 370 + orientacion nutrimental

El apego al tratamiento fue monitoreado de manera semanal de acuerdo al
formato que se muestra en el Anexo IV, mismo que se llenaba el dia de la
entrega de producto. Las participantes registraron el consumo de alimento
diario en el formato indicado en el Anexo V, el cual entregaban de manera

semanal.

6.4.1 Criterios de inclusién

e Mujeres, de 18 a 49 afios de edad

e Participacion voluntaria

e Firma de consentimiento informado

e Presentar hipertrigliceridemia aislada (150<TG<370 mg/dL), definida
segun los criterios del Panel de tratamiento para adultos Il (ATP Il por
sus siglas en inglés), sin tratamiento farmacolégico actual.

e Consumo habitual de frijol o gusto por este alimento
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6.4.2 Criterios de exclusién

6.4.3.

Presencia de patologias cronicas severas como diabetes mellitus I,
hipertension arterial no controlada, sindrome de intestino irritable y/o
cualquier tipo de cancer.

Tratamientos farmacoldgicos antiinflamatorios

Valores de glucosa > 100 mg/dL, colesterol total > 240 mg/ dL,
colesterol Idl > 160 mg/dL

Intolerancias alimentarias referidas por interrogatorio, que les impidan el
consumo de alimentos con fibra, o presenten malestar ante el consumo

de frijol.

Criterios de eliminaciéon

Aquellos que una vez iniciado el estudio requieran un tratamiento
medico

Quienes no cubran con todas las evaluaciones requeridas durante el
estudio.

Sujetos que voluntariamente decidan no participar una vez que iniciaron
el estudio, inflamacién aguda, disminucion drastica de peso reciente, o
gue estén bajo medicacion que influya en la investigacion.

Quienes obtengan un apego menor del 90% medido semanalmente
Aquellos que a criterio del investigador ameriten ser eliminado si fuera

necesario.

La totalidad del estudio, se realiz6 siguiendo los lineamientos de ética del

Cddigo de Helsinki incluyendo un documento para firma de consentimiento

informado. Este estudio fue sometido a evaluacién del Comité de Bioética de la

Facultad de Ciencias Naturales (FCN) de la Universidad Autonoma de
Querétaro (UAQ), obteniendo la aprobacion el 4 de Octubre de 2013 (Anexo

V).

6.4.4 Reclutamiento

La convocatoria para participar en el estudio se hizo por medios escritos y

orales, en forma de cartel o poster que fueron pegados en las diferentes
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facultades de la UAQ, asi como en centros de investigacion y centros médicos.
También se distribuyeron volantes en lugares de reuniébn como cafeterias y
salidas de la Universidad, centros de investigacion y clinicas. Dicha
convocatoria contenia informacion con una breve introduccion sobre los
beneficios del consumo de frijol, descripcion del estudio, criterios de inclusion,
beneficios y contacto.

6.4.5 Evaluacion nutricional y clinica

Una vez que se realizo el reclutamiento, las interesadas asistieron a la Clinica
de Nutricion de la FCN en la UAQ campus Juriquilla. El proceso que se siguio
para la seleccién de los sujetos se describe a continuacion:

1. Se les inform6 verbalmente sobre el proceso de seleccion y las
evaluaciones que se realizarian en esa sesion y a lo largo del
estudio, incluyendo una descripcién del consentimiento informado y
llenado de la historia clinica.

2. Una vez que el consentimiento se firmo, se procedié a tomar las
muestras sanguineas por parte de personal de la clinica Universitaria
de Nutricion.

3. Se determind la composicion corporal mediante un equipo de
Bioimpedancia eléctrico Scan Plus Il. Posteriormente se tomaron
medidas antropométricas, peso y talla. Estas evaluaciones las
realizaron dos nutridlogas de la FCN que fueron capacitadas para
tal proposito.

4. Las participantes acudieron al centro de computo de la FCN para
realizar un cuestionario de frecuencia de alimentos validado por dicha
facultad (Galvan-Portillo, et al. 2011).

5. Los resultados se entregaron por escrito a cada una de las
participantes y se les notificé la asignacion al estudio clinico.

6. El total de participantes se aleatoriz6 en los dos grupos de estudio y
se procedié a dar una sesion de orientacion nutrimental basada en
los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-043-SSA2-2005.
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6.4.6 Historia clinica y antropometria

La historia clinica se construyd en base a los antecedentes personales
médicos, patoldgicos, familiares, asi como el registro de consumo de

medicamentos y factores de estilo de vida (ejercicio y dieta).

Las mediciones antropométricas tomadas de manera adecuada son un
indicativo del estado nutricional del individuo. Este procedimiento ser realizé en
base a los criterios establecidos por el Panel de Tratamiento para Adultos IlI
(ATP Il por sus siglas en inglés) y fue ejecutado por dos nutriélogas de la FCN,
las cuales han sido estandarizadas en esta técnica. Las mediciones realizadas

fueron: peso, estatura, circunferencia de cintura y cadera.

El indice de masa corporal (IMC) puede calcularse a partir de estos datos con

la siguiente formula:
IMC= Peso (Kg)/Estatura (m)2

En esta ocasion, el IMC se obtuvo por medio de un equipo de Bioimpedancia

eléctrica.

En cuanto a la circunferencia de cintura y cadera, de acuerdo al ATP llI, una
circunferencia de cintura mayor a 88 cm y un indice de cintura-cadera (ICC)

mayor a 0.8 conllevan un riesgo alto de desarrollar sindrome metabdlico.

ICC= Circunferencia de cintura (cm)/ Circunferencia de cadera (cm).

En el Cuadro 4 se muestran los valores de referencia para la clasificacion

poblacional del estado nutricional de acuerdo al IMC.
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Cuadro 4. Clasificacion del estado nutricional de acuerdo al indice de masa
corporal

Categoria IMC (Kg/m?)
Bajo peso 18.5
Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad grado | 30.0-34.9
Obesidad grado li 35.0-39.9
Obesidad grado Il (extrema) > 40.0

(ATP 1Il, 2012)

6.4.7 Evaluaciéon de héabitos alimenticios

6.4.7.1 Frecuencia de consumo de alimentos

Este cuestionario brinda informacion sobre la frecuencia con la que cierto
alimento es consumido en un periodo de tiempo, en este caso, un afo. El
cuestionario que se aplicod en el presente estudio ha sido estandarizado por la
FCN para contestarse directamente en un equipo de computo, con una hoja de
célculo de Excel. Los grupos de alimentos incluidos en el cuestionario son
cereales, lacteos altos en grasa, lacteos bajos en grasa, frutas, verduras,
leguminosas, aguacate, aceites vegetales, grasas animales, pescados Yy
mariscos, carne roja, aves, huevo, carne procesada, cereales refinados,

cereales integrales, alcohol y azuicares agregados.

Esta sesion fue dirigida por dos nutridélogas de la FCN que estuvieron presentes
para dar las instrucciones de llenado del cuestionario, indicaciones sobre
porciones de alimentos y ayudar a contestar el formato a las personas que no

sabian utilizar la computadora.

6.4.8 Orientacidon nutricional

Para la orientacion nutricional se realizaron dos sesiones por dia con grupos de
10 personas cada una. La encargada de llevar a cabo esta parte de la
metodologia fue una nutridloga del Posgrado de Alimentos del Centro de la

Republica.
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El objetivo general de esta orientacion fue dar a conocer de manera general los
grupos alimentarios y la manera de tener una alimentacién adecuada. De
acuerdo a la NOM-037-SSA2-2012, para la prevencion, tratamiento y control de
las dislipidemias una vez que se detectan niveles elevados de TG se debe

proceder a dar recomendaciones nutrimentales.

Para ambos grupos de estudio, se les dio a conocer el plato del bien comer, se
les explicé como estan conformados los diferentes grupos alimentarios y se les
entrego una formato con el Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes.

Para el grupo que consumio el refrigerio, esta sesion también tuvo la finalidad
de hacer énfasis en la sustitucibn de alimentos altamente caldricos, que
generalmente se consumen entre comidas, por el refrigerio de frijol-avena. La
manera en que se recomienda consumir el producto, es como refrigerio o
colacion entre comidas y se resalto el hecho de que no pretende sustituir una

comida completa.
La distribucion de la ingesta calorica que se recomendd fue la siguiente:

Carbohidratos 55%
Proteinas 20%
Grasas — 25%
o Relacién grasas saturadas, poliinsaturadas y monoinsaturadas
1:1:1
Fibra > 30 g/dia

Durante esta sesion se les indicO la manera de llenar los formatos de
adherencia a las recomendaciones y consumo de la barra, que se describen en
el anexo IV. Estos formatos se usaron para monitorear el consumo del
producto, agrado, satisfaccion y apego de las mujeres al consumo del
refrigerio. En el caso de aquellas que solo recibieron orientacion alimentaria, se

monitore6 el consumo de alimentos y calorias a lo largo del estudio.
6.4.9 Dieta y administracion de la barra

Las participantes del estudio consumieron una dosis de 50 g (6 barras)

diariamente a lo largo de 2 meses. La forma de consumo fue como refrigerio
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dividido en dos tomas, una por la mafiana y una por la tarde. Es importante
resaltar que la ingesta de este producto, tuvo como propdésito ser un refrigerio

solamente y no sustituir las comidas principales.

6.4.9.1 Caracteristicas del refrigerio

El refrigerio administrado consistié en una barra elaborada a partir de harina de
frijol (30%) y avena (24%), como lo describe Ramirez-Jiménez (2010). Se trata
de un producto crujiente, tipo botana laminada que tiene la ventaja de
portabilidad, conveniencia y facilidad de consumo. No necesita refrigeracion

para almacenamiento y puede consumirse s6lo o acompafiado.

La presentacion para el consumidor es en empaque metalizado con barrera a
la luz, humedad y oxigeno. Cada paquete contiene 6 barras de dimensiones

70mm x 40mm x 4 mm.

Las barras se elaboraron en las instalaciones del Programa de Posgrado en
Alimentos del Centro de la Republica (PROPAC), Facultad de quimica de la
Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ), en donde se tiene montada una
pequefia planta piloto exclusiva para la produccion de este producto. La
preparacion de las barras estuvo a cargo de 6 alumnos de la carrera de
Ingeniero Quimico en Alimentos, bajo los lineamientos que marcan las buenas
practicas de manufactura (NOM-120-SSA1-1994) y en conformidad con la
NOM-187-SSA1/SCFI-2002. En la Figura 7 se describe la forma de elaboracion

del refrigerio.

37



Frijol {Bayo Madero) Avena

!

Coccién (95°C 1 2.5h)

:

Secado (50°C { 12h)

L 4

Molienda

|

Adicion de ingredientes menores

L 3
Mezclado y amasado

L 3
Compresion y corte

l

Hormeado 120°C/0.5h

|

Enfriamiento a temperatura
ambiente

Figura 7. Diagrama de flujo de la elaboracion de la barra de frijol-avena

En cuanto al contenido nutrimental, una porcién diaria del refrigerio (50 g) tiene
un contenido energético de 310 kcal. Proporciona 46.63 g de carbohidratos, de
los cuales 13.6 g son de fibra dietética total, 14.68 g de proteina y 7.34 g de

grasas. Esta cantidad es equivalente a 85.7 g de frijol cocido.

6.4.10 Evaluacién de cambios en antropometriay composicién corporal

La evolucion del peso, indice de masa corporal (IMC), porcentaje de grasa
corporal, grasa visceral, masa magra, cintura y cadera de las participantes se
midi6 de manera semanal usando un equipo portatii Omron de Bioimpedancia
modelo Hbf 501.
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6.5 Evaluacién clinica

Las muestras de sangre se recolectaron después de un ayuno de 12 h,
realizandose una toma al inicio del tratamiento y al final (después de 2 meses).
Este procedimiento se llevd a cabo en las instalaciones de la clinica de
nutricién de la FCN.

Para tal proposito, se realizé una venopuncion en el brazo para la extraccion de
sangre hacia tubos de vacio (Vacutainer) con tapén morado, que contienen
EDTA como anticoagulante, con tapén amarillo sin anticoagulante y con tapon
verde conteniendo heparina de sodio. Las muestras se almacenaron a 4°C
hasta su uso posterior. El fluido se proceso dentro de las 4 horas siguientes
para la separacion de suero y plasma, después de lo cual se procedid

inmediatamente al almacenamiento a -70 °C.
6.5.1 Perfil de lipidos y glucosa basal

La sangre sin anticoagulante se utilizé para separar el suero y determinar el
perfil lipidico y glucosa basal. Para tal propoésito, los tubos vacutainer se
centrifugaron a 2500 RPM durante 15 min. El sobrenadante se transfirid a

tubos eppendorf para almacenarse en alicuotas de 500 .

La determinacion de triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL se realiz6 mediante
un método espectrofotomeétrico, utilizando el kit comercial Spinreact (Spinreact,
S.A.Girona, Espafia) y el equipo Mindray BS-120 (DS, EUA).

Las muestras almacenadas en tubos con anticoagulante se utilizaron para
aislamiento de plasma. Para tal propdsito, los tubos vacutainer se centrifugaron
a 2500 RPM durante 15 min. El sobrenadante se transfirio a tubos eppendorf

para almacenarse en alicuotas de 500 pl.

6.5.2 Proteina C-reactiva ultrasensible (us-PCR)

La cuantificaciéon de proteina C-reactiva ultrasensible se realiz6 en plasma,
mediante el kit inmunoenzimatico hs-CRP de la marca Accubind (Monobind Inc,
Lake Forest, USA).
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En este método se utilizaron placas de 96 pozos, cada uno recubierto de una
capa de estreptavidina, un compuesto de alta afinidad por la biotina. Al agregar
una solucién que tiene una mezcla del anticuerpo secundario biotinilado, el
anticuerpo primario unido a la enzima peroxidasa de rdbano picante y un
colorante, se forma un complejo entre la streptavidina y la biotina, permitiendo
gue la mezcla quede fija en el fondo del pozo. Posteriormente se agrega la
muestra que contiene el antigeno (proteina C-reactiva) que se unira a su
respectivo anticuerpo y el peroxido de hidrégeno (sustrato de la enzima
peroxidasa), la reaccién que se lleva a cabo emite una coloraciéon que puede
leerse en un espectrofotometro y es proporcional a la cantidad de antigeno. La
concentracion de los compuestos de interés se puede obtener mediante una de

calibracion con soluciones de concentracidon conocida.

El procedimiento para realizar esta técnica estuvo de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.

1. Se diluyé la solucion concentrada diluyente de suero a 200 ml con agua
desionizada o destilada. La solucion se almacen6 a 4°C.

2. Para la preparacion de la solucion de lavado, se diluyo el contenido del
frasco con la solucién concentrada a 1000 ml y se almacend a
temperatura ambiente (maximo 60 dias).

3. Se preparé la solucion de trabajo necesaria para la cantidad de
muestras, mezclando voliumenes iguales del reactivo sefia A y reactivo
sefal B. Una vez preparada, esta mezcla debe usarse dentro de las 36 h
siguientes.

4. Las muestras de plasma se diluyeron en una proporcion 1:200 antes de
realizar el analisis, para lo cual se tomaron 10 pl del espécimen de cada
paciente en 2 ml de diluyente de suero.

5. Para el analisis se realizaron duplicados de todas las muestras y se
realizd una curva estandar utilizaron los calibradores proporcionados por
el kit cuya concentracién estuvo en el intervalo de 0 a 300 pg/ml del
antigeno de proteina C-reactiva.

6. Se afiadieron 25ul de calibrador o muestra en los pozos designados en

la placa y se afadieron 100 pl del reactivo de la enzima us-PCR
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(conteniendo 1gG monoclonal de raton biotinilada y anti us-PCR
conjugado con peroxidasa de rdbano picante) a cada pozo.

7. Se agité suavemente por 20-30 segundos para mezclar y posteriormente
se incubd por 15 min a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, el
contenido de la placa se decanté completamente y se agregaron 350 pl
de solucién de lavado.

8. Se repiti6 el paso 7 dos veces para completar tres lavado,
inmediatamente se agregaron 100 pl del reactivo de trabajo a todos los
pozos y se incubd por 15 min.

9. Se agregaron 50 pl de la solucion stop agitando durante 20-30 s. La
placa se ley6 en un espectrofotdmetro de la marca varioskan dentro de
los 30 minutos siguientes a 450nm. Los resultados se reportaron en

pg/mil.

6.5.3 Resistencia ainsulina

La cuantificacion de insulina se realizé en plasma, mediante el kit Rapid Insulin
Test de la marca Accubind (Monobind Inc, Lake Forest, USA). El fundamento
de la técnica es el mismo que se describié para la cuantificacion de us-PCR en

la seccion 6.5.2.

El procedimiento para realizar esta técnica estuvo de acuerdo a las

instrucciones del proveedor.

1. Se preparo la solucion de lavado diluyendo el contenido del frasco con la
solucion concentrada a 1000 ml y se almacené a temperatura ambiente
(maximo 60 dias).

2. Para el analisis se realizaron duplicados de todas las muestras y se
realizd una curva estandar utilizaron los calibradores proporcionados por
el kit cuya concentracion estuvo en el intervalo de 0 a 300 pUlI/ml de
insulina.

3. Se afadieron 50 ul de calibrador o muestra en los pozos designados en
la placa y se afiadieron 100 pl del reactivo del reactivo enzimatico de

insulina (que contiene IgG x-insulina monoclonal de raton marcada con
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una enzima, x-insulina IgG purificada monoclonal de raton biotinilizada)
a cada pozo.

4. La placa se agit6 suavemente por 20-30 segundos para mezclar y
posteriormente se incubd por 60 min a temperatura ambiente. Pasado
este tiempo, el contenido de la placa se decantdé completamente y se
agregaron 350 pl de solucién de lavado.

5. Se repiti6 el paso 7 dos veces para completar tres lavado,
inmediatamente se agregaron 100 pl del reactivo de trabajo a todos los
pozos y se incubd por 15 min.

6. Se agregaron 50 pl de la solucién stop agitando durante 15-20 s. La
placa se ley6é en un espectrofotometro de la marca varioskan dentro de
los 30 minutos siguientes a 450nm. Los resultados se reportaron en
pul/ml.

La resistencia a insulina se determin® mediante el calculo del indice HOMA de

acuerdo a la siguiente ecuacion:
HOMA = glucosa * insulina /405

6.6 Métodos analiticos

6.6.1 Preparacion de las muestras

Las semillas crudas se molieron finamente (KRUPS GX4100, México) hasta
pasar por un tamiz malla 60 y se almacenaron en bolsa de papel y polietileno a

4°C hasta su uso posterior.

Para la coccion, las semillas de frijol comin se sometieron a un tratamiento
térmico de acuerdo a la metodologia descrita por Aparicio-Fernandez et al.,
(2005). Brevemente, se pesaron 500 g de muestra y se agregaran 2.5 L de
agua destilada. La coccion se llevé a cabo por 2.5 hrs a 90 °C £ 1 en un plato
caliente marca Corning. Una vez terminado el tratamiento, se tomaron 500 g de
frijol incluyendo el agua de coccién, se dejaron enfriar a temperatura ambiente
para después congelarse a -70 °C por 24 h. Posteriormente se liofilizaron

150g, se molieron, tamizaron y almacenaron como se indic6 para frijol crudo.

El resto del frijol cocido se sec6 en un horno de conveccién marca Felisa (Hafo

series 1600). La muestra (500 g incluyendo el agua de coccién) se transfirio a
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charolas de aluminio procurando tener un espesor de 1cmy se sec6 a 60 °C
por 12 h. Una vez transcurrido este tiempo, el frijol se enfrié a temperatura
ambiente, se molid, tamiz6 y almacend hasta realizar los analisis

correspondientes.

En cuanto al refrigerio de frijol-avena, las muestras se prepararon siguiendo el
procedimiento descrito por Ramirez (2010) y optimizado por Gémez-Palomares
(2012) como se describié en la Figura 7. El producto final se molié hasta pasar
por una malla 60 y se almacend en bolsas plasticas a 4°C hasta su uso.

6.6. Cuantificacién de compuestos fendlicos.

La cuantificacion se llevé a cabo en el extracto metandlico de las muestras en

estudio.

6.6.2.1 Extracto metanodlico

Para obtener el extracto metandlico de acuerdo al meétodo descrito por
Cardador-Martinez et al. (2002), se colocé 1 g de muestra en un matraz y se
adicionaron 10 ml de metanol. Se cubrieron los frascos con papel aluminio y se
agitaron durante 24 h a 25°C. Pasado este tiempo, el extracto se transfirio a
tubos Corning de 50 ml y se centrifugd a 5000 RPM por 10 min a 4°C. El
sobrenadante obtenido se utilizé para la cuantificacion de compuestos fendlicos
por métodos espectrofotométrico, por HPLC y para determinacion de capacidad

antioxidante.

6.6.2.2 Cuantificacion de taninos condensados

Se utilizé la metodologia descrita por Deshpande y Cheryan (1985,1987) con
las modificaciones sugeridas por Feregrino-Pérez et al. (2008) para su
adaptacién en microplaca. Se colocaron 50 pl del extracto metandlico en los
pozos de la microplaca y se adicionaron 200 ul de reactivo de vainillina 1% -
HCI 8% (1:1). Las muestras se analizaron por triplicado a una absorbancia de
540 nm en un espectrofotometro Thermo Electron Corporation (Multiskan
AscentR, Model 51118307). Las lecturas se compararon contra una curva

estdndar de (+)-catequina con un intervalo de 0-1 mg/ml del estandar de
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referencia. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de (+)-

catequina/gr muestra.

6.6.2.3 Cuantificacion de flavonoides totales

De acuerdo al método de Oomah et al. (2005), se colocaron 50 pl del extracto
metandlico en la microplaca y se adicionaron 180 pul de agua destilada, seguido
de 20 pl de soluciébn de 2-aminoetildifenilborato al 1% en metanol. Las
muestras se analizaron a una absorbancia de 404 nm en espectofotometro
(Thermo Electron Corporation, Multiskan AscentR, Model 51118307). Los
resultados, se compararon contra una curva estandar de rutina con un intervalo
de 0 a 50 pl/ml, siendo expresados como mg equivalentes de rutina por gramo

de muestra.

6.6.3 Capacidad antioxidante

6.6.3.1 Determinaciéon de capacidad antioxidante por el método ABTS.

El ensayo se realizo siguiendo la metodologia propuesta por Nenadis et al.
(2004) con algunas modificaciones. Brevemente, en una placa de 96 pozos se
afadieron 0.02 ml de extracto metandlico (expresado como 100 uM
equivalentes de (+)-catequina) y se agregaron 230 uM de la solucién preparada
de ABTS (5 ml de una solucién acuosa de ABTS 7mM y 88 ul de una solucion
de persulfato de sodio (K2S208) a 140 mM para obtener una concentracion
final de 2.45 mM, después de almacenarla en obscuridad durante 16 hrs, la
solucion que contiene el radical se diluyd en etanol hasta que el valor inicial de
absorbancia alcanzado fue de 0.7 + 0.5 a una A de 734 nm). Tanto el extracto
metanolico como los estandares se prepararon por triplicado. La placa se leyo
al tiempo 0, 10, 30, 60, 90 y 120 min a 520 nm en un espectrofotdmetro
(Thermo Electron Corporation, Multiskan AscentR, Model 51118307),
manteniéndose cubierta de la luz entre lecturas. La capacidad antioxidante se

expresd como ug equivalentes de Trolox (TEAC).

6.6.3.2 Determinacién de capacidad antioxidante por el método DPPH.

Se utilizé el método original de Brand-Williams et al. (1995) modificado por
Fukumoto y Mazza (2000) adaptado para su uso en microplaca. Brevemente,

en una placa de 96 pozos se afiadieron 0.02 ml de extracto metandlico
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(expresado como 100 uM equivalentes de (+)-catequina) y 0.2 ml de solucién
de DPPH (150 pM). Tanto el extracto metandlico como los estandares se
prepararon por triplicado. La placa se leyo al tiempo 0, 10, 30, 60, 90 y 120 min
a 520 nm en un espectrofotémetro (Thermo Electron Corporation, Multiskan
AscentR, Model 51118307). La placa se mantentuvo cubierta de la luz entre
lecturas. La actividad antirradical (ARA) se calcul6 como el porcentaje de
inhibicion de DPPH, usando la siguiente ecuacion (Burda & Oleszek, 2001):

ARA =100 x (1 — Amuestra/ A control)
Dénde:
A muestra= la absorbancia de la muestra a 520 nm
A control= la absorbancia del control (ausencia de antioxidante)

6.6.3.3 Determinacién del perfil de compuestos fendélicos por HPLC

6.6.3.3.1 Obtencion de extractos de fenoles libres y ligados

Para determinar la totalidad de compuestos fendlicos tanto libres como ligados
a alguna macromolécula o pared celular, se analizo el extracto de fenoles libres
y el extracto después de una hidrolisis basica de acuerdo a la metodologia de
Aguayo-Rojas et al., 2012. Brevemente, se obtuvo el extracto de fenoles libres,
a partir de una muestra de 0.5 g de harina de frijol desgrasada, que fue
adicionada con 10 ml de una mezcla fria de etanol-agua (80:20, v/v) y agitada
en un plato magnético por 10 min a 50 rpm. La solucion se centrifugé a 3000 x
g durante 10 minutos y se recuperé el sobrenadante. Este extracto fue
concentrado en el rotavapor a 45°C hasta tener un volumen final de 2 ml, el

cual fue almacenado a -20°C protegido de la luz hasta su posterior uso.

Para obtener el extracto de fenoles ligados la pastilla obtenida por
centrifugacion se resuspendio en 20 ml de NaOH 2 My se le inyectd nitrdgeno
gaseoso para desplazar el aire presente en el espacio de cabeza antes de
realizar la digestion. Posteriormente, las muestras se hidrolizaron a 95 °C/ 30
min y a 25 °C/ 60 min en un plato de agitacibn magnético. Se agregd una
cantidad suficiente de HCI para neutralizar el NaOH. La solucion obtenida se

lavo 5 veces con 10 ml de acetato de etilo, aspirando cuidadosamente fase
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superior y transfiriéndola a un tubo nuevo en cada ocasion. Finalmente, los
extractos se rotaevaporaron hasta sequedad a 45 °C. Las muestras fueron
almacenadas en viales protegidas de la luz a -20 °C hasta su uso posterior.

6.6.3.3.2 Determinacion de compuestos fendlicos presentes en extractos
de fenoles libres y ligados por HPLC

Las muestras del extracto de fenoles ligados resuspendidas en 2 ml de etanol y
el extracto de fenoles libres se transfirieron una columna Sep-Pak (Waters)
previamente equilibrada con metanol. Se hicieron cuatro lavados con diferentes

eluyentes en el siguiente orden para obtener cuatro fracciones:
F1: 6 ml de agua grado HPLC a pH 7
F2: 6 ml de acetonitrilo al 16%
F3: 6 ml acetato de etilo puro
F4: 2 ml de etanol al 80%

Cada una de las fracciones fue rotaevaporada hasta sequedad bajo las
condiciones antes descritas (ver seccion 6.6.2.3.1) y resuspendidas en 2 ml de
metanol. Para el andlisis en HPLC se utilizé una columna Zorbax Eclipse XDB-
C18 4,6 x 250 mm 5. um. La fase movil fue acetonitrilo:agua (acido acético 1%)
en una proporcion 90:10 con un flujo de 1 ml/min. Se inyectaron 20 ul de
muestra y cada corrida fue de 15 minutos. Para obtener la identificacion y
cuantificacion de los compuestos se utilizaron los siguientes estandares:
catequina, rutina, quercetina, vainillina, acido elagico, acido cafeico, acido p-

cumarico, acido ferulico, acido galico, acido clorogénico y acido sinapico.

6.6.3.3.3 Determinacion de compuestos fendlicos presentes en la barra de
frijol comun

6.6.4 Determinacion de fibra insoluble

La extraccion de la fraccidn insoluble se llevo a cabo por el método de Shiga et
al. (2003), en donde por cada gramo de frijol pulverizado y liofilizado se
adicionaron 50 ml de buffer de fosfato 0.08 mM a pH 6, el pH se ajusté con
NaOH 0.275N. En seguida se adicionaron 100 pl de a-amilasa (0.1 ml). El

frasco tapado y protegido de la luz se incub6 en bafio Maria a 95 °C por 30
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min, agitando cada 5 min, después se atempero y ajusto el pH a 7.5 con NaOH
0.275N.

Posteriormente se adicionaron 100 pl de proteasa (5 mg/ml) y se incub6 en
bafio Maria a 60 °C por 30 min con agitacién continua. La muestra se atemperé
y se ajustd el pH a 4-4.6 con HCI 0.375N. Se adicionaron 300 pl de
amiloglucosidasa y se incub6 nuevamente en un bafio de agua por 30 minutos
a 60 °C con agitacién continua. Al término de la incubacién, la muestra se
centrifugd a 3500 RPM para después decantar el sobrenadante que se
recuperdé en matraces de 250 ml. El residuo de la centrifugacion corresponde a
la fibra insoluble, el cual se pes6 y se reporté en porcentaje en base al
contendido de carbohidratos.

Fibra insoluble (%) = [Peso de la pastilla / peso de muestra] X % de carbohidratos X
100

6.6.5 Determinacion de fibra soluble

Al sobrenadante recuperado en el apartado 5.6.3 se le adicionad un volumen
igual de etanol al 80% y se dejo reposar a temperatura ambiente por 24 hrs.
Pasado este lapso de tiempo, se filtr6 en papel filtro Whatman No. 42, haciendo
dos lavados con 10 ml de etanol al 80% y otros dos con 10 ml de acetona. El
filtro se dejo secar por 24 hrs en estufa a 60 °C, después de lo cual se
atempero en desecador y se registro el peso. El calculo de la fibra soluble se
realiz6 de la siguiente manera y se reportdé como porcentaje en base al

contenido de carbohidratos:

Fibra soluble (%) = [(Peso filtro + muestra) — (peso filtro) / peso de muestra] X % de
carbohidratos X 100

6.6.6. Cuantificacion de almiddn resistente

Se realiz6 mediante la metodologia descrita por por Saura-Calixto et al. (1993)
y Shiga et al. (2003). Partiendo de la fraccion insoluble de la fibra dietética que
se extrajo de las muestras, se pesaron 100 mg. Posteriormente se
adicionaron 6 ml de KOH 2 M y se mantuvo en agitacion continua por 30 min a

temperatura ambiente. Se agregaron 3 ml de buffer de acetato de sodio (0.4 M,
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pH 4.73) y se ajustd a pH 4.75 con HCI 2N. Enseguida se adicionaron 60 pl de
amiloglucosidasa, se mezclé e incub6 a 60 °C por 30 min con agitacion
continua y se centrifugd a 3000 g en una centrifuga Hermle Z 323 K (Hermle
Labortechnik, Alemania) por 15 min. Después de recuperar el sobrenadante, el
residuo obtenido se resuspendido en 10 ml de agua destilada y se centrifugo
nuevamente, hasta completar 2 lavados mas. Los sobrenadantes recuperados
se unieron y se cuantificé el porcentaje de glucosa por medio del Kit Glucose
GO assay (Sigma -Aldrich, St. Louis, MO, EUA). El porcentaje de almidén

resistente se calculé como se indica en la siguiente formula:

Almidon resistente (%) = [(% glucosa X 0.9) / peso de muestra] X % Carbohidratos X
100

6.6.7 Digestibilidad de carbohidratos

6.6.7.1 Almiddn total

La determinacion de almidon total se llevé a cabo mediante la técnica de Gofii
et al., 1997. Brevemente, se pesaron 50 mg de muestra en base seca en tubos
de centrifuga de 50 ml, se afiadieron 3 ml de agua destilada + 3 ml de KOH 4M
y se dej0 en agitacion constante durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadié 3 ml de regulador acetato de sodio 0.4M (pH 4.7) +
55 ml de HCI 2M y se ajustd a pH de 4.75. Se agregaron 60 pul de
amiloglucosidasa y se incubo6 en bafio de agua a 60 °C con agitacion durante
45 min. Posteriormente, se centrifugé a 3000 g durante 15 min recuperando el
sobrenadante en un matraz aforado de 50 ml. Se realizaron dos lavados mas
del precipitado repitiendo el paso anterior. Finalmente, esta solucién se incubé
con el reactivo de glucosa oxidasa/ peroxidasa (GOD/POD) en bafio de agua a
37°C durante 10 min. La mezcla se leyé a una absorbancia de 510 nm. La
concentracion se obtuvo por interpolacion de una curva de calibracion de
glucosa con estandares de 0 a 100 pug/ml, el resultado de la cuantificacién se

sustituyod en la siguiente ecuacion calcular el porcentaje de almidon total.
Almidoén total (%)= (ug de glucosa/ ml) x volumen x 0.9x 100/ ug de muestra

Dénde:

Volumen= 50 ml
Mg de muestra= 50,000
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6.6.7.2 Almidén disponible

Para la determinacién de almidén disponible se pesaron 500 mg de muestra en
base seca, se agregaron 20 ml de agua destilada y se agité durante 10 min en
la plancha de agitacion. A continuacién se agregaron 100 pl de a-amilasa
termoestable (protegido de la luz) y se llevé a ebullicion en un bafio de agua
durante 20 min. Una vez que la muestra alcanz6 una temperatura de 30-40° C,
se aforé a 100 ml. De la solucién anterior, se tomaron 500 ul y se agregaron a
un tubo conteniendo 1 ml de regulador de acetato de sodio + 25 pl de
amiloglucosidasa y se afor6 nuevamente a 100 ml. La mezcla se incubd
durante 30 min a 60° C con agitacion constante, se se centrifugé a 3000 x g
durante 5 min y el sobrenadante se aforé6 a 10 ml. Finalmente se midi6 la

concentracion de glucosa como se indic6 en la seccion 6.6.6.1.
Célculos.

Almidon disponible (%) = (ug de glucosa/ ml) x volumen x dilucién x 0.9 x 100/
Mg de muestra]

Digestibilidad de carbohidratos (%) = Porcentaje de almidon disponible x 100/

Porcentaje de almidon total

6.6.8 Cuantificacion de oligosacaridos

La extraccion de oligosacaridos se realiz6 por la técnica descrita por Diaz-
Batalla et al. (2006) y la identificacion por el método de Muzquiz et al. (1999)
con algunas modificaciones. Brevemente, se pesaron 0.5 g de muestra y se
adicion6 10 ml de agua destilada. Se dejé en bafio maria a 80 °C por 1 hr con
agitacion constante y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente,
el sobrenadante se pasoO por filtros de 0.45 um (Econofilter PTFE, Agilent
Technologies). De este filtrado se tomaron 500 pl y se transfirieron a viales
ambar de 1 ml para HPLC. Para el analisis, se us6 un HPLC acoplado a un
detector de indice de refraccion IR utilizando una columna Zorbax para
carbohidratos de 4.6 mm x 250 mm x 5 um. La fase movil consistié en una
mezcla de acetonitrilo-agua en proporcién 65:35, en condiciones isocraticas a

razon de 1 ml/min. El volumen de inyeccion de muestra fue de 20 pl.
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Los estandares utilizados para realizar las curvas de calibracion fueron
estaquiosa, verbascosa y rafinosa (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). El

resultado de la concentracion de cada uno se expres6 en mg/gr de muestra.

6.6.9 Determinacion del indice de absorcion de agua

Para este analisis se utilizé el método de Anderson et al. (1969). Brevemente,
se suspendieron 5 g de harina de frijol horneado en 30 ml de agua destilada en
tubos para centrifuga de 50 ml. Los tubos se llevaron al vortex por 1 minuto
para homogenizar completamente la solucién y se centrifugaron a 3000 x g por
10 min a 25 °C. El sobrenadante se transfiri6 a charolas de aluminio
previamente llevadas a peso constante y pesadas. Las muestras se secaron a
105 °C toda la noche, para la determinacion de solidos solubles, los cuales se
expresaron en porcentaje. La pastilla remanente de la centrifugacion se peso
para el calculo del indice de absorcion de agua, el cual se expres6 como el

porcentaje obtenido del pellet/g solidos secos (g/g).

6.6.10 Determinacion de la capacidad de absorcion de aceite (CAA)

La absorcion de aceite (CAA) se determin6é de acuerdo a la metodologia de
Beuchat (1977) con ligeras modificaciones. Para tal propdsito, un gramo de
harina de frijol horneado se mezcl6 con 10 ml de aceite vegetal en tubo tarado
de 50 ml. Se agit6 la solucion obtenida durante 2 minutos, se dejoé en reposo a
28° C por 30 min después de lo cual se centrifugd a 1500 x g por 20 min. El
sobrenadante se desecho, se limpié con papel absorbente el liquido remanente
en las paredes del tubo y se pesoé. EI CAA se calculd y expresé como el peso

de liquido retenido por gramo de muestra sélida.

6.6.11 Perfil electroforético de proteinas

Para determinar la calidad proteica de las materia primas, se realiz6 una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE).

6.6.11.1 Extraccion de proteina total

La extraccidon de proteina se realizd por el método reportado por Saravanan y

Rose (2004) basado en precipitacion con acido tricloroacético y acetona (TCA-
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A), con algunas modificaciones. Brevemente, 2 g de harina de frijol se
suspedieron en 3 voliumenes de acetona fria (-20°C por dos horas) con 10% de
TCA, 0.07% de 2-Mercaptoetanol. La mezcla se homogenizé durante 15
minutos en hielo con la ayuda de un sonicador (GE-505, Ultrasonic Procesor).
Una vez homogenizada, se centrifugé a 2000 x g durante 2 minutos a 4°C
(Super T21, Sorvall); el sobrenadante se dej6 precipitar durante toda la noche a
-20°C y se centrifugd a 13000 g durante 30 minutos a 4°C para obtener una
pastilla de proteinas que se lavd 3 veces en acetona fria, se secé a
temperatura ambiente hasta eliminar el exceso de acetona y se almacen6 a -
70°C.

6.6.11.2 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

La concentracidon de proteinas totales solubles se determinéG mediante el
método de Bradford (1976) utilizando el kit comercial Protein Assay (Bio-Rad,
Hércules, CA, USA) y albumina sérica bovina (BSA) como estandar.

Se preparo una solucion stock de BSA (Sigma Aldrich) con una concentracion
de 100 mg/mL. Esta se diluyé en solucion de rehidratacién (Urea 6 M) a una
concentracion de 2 mg/mL, a partir de esta solucién se prepararon diluciones
para la realizacion de una curva de calibracion por duplicado como se muestra

en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Preparacion de la curva de calibracion para la cuantificacion de
proteinas totales mediante el método de Bradford

Estandar Concentracién de BSA 2 Solucion de rehidratacion
proteinas totales mg/mL + DTT e IPG buffer

mg/mL (pL) (pL)
1 0.0 0 100
2 0.2 10 90
3 0.4 20 80
4 0.6 30 70
5 0.8 40 60
6 1.0 50 50
7 1.2 60 40
8 1.4 70 30

Una vez hechas las diluciones, se preparo el reactivo de trabajo, diluyendo 1:5

el reactivo de Bradford en agua Milli-Q. Se agregaron 20 uL de cada estandar o
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muestra a 1 mL de reactivo de trabajo, se mezclaron y se incub6é 5 minutos a
temperatura ambiente, protegido de la luz. La absorbancia se ley6 a 595 nm
dentro de los siguientes 30 minutos en un equipo Smart-spec (Biorad,
Hércules, CA, USA).

6.6.11.3 Preparacion de gel de acrilamida SDS

La calidad de la proteina obtenida se evalu6 mediante una electroforesis en gel
de acrilamida en condiciones desnaturalizantes. Para lo cual se elabor6 un gel

de resolucién al 12.5% de acrilamida como se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Reactivos para la preparacion de geles de acrilamida

Reactivo Gel de resolucién Gel de carga
Cantidad para 1 gel (pl) Cantidad para 1 gel (pul)

Fase |

Acrilamida 30% 1666.5 100

Tris 1M pH 8.8 1500

Tris 1M pH 6.8 125

SDS 40 10

Agua 793.5 765

Total 4000 1000
Fase Il

TEMED 2 0.5

APS 20 5

Una vez polimerizados los geles, la pastilla de proteinas se descongel6 y se
resuspendid. Se transferieron 50 ul de muestra a un tubo eppendorf al que se
le afladié 50 pl de buffer de carga (62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 25% glicerol, 2%
SDS, 0.01% azul de bromofenol y 0.4 ml de B-mercaptoethanol) que se llevo a

ebullicién por exactamente 5 min.

La separacion de proteinas por peso molecular se realizé en un equipo de
electroforesis (Mini-PROTEAN Tetra, Bio-Rad, Hércules, CA, USA). Se
inyectaron 15 pl de la muestra, asi como 5 ul del marcador de proteinas (Bench
mark Protein Lader, Invitrogen, Burlington, Ont, Canada). La corrida se realizé

a a 80 V por 20 minutos y después a 110 V por 2 h.

6.6.11.4 Tincion del gel

El gel obtenido fue tefiido en solucion fijadora (0.025% p/v de azul brillante de

Coomassie R-250, 40% v/v de metanol, 10% v/v de &cido acético, completar al
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volumen con agua) en agitacion por 20 min. Una vez pasado este tiempo, el gel
se destefio, para lo cual se sumergira en una solucién con 50% metanol y 10%
acido acético durante toda la noche. La imagen se adquiri6 en un
fotodocumentador ChemiDoc MP Imaging System (Biorad).

6.6.11.5 Electroforesis en chip

Para la optimizaciéon del método de extraccion de proteinas, se utilizd la
metodologia de Pedroche et al. (2002).Se partié de 5 g de muestra desgrasada
a la que se le agregaron 200 ml de NaOH al 0.2%. Se ajusto el pH a 12 y se
dej6 en agitacién durante 1 h a 25 °C. La solucién se centrifug6 a 8000 x g (20
min/4°C) repitiendo el proceso dos veces con la pastlla obtenida. El
sobrenadante se recuperé y se ajusto el pH a 4.4 (punto isoeléctrico del frijol),
posteriormente se volvio a centrifugar 8000 x g 20 min/4°C. La pastilla formada
se recupero, se lavo con agua destilada a pH 4.4 (1 ml aproximadamente) y se
liofilizd para almacenar el aislado proteico a -20 °C.

Los extractos proteicos obtenidos se sometieron a dos lavados adicionales con
5 ml de acetona. Las pastillas de proteinas obtenidas por ambos métodos se
resuspendieron en solucion amortiguadora de Urea-PBS 6M para ajustar la

concentracion a 1 mg/ml.

Para analizar la calidad de la proteina se utilizé6 un Bioanalizador 2100 (Agilent
Technologies) usando los chips de proteinas de alto y bajo peso molecular en

el rango de 14 a 240 kDda y 1.5 a 90 kDa, respectivamente.

6.6.12 Microarreglos de proteinas

Se determinaron 182 proteinas relacionadas con obesidad e inflamacioén en el
plasma de las mujeres participantes. Para tal proposito se uso el arreglo Biotin
Label-based Human Obesity Antibody Array de la marca RayBiotech en el
formato de placas de vidrio (AAH-BLG-ADI-1-4, RayBiotech, Inc., Norcross,
GA, USA).

El fundamento de la técnica (Figura 8) consiste en biotinilar el grupo amino
primario de las proteinas contenidas en las muestras de plasma. La muestra

gue tiene el complejo proteina-biotina se agrega al chip (placa de vidrio) que

53



contiene el arreglo de las 182 proteinas y se incuba a temperatura ambiente.
Posteriormente las proteinas biotiniladas que se quedaron unidas al chip se
marcan con un colorante (equivalente a cy3) conjugado con estreptavidina
(compuesto con alta afinidad por biotina) para dar una sefal fluorescente que

puede leerse en un escaner de fluorescencia.
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Figura 8. Fundamento de los microarreglos de proteinas

Para el analisis, se prepararon cuatro subconjuntos o pools con las muestras
obtenidas al finalizar el estudio clinico. El plasma fue asignado de manera
aleatoria (mediante la generacion de numeros aleatorios en una hoja de Excel)
a cada subconjunto, que tuvieron entre 3 0 4 muestras. Para esta etapa se
excluyeron las participantes que presentaron inflamacion aguda mediada como
concentracion de proteina C reactiva o cuyos niveles de triglicéridos fueran
atipicos. En total se analizaron 24 muestras, formando 4 subconjuntos para

cada grupo en estudio (control y tratamiento).

Con la finalidad de identificar las unidades experimentales se usoé la siguiente
codificacion: BPF1-BPF4 para los plasmas de la condicion final del estudio del
grupo tratamiento y CPF1-CPF4 para los plasmas de la condicion final del

estudio del grupo control.
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El experimento con microarreglos se llevd a cabo de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. Cada muestra (20 pl) fue previamente dializada de
acuerdo al protocolo indicado por el manual de microarreglos. El dializado se
diluy6 en solucién de marcaje (conteniendo biotina) en proporcion de 22 ul por
cada 35 de muestra dializada. De esta solucién, se agregaron 400 pl al chip
previamente bloqueado. Una vez que se realizaron lavados para eliminar los
componentes que no se unieron, se agregod la estreptavidina conjugada y se
incubo por 1 h. El exceso de estreptavidina se removio y el chip se ley6 en un
escaner laser GenePix™ 4100A (Axon Instruments, Sunnyvale, CA, USA) a
532 nm, con una ganancia de 800 (PMT gain) y voltaje de 332. La imagen
adquirida se analiz6 con el programa Genepix Pro 6.0.1.27 para obtener la
intensidad media de cada pixel.

6.7 Analisis estadistico

Los resultados de los analisis quimicos para harinas de frijol, harina de avena 'y
la barra se someterieron a un analisis de varianza (ANOVA) y se expresaron
como la media * error estdndar como medida de dispersion de los datos. Las

diferencias entre medias se analizaron por la prueba de Tukey.

Para el estudio clinico, las condiciones iniciales y finales de los grupos fueron
comparadas entre grupos mediante ANOVA de una sola via, analizando las
diferencias entre medias con el método de Dunnet. El cambio entre punto inicial
y final para cada grupo fue evaluado con la prueba t de student. Los resultados
de este andlisis fueron expresados como la media estimada (Intervalo de
confianza [C195%)]).

Los ajustes por efecto de las condiciones iniciales y adherencia al tratamiento
se analizaron con un analisis de covarianza (ANCOVA). Un efecto fue
considerado significativo cuando p<0.05. Todos los datos fueron analizados en
el programa estadistico JMP 8.0 (SAS Institute, 2008).

Para el andlisis de microarreglos, se utilizd la mediana de los valores de
intensidad obtenidos, a los que se les sustrajo la sefial de fondo. La
normalizacion se llevdo a cabo mediante la herramienta de analisis

proporcionada por el proveedor (Analysis Tool Software for RayBio® Human
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Biotin-Label Based Obesity Antibody Arrays - Human L-182 Array, Glass Slide,
RayBiotech, Inc., Norcross,GA). Los datos normalizados se usaron para
obtener el radio de expresién, calculado como el cociente de la intensidad del
tratamiento entre el control. Previamente, las intensidades negativas se
sustituyeron por el valor “1”. El radio calculado se transformé aplicando el
logaritmo base 2 como medida de expresion diferencial, misma que se utilizo
para los andlisis posteriores. Se consideré que una proteina fue expresada
diferencialmente cuando el log; del radio fue mayor a 2.

La interpretacion de los datos, creacion de redes metabdlicas y mapas de calor
se hizo con la ayuda del software Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®) de
QIAGEN (Redwood City,www.giagen.com/ingenuity). Los datos obtenidos
fueron sometidos a un andlisis de enriqguecimiento de genes para obtener
posibles proteinas de interés mediante analisis bioinformatico en los programas
CYTOSCAPE, BINGO y ONTOLOGIZER.

VI.  RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Caracterizacion de las materias primas

Se sabe que la variabilidad en los insumos puede afectar la calidad del
producto final, pudiendo alterar su contenido nutricional y de compuestos
bioactivos. Para poder producir un refrigerio adecuado para el estudio clinico,
fue necesario en primer lugar medir dicha variabilidad y evaluar el impacto
sobre el producto final. En la primera parte de este proyecto, se realiz6 la
caracterizacion de la materia prima principal (frijol comdn variedad Bayo
Madero) a lo largo de 3 afios de produccidén, mientras que la caracterizacion
nutrimental, nutricional y de estabilidad en almacenamiento del refrigerio, se
realiz6 en paralelo en tres tesis de licenciatura que estan en proceso de

publicacion.

7.1.1 indice de absorcion de agua y sélidos solubles

El indice de absorcion de agua (IAA) y el tamafio de particula del producto son
dos factores que modifican la cohesividad de la masa y por tanto la textura del

producto, siendo dos variables de interés tecnoldgico en la fabricacion de
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alimentos listos para consumo. En el Cuadro 7 se observan los valores

obtenidos para IAA y el porcentaje de soélidos solubles (SS).

Cuadro 7. indice de absorcién de agua (IAA) y contenido de solidos solubles
(SS) en harinas de frijol horneado var. Bayo Madero

indice de absorcion de .
Solidos solubles

Afo de cosecha agua (%)

(g de pellet/g solido seco)
2008 2.36% + 0.09 2.532" +0.11
2010 2.49% +0.18 2.552° + 0.22
2011 2.58% + 0.03 2.322P + 0.25

Los resultados representan la media de tres experimentos independientes * el error estandar.
Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas p<0.05 en la prueba

de Tukey

No se encontraron diferencias significativas a lo largo de los afios de cosecha
en ninguno de los tratamientos analizados, |o que sugiere que una vez obtenida
la harina de frijol, tiene un comportamiento estable. En el ambito industrial, esto
es de suma importancia puesto que las variaciones en materia prima son causa
de un producto terminado no homogéneo, ademas de aumentar su

susceptibilidad al desarrollo microbiano.

Los resultados de IAA varian entre 2.17 a 2.58 g pastilla/g sélido seco, siendo
consistentes con los valores establecidos como indicativo de una coccion
completa del frijol, en el intervalo de 2.64 a 3.73 g pastilla/g muestra (Granito et
al., 2004). Este parametro predice el comportamiento de las harinas al
momento de reconstituirlas, asi como su potencial como ingrediente funcional,
puesto que algunos nutrientes y compuestos bioactivos interactian con el
agua. Especificamente las proteinas, carbohidratos y fibra dietética determinan
las propiedades hidrodindmicas, delimitando los usos futuros como

ingredientes en productos especificos (Sathe et al., 1984).

Para la produccion industrial de galletas y barras nutritivas, la absorcion de
agua es un factor clave en cuanto a fuerza y elasticidad de la masa se refiere,

debido a que pequefas variaciones en la calidad afectaria no solamente las
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propiedades sensoriales, sino también induciria el crecimiento microbiano
conllevando al deterioro del alimento (Gates, 2007).
7.1.2 Capacidad de absorcién de aceite (CAA)

En la Figura 9 se muestra la capacidad de absorcion de aceite de las harinas

horneadas para cada afio de cosecha.

Absorcion de aceite (ml/g)

2008 2010 2011
Ao de cosecha

Figura 1. Capacidad de absorcion de aceite de harinas de frijol coman (P.
vulgaris) var. Bayo Madero sometido a diferentes tratamientos

Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas p<0.05 en la prueba de Tukey.

La cantidad de aceite retenido estuvo en el intervalo de 0.76 a 0.81 ml/g
siendo valores menores que los reportados por Granito et al. (2009) y Aguilera
et al. (2011) en frijol cocido y deshidratado, respectivamente. Estos resultados,
sugieren que el proceso térmico adicional aplicado a las harinas efectivamente
disminuye la captacién de aceite. De acuerdo a Moreno y Bouchon (2008), la
aplicacion de un pre tratamiento de deshidratacion es una estrategia para
disminuir la absorcién de aceite en productos fritos, debido a que este proceso
térmico produce una reduccion en el tamafio de poro en la superficie del

alimento, disminuyendo la permeabilidad al aceite.
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7.1.3 Cuantificacién de compuestos fendlicos

7.1.3.1 Contenido de flavonoides totales

La Figura 10 muestra el contenido de flavonoides totales del frijol crudo, cocido
y horneado a lo largo de tres cosechas.
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Figura 10. Concentracion de flavonoides totales en frijol comuan (P.
vulgaris) var. Bayo Madero sometido a diferentes tratamientos

Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas a=0.05 en la prueba de Tukey.

La concentracion de flavonoides, expresada como mg equivalentes de rutina/g
muestra, varia en el intervalo de 0.68 + 0.003 a 0.18 = 0.013 para el frijol
crudo, de 0.029 + 0.001 a 0.12 + 0.003 para el cocido y de 0.045 + 0.002 a
0.102 £ 0.003 para el horneado. Dichos valores se encuentran ligeramente por
debajo de lo reportado por Cruz-Bravo et al. (2011) para la misma variedad (1.0
mg/g en crudo y 0.69 mg/g en cocido) pero son consistentes con lo observado
en nuestro grupo de trabajo Gomez-Palomares (2012) quienes informan

valores entre 0.093 y 0.096 mg equivalentes de rutina/g de muestra.

Las muestras crudas exhibieron los niveles mas altos de flavonoides en todos
los afios analizados, los cuales disminuyeron en gran medida al aplicar la

coccion. Asimismo, para el grano cocido y horneado sélo se detectdé una
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diferencia significativa entre tratamientos en la cosecha del 2008. Dichas
variaciones pueden deberse principalmente a las condiciones climaticas, de

almacenamiento asi como factores de proceso.

Se sabe que el tratamiento térmico influye de manera importante en la
concentracion de compuestos fendlicos. Xu y Chang (2009) pudieron
comprobar que después de la coccidén de semillas de P. vulgaris variedad pinto
hubo un decremento de 67-84% en flavonoides totales, mientras que Galvez-
Ranilla et al. (2009) encontraron una disminucion de flavonoides de 41 + 0.03
a 21.3 £ 0.4 mg/mg peso seco de la muestra en frijol crudo y cocido del cultivar
FT Nobre, proveniente de Brazil. Dependiendo de la temperatura y el tiempo de
coccién, la disminucién de compuestos fendlicos durante la coccién se ha
atribuido tanto a un fenomeno de lixiviacion de estos compuesto al agua de
coccion (Barroga et al., 1985), como a que el calentamiento induce la
degradacion de los polifenoles y rompe ciertos enlaces fendlicos (Granito et al.,
2007; Xu y Chang, 2009).

La aplicacion de calor seco, como sucede durante la deshidratacion, ha sido
escasamente estudiada en leguminosas, particularmente en P. vulgaris. La
conservacion e incluso ligero incremento de flavonoides sugieren que la
aplicacion de un tratamiento térmico adicional a la coccién por ebullicion, no
afecta el contenido de este compuesto bioactivo de manera significativa, sin
embargo, datos publicados al respecto de este proceso no ha sido encontrada.
Algunos autores han informado el efecto del tostado y deshidratacion de granos
de leguminosas. Boateng et al., (2008) demostraron un incremento en
flavonoides totales después del tostado por microondas de semillas de
Phaseolus spp. L., (en las cuales engloban también a la soya y Vigna
unguiculata). Por otra parte, se encontraron niveles significativamente mayores
de fenoles totales en granos de Mucuna pruriens var. utilis deshidratados en
comparaciéon con aquellos que fueron hervidos o cocidos en autoclave
(Siddhuraju and Becker, 2001).
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7.1.3.1 Contenido de taninos condensados

En la Figura 11 se muestran los resultados de la determinacion de taninos
condensados para las semillas crudas, cocidas y horneadas, en los tres afios

de cosecha previamente establecidos.

Concentracién (mg eq (+)-catequina/g)

Crudo Cocido Horneado

2008 ®2010 m2011

Figura 11. Concentracion de taninos condensados en frijol comun (P.
vulgaris) var. Bayo Madero sometido a diferentes tratamientos térmicos

Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas «=0.05 en la prueba de Tukey.

Los valores encontrados para taninos condensados, expresados como mg
equivalentes de (+)-catequina, varian en el intervalo de 5.68 + 0.08 a 11.23 +
0.42 en el frijol crudo, de 2.46 £ 0.25 a 7.42 + 0.16 en el cocido y de 5.86 + 0.07
a 11.83 £ 0.18 en el horneado. Estos resultados estan en concordancia con lo
observado por otros autores. Para frijol Bayo Madero, se han informado
contenidos de 17.90 + 0.23mg/g para la semilla cruda y de 14.61 + 0.01mg/g
para la cocida (Cruz-Bravo et al., 2011), ademas, en nuestro grupo de trabajo,
se determinaron taninos condensados por 8.15 + 0.10 mg eq. de (+)-
catequina/g muestra en harinas de frijol Bayo (datos no publicados), asi como
en un extracto de polisacaridos encontrando 0.8 = 0.03 mg eq. de (+)-

catequina/g muestra (Campos-Vega et al., 2009).
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En este caso, no se lograron detectar diferencias en la concentracion de
taninos condensados en la cosecha 2008 a lo largo de los tratamientos
térmicos, caso contrario para los otros afios, en donde si se observa un
contenido superior en el frijol crudo, disminuyendo marcadamente con la
coccion e incrementando incluso mas alla del contenido original de la semilla

cruda con la aplicacién del horneado.

Nuevamente la disminucién del contenido de taninos por efecto de la coccion
por ebullicion puede deberse a un efecto de lixiviacion al caldo, aunque
también estd4 relacionado con la formacibn de complejos entre taninos
condensados y proteinas (Reyes-Moreno y Paredes-L6pez 1993) o bien entre
estos compuestos y ciertos polisacaridos (Siddhuraju y Becker, 2006),
resultando en una pobre capacidad de extraccion y cuantificacion por el método
de la vainillina. Existen pocos estudios sobre esta variedad de frijol en cuanto a
cambios en el perfil de compuestos fendlicos por efecto de la coccion, por lo
gue las referencias que se tienen son con variedades que se asemejan en
coloracion. En este sentido, Xu y Chang (2009) observaron una disminucion en
el orden de 32% a 54% de en frijol Pinto al someterlos a un proceso de

ebullicion.

Por otra parte, el incremento de taninos condensados después del horneado,
ha sido observado previamente al someter diferentes leguminosas crudas a
tratamientos de tostado y deshidratacion. Por ejemplo, Boateng et al., (2008)
informaron un aumento en proantocianidinas (mg eq. leucocianidina/g materia
seca) en el intervalo de 0.23 a 1 mg/g peso seco y 0.2 a 3.25 mg eq.
leucocianidina respectivamente en frijoles tostados en microondas. Este
comportamiento, al igual que el observado en flavonoides, ha sido relacionado
con la ruptura celular durante el calentamiento o a la degradacion de ciertos
fendlicos insolubles, mejorando la extractabilidad de estos compuestos
(Siddhuraju y Becker, 2001).

7.1.4 Capacidad antioxidante

Los resultados obtenidos de capacidad antioxidante por dos métodos diferentes

se muestran en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Capacidad antioxidante de harinas de frijol comun (P. vulgaris) crudo,
cocido y horneado.

Frijol DPPH ABTS
ARA (%) TEAC (umol/g) ARA (%) TEAC (umol/g)

2008

Crudo 16.11° + 1.09 1.40° £ 0.08 41.21°+0.69  2.28°+0.006

Cocido 14.77° £ 0.32 1.29° +0.02 41.60°+0.59  2.30°+0.056

Horneado 18.65"° + 0.21 1.59° £ 0.02 42.66°+1.90  2.39°+0.180
2010

Crudo 56.87% +2.96 4.49%+0.22 87.16% £2.26 5.19% +0.135

Cocido 26.717°¢ +2.93  2.20°%°+0.22  47.79° +224 2.83° +0.135

Horneado 23.48"° +0.76 1.96%¢ + 0.05 73.00° +1.87 4.33" +0.111
2011

Crudo 2425°¢ +212  2.02°°+0.16  76.40*°+4.07 4.53*°+0.242

Cocido 17.09° +3.24 1.47°+0.24 50.439° +5.82 2.99° +0.346

Horneado 30.03" £3.10  2.46°°%°+0.23 7066 +2.67 4.20° +0.160

Los resultados representan la media de tres experimentos independientes + el error estandar.
Diferentes letras en la misma columna expresan diferencias significativas p<0.05 en la prueba
de Tukey

La actividad antiradical (ARA) asi como los valores de TEAC (capacidad
antioxidante expresada como pmoles equivalentes trolox/g muestra) obtenidos
en el ensayo de DPPH se encuentran en el intervalo de 14.77% + 0.32 a
62.33% £ 3.52 yde 1.01 £0.24 a 5.65 + 0.07, respectivamente.

Los reportes existentes en cuanto a capacidad antioxidante para frijol comun,
muestran gran variabilidad en los resultados. Aun asi, los datos del presente
estudio son comparables con otros previamente publicados. Por ejemplo,
Rocha-Guzméan et al. (2007), encontraron valores de 30% de actividad
antiradical medida mediante el ensayo de DPPH en un extracto metandlico
(50% metanol) a los 45 min de andlisis y de 62.28% en extracto de acetona al
70%. Los valores ARA también son similares a los reportados por Oomah et al.
(2005) para frijol comin canadiense. En este estudio se muestra actividad
antiradical que va de 4.61% a 17.41%.
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De acuerdo a esta metodologia, se observa una tendencia general a disminuir
la capacidad antioxidante de las muestras crudas al momento de aplicar la
coccion, coincidiendo con los datos encontrados en la literatura para P. vulgaris
(Jiratanan y Liu, 2004; Aparicio-Fernandez et al., 2005; Xu y Chang, 2008).

Al aplicar un nuevo tratamiento térmico (horneado), la capacidad antioxidante
se mantuvo estable, e incluso incrementd, aun cuando este incremento fue
estadisticamente significativo sélo en la cosecha de 2011. Esta conservacion
puede atribuirse parcialmente a la preparacion de la muestra. Generalmente el
agua de coccidn es descartada y solamente los granos cocidos son analizados,
en el presente estudio el agua de coccion se conservo y se deshidraté con los
granos cocidos. Rocha-Guzman et al. (2007) analiz6 la capacidad antioxidante
de variedades mexicanas de frijol cocidas en autoclave. De acuerdo a los
autores, los compuestos fendlicos de la testa son lixiviados al caldo de coccion
y de ahi a los cotiledones. Cuando el caldo se elimina, una considerable
cantidad de polifenoles se pierden, disminuyendo por tanto los valores de
capacidad antioxidante.

Estos resultados coinciden con el aumento en compuestos fenolicos que se
observo en el frijol horneado en comparaciéon con los otros tratamientos (crudo
y cocido), lo que sugiere que son estos compuestos los que proporcionan dicha
capacidad. Siddhuraju y Becker (2001) y Boateng et al. (2008) reportaron un
incremento de compuestos fendlicos en frijol sometido a calentamiento seco.
De acuerdo a Duenas et al. (2005) y Siddhujaru (2006) la estabilidad de
flavonoides y otros polifenoles durante el calentamiento puede deberse a la
formacion de compuestos de maillard como el hidroximetilfurfuraldehido (HMF)

el cual produce una alta capacidad antioxidante.

En cuanto a la técnica de ABTS, los valores ARA 'y TEAC se encontraron en un
intervalo de 41.21 + 0.69 a 87.16 + 2.26 y de 2.28 + 0.006 a 5.19 + 0.135,
respectivamente. En esta ocasion, si se pudieron detectar diferencias
significativas entre método de procesamiento, a excepcion de la cosecha 2008,
siendo este afio, el que presentd los valores menores de capacidad

antioxidante.
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La limitacién con el uso de esta metodologia, consiste en la falta de informacion
encontrada en la literatura, al respecto, se encontraron solo dos articulos que
utilizaron esta técnica para determinar capacidad antioxidante en frijol. En el
primero, se compararon los resultados obtenidos por el ensayo de DPPH y
ABTS en frijol comun a los cuales se les aplicaron cuatro tratamientos (remojo,
coccion tradicional, adicion de NaHCO?® y una digestion in vitro). En este caso,
el porcentaje de ARA medido por ABTS fue mayor que el analizado por DPPH
(Akillioglu y Karakaya, 2010). Otro estudio mostré resultados similares al
determinar TEAC en extractos acuosos y en acetona provenientes de habas,
siendo mayores los obtenidos por el ensayo de ABTS (Wolosiak et al., 2010).
Las diferencias entre ambos métodos, estan relacionadas con el mecanismo de
accion de los diferentes radicales. La técnica de ABTS implica un paso de
oxidacion con persulfato de potasio, previo a la formacion del radical ABTS™.
Por la misma naturaleza del radical, tiene menor estabilidad que el DPPH,
reacciona mas rapido con antioxidantes, tipicamente en los primeros 30
minutos de la cinética (Prior et al., 2005), por lo cual debe prepararse en el
momento de usarlo. Ademas, el ABTS™ tiene capacidad de reaccion con

cualquier compuestos.

La discrepancia en la tendencia mostrada en la capacidad antioxidante por
ambos métodos, también puede deberse a que ABTS * reacciona con
cualquier compuesto aromatico hidroxilado, independientemente de su
potencial antioxidante real (Rogisky et al., 2005). Por otra parte, el DPPH es
mas selectivo, razén por la que no reacciona con los flavonoides carentes de
grupos hidroxilo en el anillo B, ni con acidos aromaticos que contengan un solo
grupo hidroxilo (Roginsky et al., 2005), dando valores mas bajos que el otro

método.

7.1.5 Contenido de compuestos fenélicos cuantificados por HPLC

7.1.5.1 Perfil de compuestos fendlicos

Frecuentemente, los compuestos fendlicos estan asociados a la matriz del
alimento, principalmente fibra o polisacéridos de la pared celular. Para poder

identificar tanto los compuestos libres y ligados u asociados a otras
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biomoléculas, los extractos fueron analizados por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC).

Los resultados del analisis para el extracto de fenoles libres (extracto

metanolico) se muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Cambios en el perfil de compuestos fendlicos por efecto del
procesamiento de harinas de frijol comuan

Acido fendlico (ug/g)

Frijol crudo

Frijol cocido

Frijol horneado

2008

(+)-Catequina
Rutina

Quercetina

Acido galico
Acido clorogénico

78.04" + 1.67°
8.11 + 0.29°

21.08 + 0.45°
113.26 + 1.06%
137.32¢ + 0.12°

630.62 + 6.55%
DLD

14.67 + 3.16"
103.01 + 2.61%°
227.99 + 6.13%

220.81% + 1.99¢
DLD

51.62 + 0.24°
64.34% + 0.61°
67.71% + 1.24%9°

Acido cafeico 7.71+0.10° 18.94% + 0.20° 6.06 + 0.24°¢
Acido p-cumarico DLD DLD 2.66 + 0.08°
Acido ferulico 1.37 + 0.05° 2.04 + 0.06 0.97 +0.11°
2010
(+)-Catequina 73.11 + 26.52° 443.41 + 13.66° 39.61 +0.10°
Rutina 11.30 + 0.65% DLD DLD
Quercetina 509.64 + 50.23% 549.60 + 0.13% DLD
Acido galico 65.69 + 1.49° 91.47 + 3.05°° 11.69% +6.12°
Acido clorogénico 119.66°+ 23.40"° 49.40 + 1.09° 8.08% +0.10°
Acido cafeico 5.91 + 0.29° 5.62" + 0.27° 2.54+0.10°
Acido p-cumarico DLD 1.86 + 0.02° DLD
Acido ferulico DLD DLD DLD
2011
(+)-Catequina 196.56" + 1.78° 315.85 + 16.14° 45154 + 29.10°
Rutina 7.61+0.38" 6.45 + 0.42" 6.25+0.21°
Quercetina 570.12 + 34.37% 80.89 + 6.62 ° 83.19 + 10.32"
Acido gélico 115.05 + 2.36% 64.21 + 0.81° 84.79* + 6.12°
Acido clorogénico 16.57" + 1.29° 99.07 + 0.33"¢¢ 107.69* + 20.99"°¢
Acido cafeico 16.99* + 0.64° 5.08 + 0.31¢ 4.77 +0.01°
Acido p-cumaérico DLD 2.22+0.03° 2.00 + 0.05"°
Acido ferulico DLD DLD 1.10 + 0.01°°

Los resultados son la media de 2 experimentos independientes + el error estandar. Las letras
en subindice indican diferencia estadistica significativa (p < 0.05) en la prueba de Tukey. £
Diferencias significativas entre tratamientos. DLD: por debajo del limite de deteccion.

Se identificaron 8 compuestos durante el andlisis,

predominantemente

flavonoides como catequina, quercetina, rutina y acidos fenolicos como acido
galico, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico y acido ferdlico.
Dentro de los flavonoides, la quercetina en cualquiera de sus formas (libre o

ligada) es uno de los compuestos fendlicos mas abundantes en las
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leguminosas (Dinelli et al., 2006). La concentracion de quercetina estuvo en el
rango de 14.67 a 570 ug/g, resultados que son consistentes con los valores
reportados por Aguilera et al. (2011). La coccion fue el proceso que afectd en
mayor magnitud la concentracién de quercetina, obteniéndose disminuciones
significativas al aplicar el tratamiento térmico, mientras que el horneado no

provoc6 cambios significativos a las harinas después de la coccion.

En cuanto a catequina y rutina, estos compuestos se encontraron en el
intervalo de 39.61 a 630 ug/g y 4.64 a 13.06 pg/g, respectivamente. Durante la
cocciéon y horneado, los niveles de catequina disminuyeron de manera general,
manteniéndose estables al aplicar el tratamiento de horneado. En el caso de la
rutina, una vez aplicada la coccion, su concentracion se redujo hasta no ser
detectable en las cosechas 2008 y 2010. Aguilera et al., publicaron resultados
similares en 2011, en donde un proceso de deshidratacion provoco
reducciones drasticas en la cantidad de polifenoles presentes en harinas de

frijol Pinto.

Respecto a los &acidos fendlicos, los mas abundantes fueron acido galico
(64.21-184.60 pg/g), acido clorogénico (8.08—227.99 plg/g) y acido cafeico
2.54-18.94 ug/g). Estos valores, son mas elevados que lo reportado por
diversos autores (Diaz-Batalla et al., 2006; Xu & Chang, 2009; Aguilera et al.,
2011) probablemente debido a las diferencias en métodos de extraccion, asi

como a las condiciones de cultivo y cosecha del frijol.

No se pudo observar una tendencia clara en cuanto al efecto de la coccion
sobre los niveles de acidos fendlicos puesto que en algunos casos, se Vvio un
aumento en la concentracion y en otros disminucién. En cambio durante la
deshidratacion se vio una tendencia general a disminuir la concentracion de
fenoles libres que estuvo en funcion del afio de cosecha, resultados que
contrastan con lo informado por Aguilera et al., (2011) que obtuvo pérdidas

significativas de estos compuestos.

El extracto de fenoles ligados también fue analizado por HPLC. Los resultados

de este ensayo se muestran en el Cuadro 10.
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Cuadro 10. Perfil de compuestos fendlicos ligados en frijol Bayo Madero

Frijol Catequina Ac. Caféico Rutina Ac. Elagico curﬁgr.ico Vainillina Ac. Sindpico Ac. Ferdlico Quercetina Kaempferol

(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/9) (mg/9) (mg/9) (mg/9g) (mg/9) (mg/9) (mg/g)

2010

F1 ND ND 78.54+0.42° ND 31.48+0.42" ND 53.205+0.85i ND ND ND

Crudo F2 565.72+1.00° ND 206.86+3.43° ND 20.18+1.60" ND 378.06+2.24° 67.95+0.48° ND ND
F3 ND ND ND ND 18.49+3.40™ ND 97.81+0.48% 264.43+0.12° 16.87+1.36° 76.77+.44%

F4 ND ND ND ND ND ND ND 2.95+0.065' ND ND

F1 ND ND ND ND 34.28+0.77' ND 104.00+1.00' ND ND ND

Cocido F2 744.09+0.16° 25.64+0.25% 185.25+0.70"° ND 65.68+2.52"° 45.99+0.21° 455.25+2.55% 43.52+0.25° ND ND
F3 ND ND 80.57+0.49° ND 99.75+0.39% 53.85+0.41" ND 102.22+0.23° ND 75.26+0.05%
F4 ND ND 39.66+0.19" ND 22.48+1.12" 9.61+0.53' ND 1.56+0.07" ND 4.93+0.42"

F1 ND ND ND ND 0.84+0.84° ND 6.79+0.01' ND ND ND
Horneado  F2 219.10+0.55° ND 115.14+0.18" 131.89+0.91° 46.03+0.74° 24.41+2.33"% 194.09+3.15° ND ND 7.50+0.549
F3 734.08+4.27° ND 462.87+2.45 109.46+0.98° 71.71+1.33° 47.58+3.02° 231.64+0.50° 3.26+0.025' 25.06+0.92° 45.93+0.15"
F4 ND ND 34.32+0.39™ ND 10.32+0.47" 14.49+0.38™ 14.91+0.10 104.91+0.32° ND 7.68+0.54°

2011

F1 ND 4.77+0.25' 203.31+0.15° ND 63.00+0.17°° 45.08+0.13° 147.37+0.22' 1.25+0.014’ ND ND

Crudo F2 1006.26+2.72% 17.88+0.12" 146.96+0.10° 188.41+0.40% 23.10+2.48°" 27.10+0.28"° 271.11+0.19° 218.660.32° 1.64+0.44" ND

F3 ND ND 29.58+0.26' ND 58.05+2.05%" 117.06+1.29* 89.96+0.07° 558.02+0.12% 11.3+0.68° ND
F4 ND ND 26.06+1.80' ND ND ND 3.42+0.00' 5.33+0.215' 16.46+1.20° 76.70+1.59°
F1 ND ND 75.55+2.17° ND 57.43+0.39°% 28.41+0.09*%" 177.04+0.15° 2.37+0.34’ ND 2.58+0.17%
Cocido F2 662.30+1.9" 10.95+0.08° 209.75+0.39° 83.71+0.26% 18.35+0.42"' 25.74+0.50°"% 279.02+0.31° 19.23+0.09" 2.00+0.08° 3.32+0.005™
F3 ND ND ND ND 31.94+1.39" 21.54+1.09° 34.15+0.21 54.36+0.02" 1.385+0.007° 19.31+0.23°
F4 ND ND ND ND ND 1.14+0.14’ ND 1.08+0.09' 10.78+0.77° 36.34+0.63°
F1 ND 15.34+0.15° ND ND ND ND 68.75+0.75" 67.62+0.42° ND 3.13+0.08™
Horneado F2 ND 10.89+0.34° 185.16+0.92° ND 51.22+0.22"° 29.68+0.59"° ND 2.16+0.11 ND 1.12+0.12"
F3 490.33+3.24' ND 334.31+0.30° ND 53.47+0.69%° 31.74+1.05" 128.39+0.06' 4.50+0.28' ND 15.05+0.14'
F4 ND ND 30.77+4.70' ND 4.64+0.20"¢ 15.82+0.19" ND 118.34+0.31% 26.95+0.63* 32.98+0.81°

Los resultados representan la media de 2 experimentos diferentes + el error estandar. Los valores con letras diferentes indican diferencias significativas en la prueba de

Tukey p<0.05
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Debido a que este extracto presentd un pico alrededor del minuto 2.86 con un
area mucho mayor a la de los demas compuestos, no se pudo realizar la
cuantificacion. Por esta razon, se decidio fraccionar, eluyendo el extracto en
una columna Se-Pack (Waters). La fraccion 1 (F1) fue recolectada después de
eluir con agua (pH=7), la fraccion 2 (F2) fue eluida con acetonitrilo al 16%, la
fraccion 3 (F3) con acetato de etilo puro y la fraccion 4 (F4) con etanol al 80%.
En el Cuadro 10 se pueden apreciar 10 compuestos identificados que
comprenden catequina, quercetina, rutina, kaempferol, vainillina, &cido cafeico,

acido elagico, &cido cumarico, acido sinapico y acido ferulico.

En la fraccion 1 se obtuvieron predominantemente acidos fendlicos (ferulico y
sindpico) y un flavonoide (rutina). Luthria y Corrales (2006) coinciden en estos
tres compuestos como los mas abundantes en 15 variedades de frijol comun
crudo. El tratamiento de coccion y horneado provoca una disminucion en la
concentracion estos compuestos, lo cual sugiere que una degradacion térmica

tuvo lugar.

La fraccion F2 fue la que permitié la mejor extraccion de los compuestos
fendlicos, conteniendo la mayoria de los fenoles identificados. Catequina,
rutina, acido sinapico y acido ferulico estuvieron en mayor concentracion. Con
la aplicacion del tratamiento de coccion estos compuestos tienden a
incrementar de manera general, observandose también la aparicion de
especies que no estaban presentes en el frijol crudo. Este fendmeno podria
deberse a la formacion de novo de compuestos a partir de la combinacion de
los productos de degradacion de otras especies de fenoles presentes. Al
someterse a horneado, la concentracion nuevamente disminuye,
comportamiento previamente observado en la cuantificacion de taninos
condensados. Nuevamente, podria tratarse de un proceso de degradacién por
efecto de la temperatura o de transformacion en otro tipo de compuestos

fendlicos.

La fraccion F3 con acetato de etilo, permitié visualizar cambios en el perfil de
flavonoides y acidos fendlicos. Por ejemplo, se puede cuantificar kaempferol,
flavonoide que en las otras fracciones mencionadas no estaba presente o

estaba en concentraciones bajas. A medida que se van aplicando los
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tratamientos térmicos, se van detectando mas compuestos del tipo flavonoide,
lo que podria sugerir una posible liberacion de la matriz de la pared celular.
Asimismo, las cantidades de estos compuestos aumentan con la aplicacion del
horneado, probablemente debido al desprendimiento de los fenoles por efecto
de la ruptura celular durante el calentamiento o a la degradacion de ciertos
fendlicos insolubles, mejorando la extraccion de los mismos (Siddhuraju y
Becker, 2001).

Por ultimo, F4 fue la fraccidén en la que se identificaron la menor cantidad de
fenoles ligados, siendo los mas abundantes rutina y acido ferdlico. El perfil
determinado en esta porcién fue muy parecido al de la F1, sin embargo los
contenidos de esta fraccion fueron substancialmente menores a los de la

primera.

Existe poca informacion en la literatura sobre el perfil fendlico en P. vulgaris,
por lo cual este reporte aporta datos relevantes del cambio en estos
compuestos por efecto del tratamiento térmico y afio de cosecha.

7.1.6 Contenido de carbohidratos indigestibles

7.1.6.1 Perfil de fracciones de almidon y fibra dietética

Los carbohidratos son los componentes que estan en mayor proporcion en las
semillas de frijol comun, el 27% al 60% esta conformado por almidén. El resto

son polisacaridos no almidonosos y oligosacaridos.

En el Cuadro 11 se resumen los resultados encontrados al cuantificar los
valores de almidon total (AT), almidon disponible (AD), almiddn resistente (AR),
fibra dietética insoluble (FDI), fibra dietética soluble (FDS) y oligosacaridos de
las harinas de frijol Bayo Madero. Los valores para almidon total, varian en el
intervalo de 44.23% a 51.90%. Dichos contenidos son consistentes con lo
previamente reportado para frijol comun (Eyaru, Shrestha & Arcot, 2009) y no

presentaron diferencias significativas entre tratamiento o afio de cosecha.
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Cuadro 11. Diferentes fracciones de almidén, digestibilidad in vitro y fibra dietética de harinas de frijol comun var. Bayo Madero

Almidén total Almidon ¥ D'geSt'b”[dig Almidon ¥ FDI FDS Rafinosa Estaquiosa
0 disponible™ de almiddén resistente 0 o
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (mg/g) (mg/g)
2010
Crudo 51.90 + 0.62° 32.39+0.04°Y 62.42+0.68° 5.33+0.18° 34.34 +0.08"° 1.35+0.78° 1.931 + 0.093%¢ 21.64 +0.162°
Cocido 44.23+0.14°  34.63+0.95°%% 78.28 +1.91°° 6.74+0.16° 31.31+0.05° 3.75+0.06*°  2.42 +0.0005° 42.31 +0.66*"
Horneado 44.88 +0.42° 3548 +1.96°%Y 79.00 + 3.64°° 8.3 +0.45° 41.52 +0.50° 2.39+0.57*°  2.47 +0.042°%° 48.49 +2.722
2011
Crudo 4450 +0.39° 29.58+0.50° 66.47 +0.55"° 5.26+0.17° 34.93+0.05"° 3.27+0.11*°  1.49+0.032° 34.19 +0.367"
Cocido 45.40+0.12° 42.17+0.6228 92.88+1.122  7.15+0.10*°  34.41+0.17°° 2.51+0.38*°  4.33+0.261°° 37.68 + 0.668*"
Horneado 4554 +1.09° 39.39+1.43*° 86.49+1.08*° 7.29+004*° 3225+0.92° 4.55+0.76 472 +0.543°  35.30+2.770°

FDI- Fibra dietética insoluble, FDS- Fibra dietética soluble
Diferencia estadistica por afio de cosecha
* Diferencia estadistica por tratamiento térmico.

Los resultados representan la media de 2 experimentos diferentes + el error estandar. Los valores con letras diferentes indican diferencias significativas en

la prueba de Tukey p<0.05
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Los tratamientos térmicos afectan significativamente la disgestibilidad y la
biodisponibilidad de almidon en plantas. Se puede observar del Cuadro 11, que
existen diferencias estadisticas en AD, RS y digestibilidad de almidon in vitro al
comparar por tratamiento, pero ningun efecto fue observado por afio de
cosecha. Tanto AD como la digestibilidad incrementaron después de la
coccion, disminuyendo nuevamente con el horneado, lo cual sugiere la
formacion de almidon resistente retrogradado. Esto puede confirmarse por el
analisis de AR, en donde se encontraron valores mas elevados para aquellas
muestras que fueron tratadas térmicamente, especialmente después del
horneado. Lo anterior est4 en concordancia con lo publicado por Osorio-Diaz et
al. (2003), quienes informan niveles similares para frijol crudo y cocido. En este
estudio se evalud el efecto de la deshidratacion industrial en frijoles enlatados
comercialmente y frijoles procesados en laboratorio, reportando un contenido
de AD de 28% a 36%. Los frijoles procesados en laboratorio, la concentracion
de AD fue menor que en el grano crudo y al mismo tiempo, AR incremento de
1.89% a 3.02%. De igual manera, los frijoles enlatados y deshidratados
comercialmente, presentaron contenidos de AR en menor proporcion que

cuando se deshidrataron en laboratorio.

La mayor proporcion de AR puede deberse a una recristalizacion extensiva de
las fracciones de almidén, fendmeno que ha sido observado después de
tratamiento de calentamiento o enfriamiento, posterior a la coccion (Osorio-
Diaz et al., 2003).

Las harinas deshidratadas obtenidas en este trabajo contienen niveles
significativos de AR, por lo que tienen un buen potencial como ingrediente
funcional. La ingesta de AR ha sido asociada con un menor indice glicémico y
es sustrato de fermentacion colénica (Garcia-Alonso et al., 1998), exhibiendo
potencial bifidogénico. En cuanto a fibra dietética, las fracciones FDI y FDS
presentaron contenidos que van de 31.31% a 41.52% y 1.35% a 4.55%,
respectivamente. Diferencias significativas fueron registradas so6lo para IDF
comparando entre tratamientos. Los valores de FDI estan en concordancia con
lo observado por Campos-Vega et al. (2009) para la misma variedad, siendo
los contenidos de 25.2% en el grano crudo y de 41% en el cocido. A pesar de

las diferencias por efecto del tratamiento, la influencia del afio de cosecha no
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pudo ser establecida debido a la gran variacion en FDI durante el periodo de
tiempo estudiado.

7.1.6.2 Contenido de oligosacéridos

Los principales oligosacaridos presentes en frijol comdn son tres: rafinosa,
estaquiosa y verbascosa. La carencia de a-galactosidasa en el intestino
delgado de individuos monogastricos, permite el paso de estos compuestos al
intestino grueso, donde son fermentados produciendo las molestas flatulencias.
Lo anterior puede causar incomodidad aunque se han demostrado
recientemente los beneficios de los oligosacaridos a la salud colénica. Al igual
gue el AR, estos compuestos son fermentados por la microbiota del colon
incrementado la poblacion de bifidobacterias (Bouhnigik et al., 2004). En el
Cuadro 12 se muestran las concentraciones de rafinosa y estaquiosa, los

oligosacaridos mayoritarios en el frijol comun.

Cuadro 12. Contenido de oligosacaridos presentes en las harinas de frijol
comun (P. vulgaris)

Frijol Rafinosa** Estaquiosa*
(mg/g) (mg/g)

2010

Crudo 1.931 + 0.093%¢ 21.64 +0.162°

Cocido 2.42 +0.0005° 42.31 + 0.66*°

Horneado 2.47 +0.042%%¢ 48.49 + 2.72°
2011

Crudo 1.49 +0.032° 34.19+0.367°

Cocido 4.33 +0.261"°¢ 37.68 + 0.668*°

Horneado 4.72 +0.543° 35.30 + 2.770°

" Diferencia estadistica por afio de cosecha

¥ Diferencia estadistica por tratamiento térmico

Los resultados representan la media de 3 experimentos diferentes + el error estandar.
Los valores con letras diferentes indican diferencias significativas en la prueba de
Tukey p<0.05

Dichos valores son consistentes con lo informado por Diaz-Batalla et al.,
(2006), con valores de rafinosa el intervalo de of 4.4 a 11.4 mg/g en frijol crudo
y 3.2 to 11 mg/g en cocido. Concerniente a estaquiosa, ésta estuvo entre 23.7
a 63 mg/g en frijol crudo y 16.8 to 56.7 mg/g en cocido. Verbascosa no fue

detectada en ninguna muestra en el analisis por HPLC.
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El tratamiento térmico afectd significativamente las concentraciones de
rafinosa, siendo el horneado el método que produjo los mayores contenidos de
este oligosacéarido (1.49 — 4.72 mg/g). Se presentaron cambios en rafinosa,
s6lo cuando se realiz6 la comparacién por afio de cosecha en el tratamiento de
horneado. En contraste con estos hallazgos, otros autores observaron
reducciones en el contenido de ambos carbohidratos después de la aplicacion
de tratamiento térmico (Diaz-Batalla et al.,, 2006; Granito et al., 2009). Sin
embargo, en algunos casos, incrementos en estaquiosa, rafinosa y verbascosa
han sido detectados en leguminosas cocidas, probablemente debido a las
interacciones con macromoléculas. Martin-Cabrejas et al. (2006) evaluaron el
efecto de la coccion tradicional y la deshidratacion industrial en algunas
leguminosas. Los autores no pudieron detectar diferencias después de coccion
y solamente reducciones modestas se observaron después de la

deshidratacion.

La estaquiosa es el oligosacarido mas abundante en frijol comun. En este
estudio se encontraron diferencias significativas sélo después de la aplicacion
de tratamiento térmico en la cosecha 2010. En esta ocasion, las semillas
crudas tuvieron los contenidos menores y fueron elevandose al ser cocinadas.
Estas aparentes inconsistencias resaltan la importancia de estudios mas
detallados en el impacto de varios métodos de calentamiento en el contenido

de oligosacaridos de frijol comun.

7.1.7 Perfil electroforético de frijol comun (P. vulgaris)

Evaluar la calidad de proteina es importante para detectar cambios de este
macronutriente por efecto del procesamiento del frijol. Para este fin, se
realizaron ensayos SDS-PAGE de la manera tradicional en gel de
poliacrilamida y en Chip, utilizando un equipo Bioanalyzer 2100, probando

ademas dos técnicas de extraccion de proteinas.

7.1.7.1 SDS-PAGE de harinas de frijol comun

La primera técnica de extraccidn, consisti6 en una precipitacion de proteinas
con una solucion de acido tricloroacético-acetona (TCA-A), se evalud el
rendimiento de proteina mediante el método de Bradford. Cabe mencionar que

debido a que no se contd con suficiente cantidad de muestra de la variedad

74



2008, los estudios posteriores se haran solamente para la variedad 2010 y
2011.

Los resultados de las muestras de los diferentes tratamientos térmicos de frijol
se detallan en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Contenido de proteina total en harinas de P. vulgaris

Concentracion de proteinas totales

Frijol (mg/ml)
2010

Crudo 0.69 % +0.003

Cocido 0.84° +0.001

Horneado 0.76° +0.001
2011

Crudo 0.90° +0.002

Cocido 0.75° +0.001

Horneado 1.63" +0.002

Los resultados representan la media de 2 experimentos diferentes = el error estandar. Los
valores con letras diferentes indican diferencias significativas en la prueba de Tukey p<0.05

Los valores de proteina total para los extractos de harina frijol, varian en el
intervalo de 0.69 + 0.003 mg/ml a 1.63 + 0.002 mg/ml. El afio de cosecha
afecto significativamente la concentracion de proteinas del grano, presentando
valores mas altos durante la cosecha 2011. Ademas, se observo que el frijol
horneado tuvo concentraciones mayores de proteina, mientras que para el frijol

cocido no se observo una tendencia importante.

Para estudiar los cambios en el perfil de proteinas de frijol comun a lo largo de
los diferentes procesos, se llevd a cabo una electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes como se aprecia en la Figura
12y 13.

75



180 -
82 |

64

49°

37 ]

kDa 1 2 3 4 5
T v v
- - W faseolina
-
-
| — Lectina -

26

19 |

Figura 12. Gel de electroforesis para proteinas de frijol comun (P.

vulgaris)

Carril 1: Marcador de peso molecular, 2: Frijol cocido negro 2011, 3: Frijol Bayo Madero
horneado 2011, 4: Frijol Bayo Madero cocido 2011, 5: Frijol Bayo Madero crudo 2011.
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Figura 13. Gel de electroforesis para muestras de frijol Bayo madero

Carril 1:

crudo y horneado
Marcador de peso molecular, 2-5: Frijol horneado 2010, 7-10: Frijol Bayo Madero crudo
2010.

En la primera imagen se muestran el perfil de proteinas de las harinas de frijol

pertenecientes a la cosecha 2011 y en la segunda el andlisis de las harinas del

2010. Se puede ver una banda muy intensa entre 55 y 59 kDa en ambos geles,

gue representa la fraccion proteica mayoritaria en todos los casos. Los
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resultados sugieren que se trata de faseolina, la proteina de reserva mas
importante por su abundancia en el frijol comun. De acuerdo a la literatura, la
faseolina tiene un peso molecular entre 40 y 60.4 kDa (Hall et al. 1999,
Montoya et al., 2006; Montoya et al., 2008, Dorantes-Mendoza, 2014), lo que
coincide con la banda encontrada. A lo largo del procesamiento, la intensidad
de la banda correspondiente a la faseolina disminuye modestamente después
de la coccién, aumentando nuevamente durante el horneado. Se ha reportado
gue la faseolina de frijol comun tiene 3 subunidades, sin embargo es dificil
apreciarlo en los geles realizados. En un estudio posterior realizado por
Dorantes-Mendoza (2014) se observan claramente las 3 subunidades con
pesos moleculares de 60.1, 56.7 y 43.5 kDa, respectivamente, sin presentar
cambios por efecto del tratamiento térmico.

Una segunda banda aparece alrededor de los 30 kDa, que muy probablemente
corresponde al grupo de las lectinas, cuyo peso molecular corresponde a 26-31
kDa para cada subunidad. Sin embargo, los reportes existentes frecuentemente
reportan la presencia de lectinas en forma de tetrametros con un peso de 126
kDa (Liener et al., 1986). En esta ocasion no se observaron los tetrametros, por

lo que se hipotetiza que pueden encontrarse en forma de mondémeros.

Finalmente, las ultimas dos bandas de 21 kDa y 15 kDa corresponden a
inhibidores de tripsina e inhibidor de a-amilasa, respectivamente. Estas son dos
proteinas importantes por su actividad biologica, el primero inhibe la digestion
de prote[inas, mientras que el segundo la accion de la a-amilasa para la

absorcion de carbohidratos.

7.2 Estudio clinico

7.2.1 Resultados de reclutamiento
El presente estudio clinico fue aprobado para su ejecucion por el Comité de
Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ, el dia 4 de Octubre

de 2013 (Anexo VI) y se llevé a cabo del 5 de Octubre al 5 de Diciembre del

mismo afo.

El flujo de trabajo de la investigacién se muestra en la Figura 14. Una vez que

se abrid la convocatoria de reclutamiento, 189 personas se interesaron en
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participar en el estudio. De éstas, 149 programaron una cita para acudir a la
Clinica de Nutricion (CN) de la Facultad de Ciencias Naturales de la UAQ.
Asistieron a realizar su evaluacién 100 personas a lo largo de 7 semanas, de
las cuales 40 cumplieron con los criterios de inclusion que representa el 40%
de la muestra evaluada. El estudio se inici6 con 31 mujeres que fueron
asignadas de manera aleatoria a los dos grupos de estudio (control y

tratamiento).
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Respondieron convocatoria
n= 189
No se pudo contactar n= 10
Se negaron a participar n=31

Cita para evaluacion
n= 149
No asistieron n= 34
Se negaron a participar n=14

Evaluacion clinica
n= 100

Cumplen criterios de inclusion
n=40

Embarazon=1
Enfermedad n=2
Falta de tiempo n=7
Iniciaron estudio

n=31
Grupo control Grupo tratamiento
n=15 n=16
Desertaron Desertaron*
n=1
n=2
Apego < 90%
Finalizaron Finalizaron n=1
estudio estudio
n=14 n=13

Figura 14. Diagrama de flujo de reclutamiento y seleccién de participantes para
estudio clinico
* El principal motivo de desercion fue rechazo hacia el sabor de la barra o porque no se podian acabar la

porcion.

Entre las principales causas para no participar en el proyecto, se sefialo la
falta de tiempo (n=7). Ademas, dos personas presentaron
enfermedad/accidente que impidieron continuar su participacion y otra mas
inform6 estar embarazada. Se inici6 el estudio con 31 mujeres que fueron
aleatorizadas en los dos grupos de estudio y se finaliz6 con un total de 27
participantes, siendo el porcentaje de desercion de 13%. Entre las principales
causas de desercion se encontraron el sabor de la barra, el cual no fue

tolerable para algunas mujeres; una adherencia menor al 90% al tratamiento;
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falta de tiempo y la gran distancia que tenian que recorrer para asistir a realizar

las evaluaciones al campus Juriquilla de la UAQ.

7.2.2 Andlisis inicial de antropometria y marcadores clinicos

Las caracteristicas iniciales de la muestra de estudio, incluyendo las medidas

antropomeétricas y analisis clinicos se muestran en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Condiciones iniciales de participantes en el estudio clinico

Tratamiento Control
n=15 n=16

Edad 37.2+7.66 32.8+7.44
Peso 73.31+10.54 76.26 + 16.49
Talla 155.73 £5.34 157.75 £ 8.27
Imc* 30.30 + 4.79 30.58 + 6.07
Cintura 89.76 £ 9.03 89.95+11.83
Cadera 107.72 + 8.40 107.62 + 13.02
Grasa (%) 38.50+£4.23 38.60 + 3.98
Energia (Kcal) 2675.46 + 867.913 2517.37 + 844.17
Glucosa (mg/dL) 93.22+9.36 87.72+9.22
Colesterol (mg/dL) 189.25 + 32.63 191.14 + 38.71
Triglicéridos (mg/dL) 208.18 + 56.97 182.28 +51.39
HDL’ (mg/dL) 53.71 + 8.67 53.00 + 8.06
LDL’ (mg/dL) 93.90 + 29.57 101.68 + 32.96
PCR hs (ug/ml) 6.17 £4.23 4,73 +3.63

*Indice de masa corporal (25-29.9 sobrepeso, > 30 obesidad)

“Colesterol de alta densidad (>40 normal)

3Colesterol de baja densidad (<130 normal, 150-159 alto, >160 muy alto)

Los resultados representan la media de tres experimentos independientes * el error estandar. Diferentes
letras en la misma columna expresan diferencias significativas p<0.05 en la prueba de Tukey.

Tanto en las mediciones antropométricas como en los pardmetros clinicos, no
se observaron diferencias estadisticas entre las mujeres asignadas al grupo
control y tratamiento. Lo anterior es un indicio de que la aleatorizacion asignar
a las participantes en los dos grupos de estudio, fue adecuada.

De acuerdo al IMC (>30) de las 31 participantes, la poblacion en estudio se
puede clasificar en el limite del sobrepeso y obesidad, lo cual refleja el
problema de salud nacional. La distribucion del IMC para la totalidad de
mujeres en estudio fue la siguiente: rango normal 16%, sobrepeso 52% y
obesidad 52%.
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La encuesta nacional de salud y nutricion (ENSANUT, 2012) informa que en
México la prevalencia de obesidad (IMC = 30) es de 71.3% siendo mas alta en
el sexo femenino con un 37.5% (IC95% = 36.5, 38.6). Siguiendo la misma
tendencia, el porcentaje de grasa corporal para ambos grupos, estuvo por
arriba del 25% recomendado para tener una adecuada composicion corporal
(ATP 11, 2001).

Para la circunferencia de cintura (CC) los valores encontrados fueron 89.76 cm
y 89.95 cm para el grupo tratamiento y control, respectivamente. Dichos valores
se encuentran por debajo de la media nacional de CC, la cual fue establecida
en 90.96 cm para mujeres entre 20 y 49 afos, segun la ENSANUT 2012. Aun
asi, la CC rebasa el punto de corte para obesidad abdominal (CC < 88 cm).

Se ha propuesto que esta medida es un indicativo del riesgo de sindrome
metabdlico, porcentaje de grasa total y obesidad abdominal. Esta ultima se ha
asociado fuertemente a niveles altos de triglicéridos en sangre (Grundy, et al.,
2013).

La ingesta habitual de energia promedio de los dos grupos fue similar, misma
gue se calculo a partir de la aplicaciéon de un cuestionario de frecuencia de
alimentos. En ambos casos, la ingesta caldrica fue superior a las 2000 Kcal.
Dicho patron de consumo, coincide con la elevacién en el nivel de triglicéridos
gue presentan las mujeres en estudio, puesto que el exceso de nutrientes se
acumula en el tejido adiposo en forma de triglicéridos.

La distribucion de los resultados obtenidos al cuantificar las variables

bioquimicas, se presentan en la Figura 15.
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Figura 15. Prevalencias de marcadores clinicos de las participantes en estudio

La variable de mayor interés para este estudio fue el contenido de triglicéridos
séricos, siendo el criterio de seleccidon para reclutar a las voluntarias. Por esta

razon, todos los valores se encuentran en el nivel alto (61%) y muy alto (39%).

En cuanto a la cuantificacion de glucosa sérica, la prevalencia del nivel alto
(100-110 mg/dL) y muy alto (> 110 mg/dL) de glucosa fue de 9% y 4%,
respectivamente. Este ultimo valor es considerado un marcador de riesgo de
diabetes tipo Il y por tanto se incluye en el diagndstico previo de esta
enfermedad. ElI término glucosa plasmatica alterada (GAA), se refiere
precisamente a los niveles >100 mg/dL pero < a 126 mg/dL, el cual comprende
estadios metabdlicos referidos como prediabetes. Existe poca informacién en
cuanto a prevalencias de esta variable especifica en México, sin embargo, hay
algunos estudios realizados en México que nos dan un indicio del panorama
general en nuestro pais. En el primero, Palacio et al. (2004), reportan una
prevalencia de 19% de GAA, en una evaluacion a 220 pacientes en la Unidad
de Medicina Familiar No. 32 del IMSS, Nuevo Le6n. En una segunda
publicacién, se encontrd una prevalencia de 26% en 161 mujeres del area rural
del Estado de México (Moreno Altamirano et al., 2006). De manera interesante,

basados en esta informacion, se puede concluir que la prevalencia de GAA en
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nuestra muestra de estudio fue baja en comparacion con lo previamente

reportado.

Para colesterol, el 55% de la muestra tuvo niveles normales, 39% altos y 7%
muy altos. Estos valores son similares a lo informado por Garcia et al. (2006)
en mujeres de poblaciones rurales de Querétaro, en donde la presencia de
altos niveles de colesterol fue del orden de 54.8%, muy por arriba de lo
reportado por la ENSANUT (2012) con valores de 14.1% para mujeres a nivel

nacional.

Finalmente, se pudo observar que la variable LDL present6é una prevalencia de
8% unicamente en el nivel alto (>130, <189 mg/dL). Este resultado es menor a
lo observado en otros estudios. De acuerdo a Villalpando et al. (2010) el nivel
alto de LDL tuvo una prevalencia entre 31.6-46% al analizar datos de la
Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas (ENEC) de 1993 al 2006
(ENSANUT).

7.2.3 Cambios en los parametros antropomeétricos evaluados

A lo largo del estudio, se realizaron cinco mediciones de los parametros
antropomeétricos de interés para este proyecto, incluyendo peso, IMC,
circunferencia de cintura, cadera, porcentaje de grasa corporal, grasa visceral y

masa magra. Los resultados de este monitoreo se muestran en la Figura 16.
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Figura 162. Cambios en mediciones antropométricas de participantes a lo largo
de dos meses de estudio clinico
Los resultados corresponden a la media + el error estandar. * Diferencia significativa con
respecto a la medicién anterior p<0.05 en la prueba t de student. ** Diferencia significativa
respecto a las condiciones iniciales
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para todas las
variables, a excepcion de circunferencia de cintura. La disminucion de peso al
finalizar el periodo de tiempo del estudio fue mayor para el grupo al cual se le
suministro la barra, en comparacién con la medicién anterior. Esta disminucion
no fue significativa con respecto a la condicion inicial. En términos generales,
se puede sugerir que a las 8 semanas de iniciado el tratamiento con la barra de
frijol-avena, se pueden empezar a notar cambios en el peso de las
participantes. Para esta misma variable, el grupo control no presenté cambios a
lo largo del tiempo de evaluacion. En cuanto al IMC, durante la segunda
evaluacion se observé un decremento de mayor magnitud, el cual en la
siguiente evaluacion se convirtio en aumento del IMC. Esta variacion se puede
atribuir a que durante la segunda sesion de toma de medidas, no asistieron
todas las participantes, siendo precisamente ellas las que presentaban un IMC
mas alto.

El efecto sobre el cambio en circunferencia de cintura fue contrario a lo que se
esperaba, puesto que después de una disminucidén durante las primeras dos
semanas de tratamiento (correspondientes al primer punto de la grafica), hubo
un aumento en medidas incluso ligeramente mayor a las condiciones iniciales.
Posteriormente se volvio a observar una reduccién en cintura, pero no fue
significativa. Esta tendencia puede deberse a que durante las primeras
semanas, las participantes tuvieron un mayor apego al tratamiento y aplicaron
de manera mas rigurosa las recomendaciones dadas durante la platica de
orientacién nutricional. Lo anterior puede comprobarse al analizar el formato de
registro de dieta diaria (Anexo V), el cual fue llenado por las mujeres
semanalmente y en donde se aprecia un mayor consumo energeético.

La variable que fue mayormente afectada, corresponde al porcentaje de grasa
corporal. A partir de la séptima semana de tratamiento, el cambio que se
observa (Ultima evaluacién) fue significativo. Contrariamente, el grupo control a
partir de la quinta semana, sufrié un aumento significativo de grasa corporal.
Este resultado sugiere que el tratamiento de la barra en combinacién con las
recomendaciones nutrimentales, efectivamente tienen el potencial para
disminuir el porcentaje de grasa corporal. De acuerdo a la encuesta nacional

de Salud (2012), ocho de cada 10 mujeres en el estado de Querétaro
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presentan un porcentaje elevado de grasa abdominal, por lo cual intervenir
sobre los factores de riesgo que inducen esta patologia es una prioridad.

La grasa visceral se refiere a los depésitos de tejido adiposo que rodean
organos internos y en conjunto con la grasa subcutdnea forma parte de la

denominada grasa abdominal, como se ilustra en la Figura 17.

Abdominal Fat Type

Y
® Subcutanea
® Visceral

Figura 17. Tipos de grasa abdominal
Modificado de van der Berg Gomez (2011)

Especificamente, los depositos de grasa visceral se han asociado con un
mayor riesgo cardiovascular (Rosenquist et al., 2013)

Ademas de que también se relacionan con dislipidemia y alteraciones en el
metabolismo de glucosa. Se ha reconocido también, que es un factor
independiente del IMC y perimetro abdominal (Brito-Zurita et al., 2009;
Rosenquist et al.,, 2013), razén por la cual, este tipo de grasa se ha
considerado patogénica.

En el presente estudio, el grupo de tratamiento se observdé una reduccion
significativa de grasa visceral en comparacion con la grasa inicial, mientras que
en el grupo control no hubo cambio alguno. A pesar de que este cambio fue de
pequefia magnitud, las repercusiones metabdlicas pueden ser importantes al
tratarse de un factor patogénico.

La evaluacion del porcentaje de masa magra (musculo) mostré una ganancia
significativa en la semana 7 del estudio, solamente para el grupo que consumié
la barra. Mientras que para el grupo control, este cambio fue negativo,
indicando que las participantes disminuyeron su masa magra en la tercera
medicién en comparacion con el inicio del estudio. Regresando posteriormente

al mismo nivel de cambio que se presentd durante las primeras semanas. Al
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finalizar el periodo de evaluacion, el cambio que se presentd no fue significativo
en relacion a las condiciones de partida.

De acuerdo a estos resultados y debido a que el frijol es un alimento con alto
aporte proteico, se puede sugerir un posible efecto de la ingesta de la barra

sobre la ganancia de musculo.

7.2.4 Andlisis final de antropometria y marcadores clinicos

A las 7 semanas de iniciado el estudio, se observo una disminucién drastica en
la asistencia de las participantes para recibir su dotacion de producto. Ademas
de que algunas de ellas expresaron que les resultaba muy monétono el
consumo diario de la barra. Razon por la cual, se decidid dar por concluido el
estudio y se procedid a realizar la evaluacion de antropometria y analisis

clinicos. Los resultados obtenidos se describen en el Cuadro 15.

Cuadro 15. Condiciones finales de participantes en el estudio clinico.

Tratamiento Control
n=14 n=13

Edad 37.53+7.71 33.00+7.40
Peso 72.11 £9.97 75.94 £ 17.66
Talla 155.73 +5.34 157.75 £ 8.27
IMC 29.83 £4.32 30.47 £ 6.47
Cintura 88.52 +9.11 88.37 £ 13.26
Cadera 106.05 + 7.54 106.81 + 12.63
Grasa (%) 38.14 £ 4.48 39.46 + 6.66
Energia (Kcal) 2130.60 £ 800.91 2275.18 £ 870.36
Glucosa (mg/dL) 89.60 + 8.74 89.59 + 7.20
Colesterol (mg/dL) 182.26+ 22.44 190.83 + 22.98
Triglicéridos (mg/dL) 135.86 + 54.96* 163.19 + 54.04
HDL (mg/dL) 63.17 + 8.16* 64.63 + 9.06*
LDL (mg/dL) 91.91 +20.20 93.56 + 16.76

Los resultados representan la media de tres experimentos independientes + el error estandar. Diferentes
letras en la misma columna expresan diferencias significativas p<0.05 en la prueba de Tukey.

*Los valores difieren significativamente respecto a las condiciones iniciales para el grupo tratamiento
(Triglicéridos p=0.0022, HDL p=0.0065) y para el grupo control (HDL p=0.0014)

Los valores finales para el grupo control fueron menores que los iniciales en
casi todas las variables, a excepcion de porcentaje de grasa corporal el cual

presentd un ligero aumento. Dichos cambios fueron mas notables en
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triglicéridos y HDL. Los niveles de triglicéridos fueron significativamente
menores respecto al punto inicial, mientras que HDL fue mayor en comparacién
con el valor inicial.

El grupo control también mostré disminucidén en varios parametros, excepto en
grasa corporal y colesterol. El Unico cambio significativo fue en HDL,
observandose mayores valores que los iniciales.

Para conocer el efecto del consumo de la barra sobre las mediciones
antropomeétricas, se determind el cambio que hubo entre las condiciones
iniciales y finales para ambos grupos. Los datos obtenidos se muestran en el
Cuadro 16.

Cuadro 16. Efecto del consumo de la barra de frijol-avena sobre antropometria 'y

composicion corporal de las participantes en el estudio clinico

tratamiento Control Valor p
n=14 n=13
Peso (Kg)
Inicial 76.31 (67.46,79.14) 76.26 (67.17, 85.05)
Final 72.11 (66.58, 77.63) 75.94 (66.53, 85.35)
Cambio -1.19 (-2.43,-0.049) -0.34 (-1.58, 0.90) 0.328
IMC
Inicial 30.3 (27.64, 32.95) 30.58 (27.34, 33.82)
Final 29.83 (27.43, 32.22) 30.47 (27.02, 33.92)
Cambio -0.46 (-0.91,-0.02) -0.11 (-0.67, 0.45) 0.297
Cintura (cm)
Inicial 89.76 (84.61,94.91) 89.95 (83.64, 96.25)
Final 88.52 (83.47,93.56) 88.37 (81.02, 95.72)
Cambio -1.24 (-3.11, 0.63) -1.56 (-3.22,0.09) 0.784
Cadera (cm)
Inicial 107.72 (103.07,112.37) 108.25 (101.88, 114.62)
Final 106.05 (101.57,110.22) 106.80 (99.81, 113.80)
Cambio -2.65 (-4.34, -0.96) -1.05 (-2.60, 0.50) 0.145
Grasa (%)
Inicial 38.51 (36.16, 40.85) 38.32 (36.11, 40.53)
Final 38.14 (35.66, 40.62) 39.46 (35.76, 43.15)
Cambio -0.36 (-1.26, 0.54) 1.23 (-0.82, 3.29) 0.121
Energia (Kcal)
Inicial 2675.46 (2194.83,3156.01) 2569.78 (2078.81, 3060.75)
Final 2130.60 (1687.07, 2574.12) 2275.18 (1772.65, 2777.71)
Cambio -432.79 (-1033.43, 167.83) -200.26 (-690.52, 289.99) 0.346

Los resultados obtenidos por un andlisis de varianza de una via, se expresan como la media y su intervalo
de confianza 95% [CI95%]. *Diferencias significativas entre grupos p<0.05 en la prueba t de student.
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En este cuadro se muestran los valores de las variables evaluadas al finalizar
el estudio. Se puede observar que los niveles de triglicéridos fueron
significativamente menores respecto al punto inicial y al grupo control, siendo
esta variable la que tuvo el cambio més importante. La concentracion de HDL
también se redujo al finalizar el estudio, aun cuando este cambio no fue

significativo al comparar entre grupos.

Para conocer el efecto del consumo de la barra sobre las mediciones
antropomeétricas, se determindé el cambio que hubo entre las condiciones
iniciales y finales para ambos grupos. Los datos obtenidos se muestran en el
Cuadro 17.
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Cuadro 17. Efecto del consumo de la barra de frijol-avena sobre antropometria 'y
composicion corporal de las participantes en el estudio clinico

tratamiento Control Valor p
n=14 n=13
Peso (KQ)
Inicial 76.31 (67.46,79.14) 76.26 (67.17, 85.05)
Final 72.11 (66.58, 77.63) 75.94 (66.53, 85.35)
Cambio -1.19 (-2.43,-0.049) -0.34 (-1.58, 0.90) 0.328
IMC
Inicial 30.3 (27.64, 32.95) 30.58 (27.34, 33.82)
Final 29.83 (27.43, 32.22) 30.47 (27.02, 33.92)
Cambio -0.46 (-0.91,-0.02) -0.11 (-0.67, 0.45) 0.297
Cintura (cm)
Inicial 89.76 (84.61, 94.91) 89.95 (83.64, 96.25)
Final 88.52 (83.47, 93.56) 88.37 (81.02, 95.72)
Cambio -1.24 (-3.11, 0.63) -1.56 (-3.22, 0.09) 0.784
Cadera (cm)
Inicial 107.72 (103.07, 112.37) 108.25 (101.88, 114.62)
Final 106.05 (101.57, 110.22) 106.80 (99.81, 113.80)
Cambio -2.65 (-4.34, -0.96) -1.05 (-2.60, 0.50) 0.145
Grasa (%)
Inicial 38.51 (36.16, 40.85) 38.32 (36.11, 40.53)
Final 38.14 (35.66, 40.62) 39.46 (35.76, 43.15)
Cambio -0.36 (-1.26, 0.54) 1.23 (-0.82, 3.29) 0.121
Energia (Kcal)
Inicial 2675.46 (2194.83,3156.01) 2569.78 (2078.81, 3060.75)
Final 2130.60 (1687.07, 2574.12)  2275.18 (1772.65, 2777.71)
Cambio -432.79 (-1033.43, 167.83) -200.26 (-690.52, 289.99) 0.346

Los resultados obtenidos por un andlisis de varianza de una via, se expresan como la media y su intervalo
de confianza 95% [CI95%]. *Diferencias significativas entre grupos p<0.05 en la prueba t de student.

De acuerdo a los datos analizados, no se observaron diferencias estadisticas
en cuanto a antropometria y composicién corporal. Sin embargo, se encontrd
una tendencia a reducir peso y grasa corporal en el grupo que consumio la
barra. Tales hallazgos, aunque no fueron estadisticamente significativos,
podrian tener una posible relevancia a nivel fisioldgico. En el caso del peso, el
grupo tratamiento redujo aproximadamente un kilo de peso cuando la Unica
intervencion fue el consumo de este producto, sin dieta de restriccion calorica
ni actividad fisica, disminucion que ademas fue 30% superior al grupo control.
Esta observacion es un indicio de que podemos centrar la atencidon en un

andalisis mas detallado en el futuro.
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Uno de los factores que podrian explicar la falta de cambios en antropometria
durante el estudio es que posiblemente se necesitaba mas tiempo para poder
apreciar estas diferencias. Se ha visto en otros estudios clinicos, que la
administracion de suplementos ha tenido efectos a partir de la cuarta semana
(Celleno et al., 2007). Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la mayoria de
los trabajos publicados en esta area, utlizan extractos purificados, o
concentrados del compuesto de interés. Por ejemplo, en el mismo tipo de
estudio de Celleno et al. (2007), se le administré a sujetos obesos, 445 mg de
un extracto encapsulado de P. vulgaris, ademas, la dieta fue controlada, de
manera que los participantes consumian de 2000 a 2200 Kcal/dia. Después de
30 dias de suplementacién se observaron cambios en peso, IMC, grasa y
cintura/cadera. En este caso, se esta proporcionando el refrigerio completo
como una forma de sustituir alimentos altamente caléricos que cominmente se
consumen durante la colacion o refrigerio. Ademas, la dieta no fue controlada,
puesto que la forma en la que la barra se consumiria seria como un alimento
de conveniencia y no como un farmaco o suplemento alimenticio. Otros
estudios en donde la matriz alimentaria es menos compleja, tampoco se han
encontrado disminuciones en composicion corporal y antropometria. Clifton et
al. (2009) realizaron un estudio con 215 individuos con sobrepeso y obesidad
(20-65 anos), sin poder ver cambios después de 12 semanas de seguir una
dieta hipocaldrica alta en proteina. Por otra parte, existen publicaciones con
intervenciones de una mayor duracion. Rosado et al. (2011) encontré un efecto
sobre la disminucién de peso solo a partir de 4 meses de ingesta de leche
reducida en grasa adicionada con micronutrientes, en comparacion con leche
normal. De igual manera, el IMC mostr6 un menor valor a partir de 1 mes de
ingerir este alimento. Cabe mencionar que el estudio se realiz6 con 139
mujeres de la zona rural de Querétaro, a las que se les dio una dieta con

reduccion de 500 Kilocalorias en base a su ingesta habitual.

En cuanto al efecto del consumo de la barra sobre los marcadores clinicos, los

resultados encontrados se detallan en el Cuadro 18.
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Cuadro 18. Efecto del consumo de la barra de frijol-avena sobre marcadores

clinicos de las participantes en el estudio clinico

Tratamiento Control Valor p*
n=14 n=13
Glucosa (mg/dL)
Inicial 93.22 (88.04, 98.41) 87.72 (82.81, 92.63)
Final 89.6 (84.31, 94.88) 89.59 (85.01, 94.16)
Cambio -3.3 (-6.41, -0.18) 2.37 (-2.14, 6.88) 0.031*
Colesterol (mg/dL)
Inicial 189.25 (171.18, 207.32) 191.14 (170.51,211.77)
Final 182.26 (168.70, 195.82) 190.83 (176.22, 205.43)
Cambio -0.48 (-14.13, 13.16) 10.92 (-1.43, 23.29) 0.19
Triglicéridos (mg/dL)
Inicial 208.18 (176.62,239.73) 182.28 (154.90,209.66)
Final 135.87 (102.65,169.08) * 163.19 (128.85, 197.52)
Cambio -60.69 (-95.91, -25.47) -11.52 (-45.42, 22.36) 0.038*
HDL (mg/dL)
Inicial 53.71 (48.90, 58.51) 53.00 (48.70, 57.30)
Final 63.17 (58.24,68.11)" 64.63 (58.87, 70.38)*
Cambio 9.66 (5.16, 14.16) 10.99 (3.50, 18.47) 0.737
LDL (mg/dL)
Inicial 93.90 (77.52, 110.28) 101.68 (84.11,119.24)
Final 91.91 (79.70,104.12) 93.56 (82.91, 104.21)
Cambio 1.99 (-11.10, 15.08) 2.24 (-8.19, 12.68) 0.974

Los resultados obtenidos por un andlisis de varianza de una via, se expresan como la media y su intervalo
de confianza 95% [CI95%].1 Valor p de la comparacién de cada par de medias entre control y grupo de
barra en la prueba t de student. *Diferencias significativas entre grupos p<0.05 en la prueba t de student.
*Diferencias significativas respecto a las condiciones iniciales en la prueba t de student p< 0.05

Fueron dos las variables que tuvieron relevancia estadistica para esta
investigacion. Tanto triglicéridos como glucosa disminuyeron significativamente
en el grupo tratamiento. Pudo observarse también un incremento en los niveles
de HDL en ambos grupos en contraste con las condiciones iniciales aunque no
este cambio fue de la misma magnitud para ambos grupos de estudio, es decir
no hubo diferencias entre el grupo control y tratamiento. La concentracién de
HDL fue de 63.17 mg/dL para el grupo de barras y de 64.63 mg/dL para el
grupo
probablemente la orientacion alimentaria tuvo un efecto sobre los habitos de

control, por lo que independientemente de la intervencién,

consumo de grasas poliinsaturadas.
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La concentracion de glucosa tuvo una modesta reduccion en el orden del 3.5%
para el grupo tratamiento (de 93.22 mg/dL a 89.6 mg/dL) y un aumento de
2.5% para el control (de 87.72 mg/dL a 89.59 mg/dL). Lo anterior sugiere que
efectivamente el consumo de este alimento podria mejorar los niveles de
glucosa en suero, aunque debido a la modesta reduccion observada en este
estudio, no se podria llegar a una conclusion definitiva. En este sentido, existe
evidencia de que el consumo de diferentes variedades de frijol induce una baja
respuesta glicémica y mejora el control de glucosa en pacientes con diabetes
mellitus tipo Il. Sievenpiper et al. (2009) realizaron meta-analisis en donde
examinaron 41 estudios que evaltan el efecto del consumo de leguminosas en
la dieta normal, en una dieta rica en alimentos con bajo indice glicémico y en
una rica en fibra. Los analisis realizados demostraron que de cualquier forma,
el consumo de leguminosas mejora marcadores de control glicémico,
incluyendo hemoglobina glicosilada (HbAic) y fructosamina. Incluso en
pacientes con diabetes tipo Il, la simple inclusion de P. vulgaris en la dieta
puede mejorar los niveles de glicemia. Principalmente, el contenido de almidon
resistente y carbohidratos de lenta digestion, se han asociado a esta
disminucién. Asi también, el contenido de fibra dietética de frijol, tiene la
capacidad de atrapar nutrientes, como glucosa o colesterol, disminuyendo su

absorcién en el tracto intestinal.

Ademas, la barra contiene un porcentaje significativo de avena (26%), cuya
fraccion soluble, especificamente los B-glucanos, han sido reconocidos con
efecto cardioprotector por la FDA. La viscosidad de estos compuestos en
solucion, disminuye la rapidez de absorcion. Se ha comprobado que las fibras
viscosas reducen la respuesta postprandial con mayor eficacia que aquellas no

viscosas (Jenkins et al., 2008).

La segunda variable que mostré un cambio significativo y que ademas fue el
hallazgo mas importante en esta investigacion, fue en el contenido de
triglicéridos. La reduccion observada para el grupo tratamiento fue del orden
del 29% (de 208 mg/dL a 135.87 mg/dL), mientras que en el grupo control la
concentracion de triglicéridos aumentd 6% (de 182.28 mg/dL a 163.19 mg/dL )

al finalizar el estudio.
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Son limitadas las publicaciones encontradas respecto al efecto de frijol sobre
triglicéridos séricos en estudios clinicos. Existe una serie de estudios clinicos
gue reportan disminucion de triglicéridos después de la ingesta de extractos de
P. vulgaris con alto contenido del inhibidor de a-amilasa (Erner & Meiss, 2003;
Udani et al.,, 2004; Koike et al., 2005). La reduccién mas considerable se
obtuvo después de 8 semanas de suplementacion, siendo en promedio de -
26.3mg/dL en comparacion con -8.2 mg/dL en el grupo placebo (Udani et al.,
2004).

En otro estudio (Zhu et al., 2012), diferentes proporciones de frijol rojo cocido
se incorporaron a la dieta de ratas Sprague-Dawley y ratones C57B1/6 (con
obesidad inducida por dieta). Después de 7 dias, se encontraron reducciones
de hasta 30% con la dosis mas alta de frijol (46.5%). En concordancia con
estos hallazgos, otro grupo de investigadores observaron una disminucion en
triglicéridos al administrar semilla de frijol blanco a ratas hiperlipemicas (Abdel-
Rahim et al., 2013).

Aun asi, los datos encontrados en otras publicaciones no son consistentes. Se
ha reportado que no se observaron efectos o incluso aumentaron los niveles de
triglicéridos al suplementar la dieta con frijol comun (Bourdon et al.,, 2001,
Winham & Hutchins, 2007; Winham et al., 2007; Finley et al., 2007).

En cuanto a la avena, el efecto sobre triglicéridos séricos, también ha sido poco
estudiado. Guevara-Cruz et al. (2012) evaluaron el cambio en triglicéridos en
una muestra de 45 individuos a los que se les redujo su consumo calorico en
500 Kcal y se les administr6 una bebida que contenia 22 g de avena. Esta
bebida que ademas tenia una mezcla de plantas como nopal, chia y soya, fue
consumida dos veces al dia durante 2 meses, mostrando al finalizar el tiempo
de estudio, que sdlo el grupo que consumio la bebido redujo los triglicéridos de
2.1 mmol/L a 1.8 mmol/L.

Existen diferentes mecanismos mediante los cuales los niveles de triglicéridos
pueden disminuir. Entre ellos se encuentran procesos fisioldgicos que regulan
la ingesta/saciedad, absorcion y metabolismo de lipidos. Se sabe que algunos

compuestos bioactivos del frijol pueden modular dichos procesos.
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Por ejemplo, la fraccién no digerible del frijol al ser fermentada en el colon,
produce acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Campos-Vega et al., 2009).
Se ha reportado que los AGCC pueden aumentar la secrecién de ciertos
neuropéptidos que promueven saciedad, incluyendo al neuropéptido tirosina-
tirosina (PYY por sus siglas en inglés) y al péptido similar a glucagon 1 (GLP-1
por sus siglas en inglés), ademas de disminuir la produccion de hormonas
orexigénicas o que promueven el apetito, principalmente ghrelina (GRLH), la
llamada hormona del hambre (Fantini et al., 2009; Tolhurst et al., 2012; Nilsson
et al., 2013; Spadafranca et al., 2013)

Per se, los SCFA han mostrado ser efectivos para disminuir enzimas y factores
de transcripcion lipogénicos (Lin et al., 1995). Especialmente el &cido acético
inhibe la sintesis hepatica de acidos grasos y disminuye acidos grasos libres
en suero (Wolever et al., 1989, Frost et al., 2014). Altas concentraciones de
acido butirico tienen un efecto indirecto sobre la disminucion de lipidos al
promover un menor tiempo de transito cecal y al actuar como laxante (Han et
al., 2004; Han et al., 2005).

Otro posible mecanismo de disminuciéon de triglicéridos, es la mejora en la
depuracion o aclaramiento de lipoproteinas transportadoras de triglicéridos en
torrente sanguineo (Katan, 2006). Especificamente VLDL, una de las
principales moléculas transportadoras de triglicéridos, es catabolizada en
higado mediante los receptores de LDL (LDLR) (Goldstein & Brown, 2009).
Esta ruta se ha evaluado en modelos animales, en donde extractos de frijol y
almidon se han administrado a ratas. Después de dos semanas, el consumo
del extracto de P. vulgaris provocé un aumento en la actividad de LDLR
sugiriendo un aumento en el catabolismo de VLDL (Marzolo et al.,, 1993).
Fukushima et al. (2001) observaron que el almidon resistente de la variedad
tebu y kintoki, disminuyd lipidos séricos e incremento la expresion de LDLR en

comparacion con el grupo control

Por otra parte, se ha observado que la administracion del frijol comun tiene
efecto sobre ciertas enzimas y factores de transcripcién lipogénicos. En un
estudio realizado con un extracto de fitosteroles de frijol negro, se encontré que

la abundancia de ARNm y la expresion del factor de transcripcion SREBP-1
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disminuyé al igual que la expresion de las enzimas FAS y ACC, involucradas
en la sintesis de &cidos grasos (precursores de triglicéridos) en un cultivo de
hepatocitos de rata (Chavez-Santoscoy et al., 2014a). Ademds, la menor
expresion de CPT-1 indica un mayor grado de B-oxidacién, proceso mediante el
cual los triglicéridos son degradados por la célula para producir energia.

Una de las desventajas al realizar estudios clinicos es que la cantidad y tipo de
muestras biologicas es limitado, los fluidos facilmente disponibles son sangre u
orina, lo que limita el estudio de mecanismos y rutas metabdlicas en humanos.
Para profundizar en el estudio de los mecanismos de disminucion de
triglicéridos, seria necesario en algunos casos contar con muestras de tejido
como higado o intestino. La obtencion de las mismas, mediante biopsias u otro
medio esta fuera del enfoque de este estudio.

Una buena alternativa, es utilizar plasma o suero para medir los cambios en
ciertos biomarcadores relacionados con el metabolismo de lipidos. En este
estudio se realizé un analisis de las proteinas que pudieran estar involucradas

tanto con el metabolismo lipidico asi como con la respuesta inflamatoria.

7.4 Microarreglos de proteinas

El tipo de microarreglo utilizado en este estudio, fue un arreglo de anticuerpos
de adipocinas para la medicion de 182 proteinas. En el Cuadro 19 se enlistan

las proteinas incluidas en el microarreglo y se clasifican por funcidon de acuerdo

a la ontologia de genes.
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Cuadro 19. Clasificacion de las proteinas incluidas en el microarreglo de acuerdo a la ontologia de genes

Categoria Funcién Valor p Proteinas
Grupo 1
G0:0009611 Respuesta a dafio por 1.87E-36 NRP1, S100A8, PDGFB, PDGFA, CRP, TLR2, FGF10, TLR4, IL10, TGFB1, IL11, GPX1, SAA1, IL1B, LOX, CFD, FGF2, IL1A, IL25, ILER,
herida TNFAIP6, CD36, EREG, F3, ADAM17, NGF, CXCL1, CCL3, CCL2, TNF, C3, CLU, MST1, CCL5, TIMP3, CCL4, CCL7, MIF, TNFRSF1A,
CCL25, TNFRSF1B, INS, PTX3, THBS1, IL6, BMP2, IL1IRN, IGF1, CCL19, MSTN, IGF2, CCL16, CCL18, IGFBP1, BMPR1B, SELE, BMP6
G0:0006954 Respuesta inflamatoria 6.54E-28 CXCL1, CCL3, TNF, CCL2, S100A8, C3, CLU, CRP, TLR2, TLR4, CCL5, CCL4, CCL7, TGFB1, IL10, MIF, TNFRSF1A, CCL25, TNFRSF1B, INS,
SAA1, IL1B, PTX3, CFD, THBS1, IL1A, BMP2, IL6, IL1RN, IL25, CCL19, IGF2, IL6R, CCL16, CCL18, TNFAIP6, F3, BMPR1B, SELE, BMPS,
NGF
G0:0006952 Respuesta de defensa 3.96E-23 CXCL1, IL1R1, CCL3, CCL2, TNF, S100A8, C3, CLU, CRP, PPARG, TLR2, TLR4, CCL5, CCL4, CCL7, TGFB1, IL10, MIF, TNFRSF1A, CCL25,
TNFRSF1B, INS, SAAL, IFNG, IL1B, PTX3, CFD, THBS1, IL1A, BMP2, IL6, IL1RL1, IL1RN, IL25, CST3, CCL19, IGF2, IL6R, CCL16, CCL18,
TNFAIP6, F3, IL12A, BMPR1B, SELE, BMP6, NGF
G0:0006955 Respuesta inmune 5.54E-22 CXCL1, IL1R1, CCL3, TNF, CCL2, CXCL5, C3, CLU, CRP, PPARG, TLR2, TLR4, CCL5, TNFSF18, CCL4, CXCL12, CCL7, TGFB1, IL10, MIF, LIF,
IGF1R, TNFRSF1A, CCL25, TNFRSF1B, IFNG, IL1B, FAS, PTX3, CFD, THBS1, IL1A, ICAM1, IL6, IL1RL], ILIRN, CCL19, IL6R, CCL16,
CCL18, OSM, VEGFA, IL12A, ADAM17, XCL1, BMP6, BMPR1A
Grupo 2
G0:0032101 Regulacién de larespuesta  1.20E-31 PDGFB, C3, PDGFA, PPARG, FGF10, TLR4, CCL5, CXCL12, TGFB1, IL10, GPX1, TNFRSF1A, TNFRSF1B, INS, APOE, SAA1, AGT, THBS1,
a estimulos externos IL6, IGF2, IL6R, ADIPOQ, LEP, OSM, CNTF, SERPINF1, NPY, F3, VEGFA, ACE2, FABP4, GHRL, ADAM17, CARTPT, SELE
G0:0032103 Regulacién positiva de la 9.03E-22 IL6, PDGFB, C3, FGF10, TLR4, IL6R, CCL5, CXCL12, TGFB1, OSM, TNFRSF1A, CNTF, NPY, F3, AGT, VEGFA, FABP4, ADAM17, GHRL,
respuesta a estimulos THBS1
externos
G0:0048584 Regulacién positiva de la 4.23E-21 TNF, PDGFB, C3, CLU, CRP, TLR2, FGF10, TLR4, CCL5, CXCL12, TGFB1, TNFRSF1A, INS, AGT, IL1B, THBS1, CFD, IL6, EDA2R, IGF2, IL6R,
respuesta a estimulos OSM, CNTF, EREG, NPY, F3, VEGFA, IL12A, FABP4, ADAM17, GHRL
Grupo 3
G0:0010033 Respuesta a sustancias 1.14E-25 PDGFB, PDGFA, LEPR, PPARG, TLR2, TLR4, IL10, TGFB1, TNFRSF11B, APOB, HTR1B, APOE, IFNG, IL1B, FAS, LOX, INSR, EGFR, IL6R,
organicas RETN, IL12A, ADAM17, GHRL, NGF, RBP4, IL1R1, TNF, CCL2, TSHB, TIMP4, CCL5, TIMP3, IGF1R, TNFRSF1A, PLIN2, INS, THBS1,
AGRP, BMP4, IL6, ILIRN, MSTN, IGF2, ADIPOQ, LEP, GCG, GH1, FABP4, NEUROD1, IGFBP1, BMP7, IGFBP2, SELE
G0:0009725 Respuesta a estimulo 7.98E-25 RBP4, CCL2, TNF, PDGFB, PDGFA, LEPR, PPARG, TSHB, TIMP4, CCL5, TIMP3, TGFB1, IL10, IGF1R, HTR1B, TNFRSF11B, INS, IL1B, LOX,
hormonal FAS, THBS1, AGRP, INSR, BMP4, IL6, ILIRN, MSTN, IGF2, IL6R, ADIPOQ, LEP, GCG, GH1, RETN, FABP4, GHRL, IGFBP1, IGFBP2, BMP7,
NGF
G0:0009719 Respuesta a estimulo 2.61E-24 RBP4, CCL2, TNF, PDGFB, PDGFA, LEPR, PPARG, TSHB, TIMP4, CCL5, TIMP3, TGFB1, IL10, IGF1R, HTR1B, TNFRSF11B, INS, IL1B, LOX,
enddgeno FAS, THBS1, AGRP, INSR, BMP4, IL6, ILIRN, MSTN, IGF2, IL6R, ADIPOQ, LEP, GCG, GH1, RETN, FABP4, GHRL, ADAM17, IGFBP1,
IGFBP2, BMP7, NGF
G0:0048545 Respuesta al estimulo de 1.09E-23 TNF, CCL2, PDGFB, PDGFA, LEPR, PPARG, TSHB, CCL5, TIMP3, TGFB1, IL10, HTR1B, TNFRSF11B, IL1B, LOX, FAS, THBS1, INSR, BMP4,

hormona esteroidea

IL6, ILIRN, MSTN, IL6R, ADIPOQ, GH1, FABP4, GHRL, IGFBP2, BMP7, NGF
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G0:0031960
G0:0051384
G0:0043627

Grupo a
G0:0010647

G0:0042327

G0:0045937

G0:0010562

G0:0009967

G0:0001932
Grupo 5

G0:0007610
G0:0042330
G0:0006935

G0:0007626

Respuesta al estimulo
corticosteroide
Respuesta al estimulo
glucocorticoide
Respuesta al estimulo de
estrégeno

Regulacién positiva de la
comunicacion celular

Regulacién positiva de
fosforilacion

Regulacién positiva del
proceso metabdlico del
fosfato

Regulacién positiva del
proceso metabdlico del
fosforo

Regulacién positiva de la
transduccion de sefiales

Regulacién de la
fosforilacion de
aminodacidos
Comportamiento
Taxix

Quimiotaxis

Comportamiento
locomotor

4.82E-15

2.54E-14

2.44E-12

2.07E-32

2.56E-31

6.74E-31

6.74E-31

1.55E-29

1.17€-27

5.10E-21

1.92E-18

1.92E-18

3.44E-14

BMP4, IL6, TNF, CCL2, ILIRN, MSTN, IL6R, CCLS, ADIPOQ, IL10, HTR1B, IL1B, FABP4, FAS, IGFBP2, INSR, NGF

BMP4, IL6, TNF, CCL2, ILIRN, MSTN, IL6R, CCL5, ADIPOQ, IL10, IL1B, FABP4, FAS, IGFBP2, INSR, NGF

BMP4, PDGFB, PDGFA, LEPR, PPARG, MSTN, TSHB, TIMP3, TGFB1, GH1, TNFRSF11B, IL1B, GHRL, BMP7, IGFBP2, INSR

HCRT, CCL2, TNF, CSF1, LEPR, FGF10, TLR4, TGFB1, IL11, LIF, TNFRSF1A, GPX1, ECE1, INS, AGT, IFNG, TGFA, IL1B, EGF, THBS1, PRL,
INSR, BMP4, EGFR, BMP2, IL6, LGALS], IGF1, EDAZR, IGF2, IL6R, ADIPOQ, LEP, OSM, GH1, CNTF, EREG, F3, VEGFA, IL12A, GHRL,
ADAM17, CARTPT, BMP7, BMPR1A

TNF, BMPR2, TLR4, TGFB1, IL11, LIF, INS, AGT, IFNG, IL1B, THBS1, EGF, FGF2, INSR, BMP4, EGFR, IL6, BMP2, IGF1, IGF2, IL6R,
ADIPOQ, OSM, GH1, CNTF, EREG, IL12A, ADAM17, BMP7, BMPR1A

TNF, BMPR2, TLR4, TGFB1, IL11, LIF, INS, AGT, IFNG, IL1B, THBS1, EGF, FGF2, INSR, BMP4, EGFR, IL6, BMP2, IGF1, IGF2, IL6R,
ADIPOQ, OSM, GH1, CNTF, EREG, IL12A, ADAM17, BMP7, BMPR1A

TNF, BMPR2, TLR4, TGFB1, IL11, LIF, INS, AGT, IFNG, IL1B, THBS1, EGF, FGF2, INSR, BMP4, EGFR, IL6, BMP2, IGF1, IGF2, IL6R,
ADIPOQ, OSM, GH1, CNTF, EREG, IL12A, ADAM17, BMP7, BMPR1A

TNF, CSF1, LEPR, FGF10, TLR4, TGFB1, IL11, LIF, TNFRSF1A, GPX1, ECE1, INS, AGT, IFNG, TGFA, IL1B, EGF, THBS1, PRL, INSR, BMP4,
BMP2, IL6, LGALS1, IGF1, EDA2R, IGF2, IL6R, ADIPOQ, LEP, OSM, GH1, CNTF, EREG, F3, VEGFA, IL12A, GHRL, ADAM17, BMP7,
BMPR1A

TNF, PDGFB, PDGFA, BMPR2, TLR4, TGFB1, IL11, LIF, INS, AGT, IFNG, IL1B, PDGFC, PDGFD, EGF, FGF2, INSR, BMP4, EGFR, BMP2,
IL6, IGF1, IGF2, IL6R, ADIPOQ, OSM, GH1, CNTF, IL12A, ADAM17, BMP7, IGFBP3, BMPR1A

CXCL1, HCRT, CCL3, CCL2, CXCL5, PDGFB, PDGFA, LEPR, FGF10, CCL5, CCL4, CXCL12, CCL7, IL10, CCL25, BDNF, HTR1B, SAA1, AGT,
IFNG, IL1B, SEMA3A, AGRP, FGF2, IL6, CCL19, IL6R, CCL16, CCL18, LEP, OSM, GCG, NPY, ACE2, GHRL, CARTPT, PYY, XCL1, NGF
CXCL1, IL6, CCL3, CCL2, CXCLS5, PDGFB, PDGFA, FGF10, CCL19, IL6R, CCL5, CCL16, CXCL12, CCL4, CCL7, IL10, CCL18, CCL25, SAAL,
IFNG, IL1B, SEMA3A, XCL1, FGF2

CXCL1, IL6, CCL3, CCL2, CXCLS, PDGFB, PDGFA, FGF10, CCL19, IL6R, CCL5, CCL16, CXCL12, CCL4, CCL7, 1L10, CCL18, CCL25, SAAL,
IFNG, IL1B, SEMA3A, XCL1, FGF2

CXCL1, CCL3, CCL2, PDGFB, CXCL5, PDGFA, FGF10, CCL5, CCL4, CXCL12, CCL7, IL10, CCL25, SAA1L, IFNG, IL1B, SEMA3A, FGF2, IL6,
CCL19, IL6R, CCL16, CCL18, XCL1, NGF

La clasificacion se realizé con el programa DAVID “Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery” (https:/david.ncifcrf.gov/). ~ Se

muestran los primeros 6 procesos con el mayor valor p, de un total de 38 procesos.
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El andlisis arroj6 cinco grandes grupos funcionales, cuyos procesos principales
estan relacionados con la respuesta inflamatoria, respuesta inmune, respuesta
a estimulos externos y hormonales, regulacion del metabolismo de fésforo,

movimiento celular y comportamiento.

Los resultados obtenidos del andlisis de microarreglos se describen en esta
seccion. En la Figura 18 se puede ver la imagen adquirida después de la

lectura del microarreglo por el escaner laser GenePix™.

Controles positivos

Grupo tratamiento

Controles positivos
Controles positivos

/1
N

Grupo control

Figura 18. Imagen de la sefial fluorescente de los microarreglos de proteinas

Cada punto corresponde a una proteina diferente, siendo aquellos con mayor
intensidad los controles positivos que se utilizaron para la normalizacion de las

sefales.

La normalizacion se realiz6 intra e intermicroarreglos para homogenizar la
media de la intensidad de los controles positivos. Se tom6 como referencia el
primer chip analizado para hacer el ajuste. En la Figura 19 se observa la
dispersion de los datos, expresados en logaritmo base 2 del radio de

abundancia (calculado como el cociente de la intensidad de los controles entre

99



la intensidad del control de referencia) de los controles positivos para los

cuatro microarreglos.
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Figura 19. Normalizacion de controles positivos de los diferentes microarreglos
A) Antes de normalizar, B) Después de normalizar

7.4.1 Andlisis bioinformatico: IPA Qiagen

Una vez que se filtraron los resultados y que se realizaron los ajustes
estadisticos basicos, se tuvo un total de 40 proteinas diferencialmente

expresadas. En el Cuadro 20 se detallan las caracteristicas y radio de
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expresion diferencial de las 40 proteinas. Se indican aquellas que tuvieron un
aumento en su expresion con una flecha roja y las que disminuyeron con una

flecha verde.
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Cuadro 20. Proteinas diferencialmente expresadas por efecto del consumo de la barra

Proteina Abreviatura Simbolo Radio de valor p*
(microarreglo) oficial® expresion
diferencial (log2)
Enzima convertidora de angiotensina | ACE / CD43 ACE 4 253 0.0097
Enzima convertidora de angiotensina Il ACE-2 ACE2 -1.41 0.2635
Factor similar a angiopoyetina Ang-like Factor ANGPTL -2.00 0.8161
Proteina morfogenética 6sea 3 BMP-3 BMP3 -1.49 0.6484
Factor de diferenciaciéon de crecimiento BMP-3b / GDF-10 GDF10 -2.18 0.0524
Proteina morfogenética 6sea 7 BMP-7 BMP7 -2.67 0.2517
Receptor de la proteina morfogenética osea tipo 2 BMPR-II BMPR2 -1.40 0.6205
Factor de crecimiento nervioso beta b-NGF NGF -2.38 0.3229
Receptor de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (miembro 9) CD137 (4-1BB) TNFRSF9 1+ 173 0.0802
TYRO3 Proteina tirosina quinasa Dtk TYRO3 -1.86 0.0537
Receptor del factor de crecimiento epidermal EGF-R EGFR -1.63 0.2984
Factor de crecimiento de fibroblastos 10 FGF-10 FGF10 -2.73 0.8069
Hormona del crecimiento 1 GH (Growth Hormone)  GH1 -1.29 0.0850
Ghrelina/Obestatina Ghrelin GHRL 1+ 2.06 0.2350
Transportador de glucosa miembro 2 Glut2 SLC2A2 -1.32 0.4699
Interleucina 11 IL-11 IL11 1+ 1.69 0.1640
Interleucina 25 IL-25/ IL-17E IL25 4+ 112 0.7129
Factor inhibidor de leucemia LIF LIF 4+ 1.27 0.5624
Factor estimulante de colonias de macréfagos 1 M-CSF CSF1 -1.75 0.1976
Ligando de quimiocina 3 (motivo C-C) MIP-1a CCL3 -2.43 0.1448
Neuropilina 1 Neurophilin-2 NRP1 %+ 159 0.7632
Hipocretina (Orexina) Orexin A HCRT 4+ 140 0.5533
Oncostatina M OSM OSM -1.79 0.5099
Osteonectina Osteonectin SPARC -3.30 0.0409
Factor de crecimiento derivado de plaguetas C PDGF-C PDGFC -1.64 0.5118
Proteina homologa similar a delta 1 (Drosophila)/factor de preadipocitos Pref-1 DLK1 4 2.18 0.0739
Prohibitina Prohibitin PHB 4+ 121 0.2088
Proteina de union a retinol RBP4 RBP4 -1.46 0.1189
Proteina similar a resistina beta RELMb RETNLB -1.40 0.2802
Regulador de la 5-hidroxitriptamina (serotonina) oxigenasa Serotonin HTOR -1.90 0.0146



http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=2707
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=13557
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=1070
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4215
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=1074
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=1078
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=7808
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11924
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=12446
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=3236
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=3666
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4261
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=18129
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11006
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=5966
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=13765
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=2432
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=10627
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=8004
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=4847
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=8506
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11219
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=8801
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=2907
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=8912
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=9922
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=20388
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=5285

Factor de crecimiento transformante beta 1 TGF-b TGFB1 -1.48 0.4970

Trombospondina 1 Thrombospondin 1 THBS1 -1.92 0.2536
TIMP inhibidor de metalopeptidasa 1 TIMP-1 TIMP1 -1.74 0.0081
TIMP inhibidor de metalopeptidasa 2 TIMP-2 TIMP2 -2.08 0.2193
Factor de coagulacion 3 (tromboplastina, factor tisular) Tissue factor (CD142) F3 4+ 2.75 0.1021
Receptor tipo Toll 2 TLR2 TLR2 4 143 0.3607
Receptor de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (miembro 1B) TNF sRII TNFRSF1B 1+ 173 0.3235
Hormona estimulante de la tiroides beta TSH TSHB -3.47 0.0744
Molécula de adhesion vascular 1 VCAM1 VCAM1 -1.67 0.0660

" De acuerdo a HUGO Gene Nomenclature Committee (http://www.genenames.org/) *Valor p obtenido en la prueba t de student, se consideraron diferencias

significativas cuando p<0.05 # Indica aumento en la expresion, ¥indica disminucién en la expresion.
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http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11766
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11785
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11820
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11821
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=3541
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11848
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=11917
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=12663
http://www.genenames.org/

El pardmetro estadistico que se tom6 como base para la interpretacion de los
resultados fue el radio de expresion diferencial. Este conjunto de datos se analizé
mediante el software IPA® de Qiagen para su interpretacién. Las proteinas se
agruparon de acuerdo a su funcién fisiolégica, ruta metabdlica y se agruparon de
acuerdo a su participacién en el desarrollo de enfermedades o desérdenes. El
Cuadro 21 muestra una recopilacion de esta clasificacion.

Cuadro 21. Clasificacion de proteinas diferencialmente expresadas de acuerdo a su
funcion bioldgica o desorden metabdlico

Clasificacion Proteinas involucradas Valor p

Rutas candnicas

Ruta de sefalizacion de HMGB1 IL11, IL25, LIF, OSM, TGFB1, 3.43 E-09
TNFRSF1B, VCAM

Activacion de receptores para IL11, IL25, LIF, OSM, TGRB1, TLR2 1.32 E-07

reconocimiento de patégenos

Ruta de sefalizacion de CSF1, F3, PDGFC, RBP4, TGFB1, 1.39 E-07

aterosclerosis VCAM1

Ruta de sefializacion de NF-kB BMPR2, EGFR, GH1, NGF, TLR2, 1.05 E-06
TNFRSF1B

Ruta de adipogénesis BMP7, BMPR2, DLK1, TGFB1 1.19 E-04

Funcion fisioldgica

BMP7, BMPR2, CCL3, CSF1, DLK1, 8.14 E-18 2 3.99 E-
EGFR, F3, FGF10, GH1, GHRL, IL11, 06

IL25, LIF, NGF, NRP1, OSM, PDGFC,

SPARC, TGFB1, THBS1, TIMP1, TIMP2,

TLR2, TNFRSF1B, TNFRSF9, TYRO3,

Morfologia del tejido

VCAM1
Sistema cardiovascular, desarrollo  BMP7, BMPR2, CSF1, EGFR, F3, 2.12E-17a2.36 E-
FGF10, GHRL, NGR, NRP1, OSM, 06

y funcién
PDGFC, RBP4, SPARC, TGFB1,

THBS1, TIMP2, VCAM1

ACE, CCL3, CSF1, EGF4, GHRL, IL11, 3.21 E-16 a 3.59E-
IL25, LIF, NGF, OSM, RETNLB, TGFB1, 06
THBS1, TLR2, TNFRSF1B, TNFRSF9,

TYROS, VCAM1

Respuesta inflamatoria

Trafico de células inmunes
(infiltracién, migracion de
leucocitos, adhesién)

BMPR2, CCL3, CSF1, EGFR, F3, IL25,
OSM, SPARC, TGFB1, THBS1, TIMP1,
TLR2, TNFRSF1B, TNFRSF9, VCAM1

5.11 E-15a3.59 E-
06

HMGB1- grupo de alta movilidad de proteina B1

De acuerdo al analisis realizado, las funciones de mayor relevancia en las que
intervienen las proteinas diferencialmente expresadas estan relacionadas con la
respuesta inflamatoria, el sistema cardiovascular y en menor medida con
adipogénesis. La ruta mas significativa fue la del grupo de alta movilidad de proteina
B1 (HMGBL1), proteina que esta implicada en la respuesta inmune y en cascadas de

sefalizacion de citocinas (Uniprot, 2014). Se localiza en monocitos y macréfagos, en
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donde una vez liberada de los lisosomas HMGB1 se regula de manera autdcrina
activando diferentes tipos de receptores, entre los mas importantes para este estudio
se encuentran el receptor de productos de glicacion avanzada (RAGES) y el receptor
tipo Toll 2 (TLR2), desencadenando eventos de migracion celular, aumento de
moléculas de adhesion, ademas de provocar la liberacién de citocinas y quimiocinas,
especialmente TNF-a, IL-1a, IL-1B3, IL-1Ra, IL-6, IL-8 y MCP1 (Harris et al., 2012).
En esta ruta ciertas proteinas inflamatorias se vieron incrementadas como IL11 e
IL25, aunque otras moléculas se vieron disminuidas como OSM y VCAM-1. En este
sentido, los resultados no fueron concluyentes debido a que fueron pocas las
proteinas que coinciden con esta ruta canodnica, ademas de tener valores de

expresion contradictorios

El analisis indicO que la ruta canonica de activacion de receptores para
reconocimiento de patdgenos también fue significativa de acuerdo a las proteinas
reguladas. Esta ruta esta implicada en la respuesta inmune innata y se activa de
manera importante via TLR2. Este receptor transmembranal puede iniciar una
cascada inflamatoria mediada por el factor de transcripcion nuclear NF-kB que
induce la producciéon de citocinas proinflamatorias. En la Figura 20 se detalla la via
de NF-kB resaltando en rojo y verde las proteinas reguladas en el andlisis de

microarreglos.
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Figura 20. Ruta NF-kB que indica la regulacién de las proteinas expresadas
diferencialmente

En verde las proteinas que disminuyeron expresion y en rojo proteinas que aumentaron
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Mediante la herramienta de prediccion del software IPA, se puede ver el efecto de

las proteinas rio abajo de la via (Figura 21).

BIP
24

| ToF-g gDl LTA| BAFF
|

Espacio extracelular ; l l
I D4 f— TE s —
Citoplasma v TAN!{I’RN—Z

I'HA.IJB {'.NJ o

Vel
X | TR AR | T
" TRAFE  THAF
TRAFE o8 lgis
/
\ L

™ RIF
Za:ru Pﬁ_n‘\‘h-_]lnﬁ dsRNA | e /
o Nt v v T
v N — s o T At i

H o o S
"‘"".4"'" / WL?J“R’H\\‘/W’/;///“’A

MK 4 BiMp B
i ;

¥ Caspase \___._@._,"- l Ruta alterna de
* B -‘v‘/---;um_/ Pl | KRG activacion

Alto Baie
Nucleo / L Aumento )
/ IKKiGSK A8 .
/ e '"M\}‘ "~V ctpigio &»  Disminucién
T, J .
NF:B‘ abtmea PrE—7 o5 Rel —HIJA{:.Q NF-BZ Aite PREDICCION

Bajo
;:bb."HeA ; NI:(B‘ Nh—(B o ey 0 Activacion [
e SR l L Inhibicién
1.<\ S .
|nQam3cnn Lymghoganess PREDICCION: relaciones

Ceonduce a activacion
Bcal

HEDII;E‘% innune maarafion

=== Conduce a inhibicion
Hallazagosinconsistentes

con el estado de moléculas
ric abajo

= Efecto no predicho

Figura 21. Prediccién del efecto de las proteinas reguladas sobre la via de NF-
KB

*El color morado indica expresion diferencial de proteinas en el experimento

La prediccion sugiere que las rutas sefialadas en azul podrian inhibirse por efecto
del consumo de la barra, mientras que las naranjas podrian activarse. En este caso,
la via de GH-Ras-Raf-MEKK1 (las ultimas 3 pertenecientes a un grupo de proteinas
en su mayoria con actividad de quinasa) se inhibiria evitando la translocacién de NF-
KB al nucleo para la transcripcion de genes, entre ellos codificantes para factores
proinflamatorios. Sin embargo, durante el analisis también se observo el aumento del

TLR2, que contrariamente a lo predicho para la via de GH, induciria la activacién de
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la via inflamatoria, aunque este resultado debe tomarse con precaucion debido a

gue solo se tiene el cambio en expresion de una proteina.

La siguiente ruta canonica de interés, es el sistema cardiovascular. De las proteinas
involucradas con este proceso fisioldgico, se puede predecir una red metabdlica que
incluye dichas proteinas y otras moléculas que podrian ser afectadas en esta via. En
la Figura 22 se muestra la red metabdlica cardiovascular para este experimento.
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Figura 22. Red metabdlica relacionada con desérdenes cardiovasculares

En esta red metabdlica convergen también algunas proteinas relacionadas con el
proceso inflamatorio, como el grupo de proteinas quinasas ERK involucrado en la
cascada de sefalizacion para la liberacion de citocinas. Se observé la disminucion
en expresion de TGFB, una superfamilia de proteinas que incluye al grupo de
BMP’s. TGFB y sus receptores se expresan en células endoteliales, células
musculares lisas, macrofagos y células T en lesiones ateroscleroticas (Gordon et al.,
2008). Se ha informado un papel controversial del efecto de la familia TGFB en
aterosclerosis, con algunos estudios que sugieren un papel proaterosclerético (Bobik

et al., 1999; Cipollone et al., 2004), mientras que la mayoria indican que intervienen
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en la prevencion de este desorden, aun cuando se trata de un factor proinflamatorio.
Por otra parte, las enzimas ACE1 y 2 presentaron un comportamiento dicotomico
puesto que la primera aumentd y la segunda disminuyé su expresion. Se ha
sugerido que ACE2 es la que tiene mayor importancia biolégica puesto que cataliza
la conversion de angiotensina 1 a angiotensina 2, un potente vasoconstrictor
asociado estrechamente a desérdenes como hipertension arterial (NCBI, 2014). La
disminuciéon en la expresion de ACE2 es un indicio de un posible potencial
antihipertensivo, hecho que se complementa con la disminucién de VCAML1 vy el
aumento de IL11 sugiriendo un posible mecanismo a explorar como consecuencia
del consumo de la barra. La mayor expresiéon de ésta Ultima proteina, IL11, es de
interés debido a que es un factor inhibitorio de adipogénesis (Ohsumi et al., 1991).
Se ha demostrado que la activacion de la via del receptor de proteinas gp130 (un
miembro de los receptores de citocinas) por IL11 inhibe la diferenciacion de
preadipocitos mediada por protaglandina F2a (Annamalai y Clipstone, 2014). En este
sentido, DLK1 es otra proteina involucrada en la diferenciacion de preadipocitos,
considerada inhibidor de adipogénesis, evitando la proliferacion de éstas células
mediante arresto al ciclo celular, por tanto afectando la expansion del tejido adiposo
(Mortensen et al., 2012; Traustadottir et al., 2013). Recientemente se ha propuesto
gue la manipulacién de DLK1 podria ayudar a desarrollar estrategias terapéuticas

para el tratamiento de la obesidad (Traustadottir et al., 2013).

De la misma manera que en la via de NF-kB, se puede predecir el efecto que tendra
la regulaciéon de las proteinas relacionadas con el sistema cardiovascular en la ruta

metabolica (Figura 22).

De acuerdo a la prediccion ciertos procesos ateroscleréticos se verian inhibidos,
como la adhesion endotelial, migracién y diferenciacion de monocitos. Por ejemplo
se predice la inhibicibn de la activacion de CCR2, el receptor de la proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1) que participa en el reclutamiento y migracion
de monocitos a la intima, por tanto disminuyendo la extravasacion endotelial y
paralelamente reduciendo la expresién de moléculas de adhesion (Giunti et al.,
2006). Ademas, el factor estimulante de colonias de macréfagos 1 (M-CSF1) es un
factor de crecimiento producido por células endoteliales y células musculares lisas,
gue induce la diferenciacién de monocitos a macréfagos y provoca la proliferacion de

los mismos (Ait-Oufella et al., 2011). Se ha demostrado que la liberacion de M-CSF
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es regulada por proteina C-reactiva mediante la via de NF-kB, incrementando la
expresion de VCAM1, IL 8 y MCP-1 rio abajo (Devaraj et al., 2009).

En el diagrama de la Figura 23 se puede apreciar nuevamente la inhibicion del
receptor de la superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNFRs14) en una célula
espumosa, inhibiendo a su vez al grupo de metaloproteinasas (MMP1, MMP9,
MMP13), proteinas implicadas en la ruptura de la placa aterogénica y en procesos
de trombosis (Fadok et al., 1998). Dicho efecto, también es promovido por la

inhibicidon de la via de NF-kB como se describié anteriormente.
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Figura 23. Prediccién del efecto de las proteinas reguladas sobre la via

sefializacion de aterosclerosis

Se observa también que la produccion de colageno se inhibe por las rutas de
TNFRs14, TGF-B y PDGF, lo cual es confuso, debido a que por las dos primeras

rutas el efecto deberia ser opuesto. Al inhibirse la accion de metaloproteinasas se
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evitaria la degradaciéon del coldgeno que recubre a la capa aterosclerotica,
atenuando el adelgazamiento y posterior ruptura del trombo. Las Ultima ruta si podria
inducir este efecto de degradacion del colageno puesto que PDGF inducen la
expresion de metaloproteinasas (Wagsater et al., 2009).

Finalmente, aunque fue una funcion biolégica modestamente modificada, es de
interés para este estudio la disminucibn observada en ciertos procesos del
metabolismo de lipidos. En la Figura 24 se puede ver un mapa de calor del efecto

sobre el metabolismo de lipidos.

Secrecion Concentracion Sintesis Cantidad

Secrecion de esteroides

Sintesis de esteroides

- -

Secrecién de lipidos Secrecion b-estradiol Concentracién de 4cidos arases Sintesis de fipidos Cantidad de esteroides

Figura 3. Mapa de calor de los procesos regulados relevantes en metabolismo

de lipidos

El tamafio de los mosaicos incrementa de acuerdo al valor p, el color azul indica un valor z
negativo y el rojo un valor z positivo. El color es mas intenso de acuerdo a la magnitud del valor z.

En este mapa, el tamafio de los mosaicos incrementa con el valor p, es decir, las
proteinas diferencialmente expresadas, tuvieron un efecto con mayor significancia
estadistica en las funciones bioldgicas que tienen mayor tamafio. En cuanto a valor
z, es una medida de la probabilidad con que se predice la activacién o inhibicion de
una via. Mientras mayor sea la intensidad (valor del valor z) existe mayor
concordancia de la prediccién con lo que se reporta en la literatura, de manera que
la probabilidad de que dicha prediccion sea debido al azar se reduce. Por ultimo, el

color azul o rojo depende de la inhibicion o activacion predicha, respectivamente.
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De manera importante se ve la disminucion en la secrecion, concentracion y sintesis
de lipidos. Haciendo un andlisis mas detallado, se pueden ver las proteinas
relacionadas en cada una de estas funciones. Para este estudio, en donde se
observé una disminucién en la concentracion de triglicéridos, es de interés particular
la disminucion en la concentracion de acidos grasos y en la sintesis de lipidos. En la
Figura 25 se aprecia un diagrama que muestra aquellas proteinas que participaron
en la inhibicion de dichos procesos.
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Figura 25. Proteinas involucradas en la inhibicién de procesos relacionados

con el metabolismo de lipidos

Se observa que dos proteinas que incluyen a los receptores TNFRSF1B y TLR2
activan la sintesis de lipidos aumentando la concentracién de acidos grasos, sin
embargo predominan las interacciones de tipo inhibitorio. En este sentido se puede
destacar la mayor expresion de la hormona ghrelina (involucrada en la activacién del
apetito), que conduce a una menor cantidad de &cidos grasos. Aunque podria
pensarse que este aumento conduciria al aumento en apetito, se ha visto que esto
sb6lo sucede en un estado de ayuno, ademas se ha demostrado que en una

condicion de obesidad, la ghrelina se encuentra disminuida dando lugar a una
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ciertas alteraciéon como deficiencia en la hormona del crecimiento que exacerba esta
condicion (Alvarez-Castro et al., 2013). Existen reportes que relacionan a esta
hormona, independientemente de su efecto orexigénico, con un efecto
antiobesogénico, debido a que inhibe la sintesis de acidos grasos mediante un
mecanismo de inactivacion de acetil-CoA carboxilasa y FAS (ambas enzimas
lipogénicas) (Lage et al., 2010).

En esta via metabdlica se encuentra un interés particular para poder explicar el
mecanismo mediante el cual se dio la disminucion en la concentracion de
triglicéridos seéricos. Para profundizar en ésta ruta, se sugiere la validacion de los
microarreglos mediante la cuantificacion plasmatica de ciertos marcadores
especificos, como VCAM1, GHRL, DLK1, ACE2, IL11 y TGFB que incluyen proteinas
de interés para los procesos metabdlicos estudiados y proteinas cuyo resultado de

expresion no concuerda con lo esperado.

7.4.2 Andlisis de enriquecimiento de ontologia de genes

Con la finalidad de tener un analisis estadistico mas robusto, en esta seccion se
tomaron en cuenta para el andlisis bioinformatico solamente aquellas proteinas que
tuvieron un cambio en su radio de expresidon mayor a 2 veces en comparacion con el

grupo control.

7.4.2.1 CYTOSCAPE - BINGO

CYTOSCAPE es una plataforma de uso libre que permite establecer redes de
interacciones proteina-proteina, realizando busquedas en diversas bibliotecas y
bases de datos de proteinas y genes (Shannon et al., 2003). Mediante esta
herramienta, se obtienen redes complejas que deben “curarse” o depurarse hasta
encontrar aguellas proteinas de interés que tengan 4 o mas nédulos de interaccion.
Se utilizé el modulo “BINGO” que permite realizar la anotacion funcional y el analisis
de enriguecimiento de genes, para determinar aquellos procesos bioldgicos que son

regulados de manera significativa (Maere, Heymans y Kuiper 2005).

En la Figura 26, se muestra un esquema de la red biol6gica obtenida para las 12
proteinas reguladas. Cada nodo en la red representa un proceso bioldgico diferente;

en color amarillo se muestran los procesos que fueron modulados significativamente.
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Mientras mas oscuro es el color del nodo, se considera que tiene mayor significancia
estadistica. En el cuadro 22 se muestran los principales procesos biol6gicos
regulados de acuerdo a lo obtenido mediante el uso de BINGO, estos datos se
presentan ordenados de acuerdo al radio x/n y valor p, una medida de la proporcion
de proteinas involucradas y el numero total de proteinas en el conjunto.

De los procesos encontrados, cinco se consideraron de interés para este proyecto,
los cuales fueron seleccionados de acuerdo al radio x/n y al nUmero de proteinas
involucradas. Se tomaron en cuenta aquellos términos que tuvieran un radio x/n con
la puntuaciébn mas alta y que tuvieran al menos 4 proteinas involucradas en el
proceso bioldgico. Los procesos regulados fueron: respuesta al estimulo de
estrogeno, respuesta al estimulo de la hormona esteroidea, regulacion de la
locomocion, regulacion de la migracion celular y regulacion del desarrollo del sistema

nervioso.
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Figura 26. Red bioldgica de proteinas sobre-expresadas después del analisis mediante el programa BINGO
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Cuadro 22. Principales procesos y proteinas reguladas obtenidas por el programa BINGO

Proceso regulado GO- Valor p FDA X X n Radio Proteinas involucradas en el proceso biolégico
ID (x/n)

Formacion de la glandula mamaria 60592 6.44E-06 6.42E-03 2 5 12 0.400 BMP4|FGF10

Regulacion de la formacién embrionaria de la prostata 60685 9.66E-06 9.62E-03 2 6 12 0.333 BMP4|FGF10

Desarrollo de mesonefros 1823 1.80E-05 1.79-02 2 8 12 0.250 BMP4|FGF10

Elongacion ramificada del epitelio 60602 2.89E-05 2.88E-02 2 10 12 0.200 BMP4|FGF10

Elongacion axial 3401 2.89E-05 2.88E-02 2 10 12 0.200 BMP4|FGF10

Desarrollo del epitelio pulmonar 60428 3.53E-05 3.52E-02 2 11 12 0.182 BMP4|FGF10

Regulacion positiva del comportamiento 48520 7.16E-06 7.13E-03 3 47 12 0.064 GHRL|F3|FGF10

Regulacion de la proliferacion de células endoteliales 1936 7.16E-06 7.13E-03 3 47 12 0.064 BMP4|GHRL|F3

Respuesta a estimulo mecanico 9612 1.50E-05 1.50E-02 3 60 12 0.050 BMP4|NGF|F3

Respuesta a estimulo de estradiol 32355 1.74E-05 1.73E-02 3 63 12 0.048 BMP4|F3|FGF10

Respuesta al estimulo de estrégeno 43627 2.23E-08 2.22E-05 5 114 12 0.044 BMP4|GHRL|F3|TSHB|FGF10

Regulacion del comportamiento 50795 2.29E-05 2.28E-02 3 69 12 0.043 GHRL|F3|FGF10

Regulacion positiva de la repuesta a estimulos externos 32103 4.59E-05 4.58E-02 3 87 12 0.034 GHRL|F3|FGF10

Respuesta al estimulo de hormona esteroidea 48545 1.21E-08 1.20E-05 6 225 12 0.027 BMP4|GHRL|NGF|F3|TSHB|FGF10

Regulacion de la locomocion 40012 9.36E-07 9.33E-04 5 241 12 0.021 BMP4|ACE|GHRL|F3|FGF10

Regulacion de la migracion celular 30334 2.28E-05 2.27E-02 4 216 12 0.019 BMP4|ACE|F3|FGF10

Regulacion del desarrollo del sistema nervioso 51960 2.77E-05 2.76E-02 4 227 12 0.018 BMP4|TIMP2|GHRL|NGF

Regulacion del movimiento de componentes celulares 51270 3.39E-05 3.37E-02 4 239 12 0.017 BMP4|ACE|F3|FGF10

Regulacion de la g de la estructura anatomica 22603 2.80E-06 2.79E-03 5 301 12 0.017 BMP4|GHRL|NGF|F3|FGF10

Desarrollo del sistema esquelético 1501 453E-06 4.51E-03 5 332 12 0.015 BMP4|SPARC|BMP8B|GHRL|DLK1

Regulacion positiva del proceso del desarrollo 51094 5.62E-06 5.60E-03 5 347 12 0.014 BMP4|GHRL|NGF|F3|FGF10

Respuesta a estimulo hormonal 9725 6.55E-07 6.52E-04 6 441 12 0.014 BMP4|GHRLINGF|F3|TSHB|FGF10

Respuesta a estimulos externos 9605 8.11E-08 8.08E-05 7 551 12 0.013 BMP4|CCL3|GHRL|NGF|F3|TSHB|FGF10

Respuesta a estimulos endégenos 9719 1.26E-06 1.25E-03 6 493 12 0.012 BMP4|GHRL|NGF|F3|TSHB|FGF10

Regulacion de la proliferacion celular 42127 1.53E-06 1.52E-03 7 848 12 0.008 BMP4|SPARC|TIMP2|GHRL|NGF|F3|FGF10

Regulacion de localizaciéon 32879 1.20E-05 1.19E-02 6 727 12 0.008 BMP4|ACE|GHRL|NGF|F3|FGF10

Regulacion del proceso del desarrollo 50793 1.94E-05 1.94E-02 6 791 12 0.008 BMP4|TIMP2|GHRL|NGF|F3|FGF10

Respuesta a sustratos organicos 10033 3.32E-05 3.31E-02 6 869 12 0.007 BMP4|GHRLINGF|F3|TSHB|FGF10

Regulacion de los procesos de organismos multicelulares 51239 7.15E-06 7.12E-03 7 1067 12 0.007 BMP4|ACE|TIMP2|GHRLINGF|F3|FGF10

Via de sefializacion ligada al receptor de superficie celular 7166 2.39E-05 2.38E-02 7 1280 12 0.005 BMP4|CCL3|GHRL|NGF|F3|TSHB|FGF10

Respuesta a estimulo quimico 42221 4.03E-06 4.01E-03 8 1465 12 0.005 BMP4|ACE|CCL3|GHRLI|NGF|F3|TSHB|FGF10

Diferenciacion celular 30154 1.08E-05 1.07E-02 8 1668 12 0.005 BMP4|ACE|TIMP2|BMP8B|GHRL|NGF|DLK1|FGF10

Proceso del desarrollo celular 48869 1.32E-05 1.32E-02 8 1714 12 0.005 BMP4|ACE|TIMP2|BMP8B|GHRL|NGF|DLK1|FGF10

Desarrollo de la estructura anatémica 48856 2.19E-06 2.18E-03 10 2656 12 0.004 BMP4|SPARC|ACE|TIMP2|BMP8B|GHRL|NGF|TSHB|DLK1|FGF10

Desarrollo del sistema 48731 152E-05 1.51E-02 9 2422 12 0.004 BMP4|SPARC|ACE|TIMP2|BMP8B|GHRL|NGF|DLK1|FGF10

Proceso del desarrollo 32502 7.43E-07 7.40E-04 11 3235 12 0.003 BMP4|SPARC|ACE|TIMP2|BMP8B|GHRL|NGF|F3|TSHB|DLK1|FGF10

(X) - Namero de proteinas involucradas del conjunto estudiado
(X) - Total de proteinas involucradas en el proceso biolégico
(n) - Total de proteinas reguladas del conjunto estudiado
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Las proteinas involucradas en cada proceso se sometieron a un analisis en la base

de datos KEGG Mapper (http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway2.html) para

encontrar rutas metabdlicas especificas reguladas por estas proteinas.

La respuesta al estimulo de estrogeno (G0O:0043627) incluye cualquier proceso que
resulte en un cambio de estado o actividad de una célula u organismo por efecto de
estrogenos y hormonas esteroideas C18 que derivan en el desarrollo de
caracteristicas sexuales femeninas (The Gene Ontology Consortium, 2015). Aunque
este proceso no es especifico para las rutas metabdlicas relacionadas con el
metabolismo de lipidos (de interés para este proyecto), el analisis mediante KEGG
Mapper, indica que de las cinco proteinas involucradas (BMP4,GHRL,F3,TSHB y
FGF10) TSHB esta involucrada en la regulacion de lipdlisis en adipocitos (Ruta
metabolica con codigo KO04923), interacciones neuroactivas ligando-receptor
(KO04080) y sintesis de la hormona tiroidea (KO04918). Se ha reportado que en
mujeres postmenopausicas el estrégeno reduce la adiposidad, promoviendo el
catabolismo lipidico mediante la activacion de -oxidacion, inhibicion de lipogénesis

y aumento de lipolisis (Dost et al., 2014).

Especificamente TSHB se ha correlacionado con una mayor concentracion de
triglicéridos y resistencia a insulina en humanos (Nader et al., 2010), asi como una
mayor expresion de leptina (una adipocina que regula la ingesta energética) en
ratones obesos (Nillni et al. 2000; Perello et al., 2010). Se sabe que en un estado de
obesidad la concentracion de leptina plasmatica se correlaciona directamente con la
cantidad de tejido adiposo (Considine et al.,, 1996; Kouidhi et al.,, 2010) y la
concentracion de triglicéridos en sangre (Herbst, 2006). En el presente estudio, la
abundancia de TSHB en el plasma de las participantes disminuyd en un radio de
expresion de -3.47 después de los dos meses de consumo del refrigerio, lo cual
podria ser un indicio para explorar un mecanismo de accion por el cual el producto

disminuyd los niveles de triglicéridos en el estudio clinico.

El siguiente proceso sobre-representado en el andlisis mediante BINGO, fue la
respuesta al estimulo de hormona esteroidea (G0O:0048545), que incluye cualquier
cambio en términos de movimiento, secrecion, produccion de enzimas 0 expresion
de genes como consecuencia de esta estimulacion (The Gene Ontology Consortium,

2015). Se encontraron seis proteinas reguladas pertenecientes a este proceso:
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BMP4, GHRL, NGF, F3, TSHB y FGF10. Al realizar el andlisis en KEGG Mapper, se
obtuvieron préacticamente las mismas rutas metabdlicas, en donde TSHB fue la
proteina que aparecio con mayor frecuencia. Se observo también la regulacion de la
cascada de sefalizacion de AMP ciclico, en donde ghrelina fue la Unica proteina
involucrada. La ghrelina es una hormona que ha sido considerada orexigénica, es
decir, es capaz de promover el apetito, cuya funcién principal es la secrecion de la
hormona del crecimiento (GH por sus siglas en inglés). Se sabe que es la Unica
hormona que puede ser modificada por acidos grasos; la ingesta de triglicéridos
puede modificar su concentracién dependiendo del largo de la cadena (Delporte,
2013). A pesar de sus efectos orexigénicos, recientemente se realizO un
metaanalisis de 21 estudios que incluyd a un total de 1187 participantes, en donde
se vio que los niveles de ghrelina se encontraron mas elevados en personas no
obesas en comparacion con aquellas el grupo obeso (Zhang et al., 2011). Lo anterior
es consistente con los hallazgos del presente estudio, un aumento en el orden de

2.05 en la abundancia de ghrelina al finalizar el estudio clinico.

Para el proceso de regulacion de la migracion celular (GO:30334), la proteina mas
relevante de acuerdo al andlisis por KEGG Mapper, fue ACE puesto que se
encuentra involucrada en la cascada de sefializacion del sistema renina angiotensia
(KO04614), cardiomiopatia hipertrofica (KO05410) y secrecion de renina (K004924).
Una vez concluidos los dos meses de consumo del refrigerio, el nivel de ACE
plasmatico se elevd en 2.53 veces respecto al grupo control, lo cual fue un hallazgo
no esperado puesto que ACE ha sido correlacionado con mayor desarrollo de tejido

adiposo en humanos (Kershaw y Flier, 2004).

Los otros dos procesos, regulacion de la locomocion y desarrollo del sistema
nervioso no condujeron a rutas metabdlicas de interés para el estudio de la

hipertrigliceridemia.

7.4.2.2 ONTOLOGIZER

Ontologizer es una herramienta estadistica para el analisis de datos biologicos
usando ontologia de genes, lo que permite crear una lista de proteinas o genes
regulados y agruparlos por funcion. Las 12 proteinas reguladas se sometieron a un
analisis padre-hijo, el cual arroja una red que muestra los procesos bioldgicos o

funciones reguladas en el contexto de procesos que estan rio arriba (padres) o rio
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abajo (hijos) (Bauer et al., 2008). Se utilizaron dos enfoques diferentes: la unién de
padre-hijos y la interseccion padre-hijo. El primero toma en cuenta genes/proteinas
gue estén relacionados con cualquiera de los padres, mientras que el enfoque de
interseccion toma en cuenta genes anotados para todos los padres por lo que da
resultados mas restringidos.

En la Figura 27 y 28 se muestran las redes bioldgicas correspondientes para el
analisis de interseccién padre-hijo y unién padre-hijo, respectivamente. En ambos
casos el parametro estadistico utilizado fue la prueba de Bonferroni (p<0.01). El
color indica las diferentes categorias del enriquecimiento de genes. El color morado
hace referencia al tipo o localizacion del componente celular, el verde a los procesos
biolégicos y el amarillo a la funcién especifica de la molécula. La intesidad del color

indica la significancia del proceso o funcion.

De esta manera, en la Figura 27 se puede observar que los procesos biologicos
sobre-representados fueron: procesos de desarrollo (GO:0032502), proliferacion
(G0:0008283), comportamiento (GO:0007610) y locomocién (GO:0040011), siendo
el primero el que tuvo la mayor significancia estadistica. De acuerdo al analisis de
enriquecimiento por componente celular, la localizacion mas significativa fue la
region extracelular, sugiriendo que la mayoria de los procesos regulados se lleva a
cabo en este espacio. En cuanto a las funciones moleculares, la que tuvo la mayor
sobre-representacion fue la actividad quimioatrayente (GO: 0042056) y unidén a
receptores (GO:0005102), lo cual era de esperarse puesto que una gran parte de las

proteinas incluidas en el microarreglo fueron citocinas y quimiocinas.

Para el analisis union padre-hijo, los principales procesos regulados coinciden con el
primer enfoque, siendo los mas significativos: procesos del desarrollo, regulacion de
la locomocién, proliferacion celular, traduccion de sefiales por fosforilacion de
proteinas, regulacion positiva de procesos metabdlicos de proteinas, quimiotaxis y

comportamiento.

120



GO0005575
cellular_component
18173/19396, 12112

GO:0005576
extracellular region

extracellular region part
3746/19396, 11/12

GO:0044421

extracellular space
1308/19396, 11/12

GO:0005615

Figura 27. Red funcional de proteinas sobre-expresadas obtenido mediante el analisis interseccidén padre-hijo en el
programa ONTOLOGIZER

AN

_

GO:0000000
Gene Ontology
19396/19396, 12/12

G0:0008150
biological_process
7044/19396, 12/12

GO:0003674
molecular_function
17132/19396, 12/12

RN

GO:0031012 GO:0005623 GO:0050896 G0:0044699 G0:0032502 GO:0007610 GO:0042056 GO:0005488
extracellular matrix cell regponge to stimuolug gilgle-0rganism process developmental process behavior chemoattractant activity binding
422/19396, 5/12 16059/19396, 9/12 §233/19396, 11/12 13566/19396, 12/12 5522/19396, 12/12 664/19396, 5/12 25/19396, 3/12 14267/19396, 11/12
/ [ \ 4
GO:0044464 GO:0040011 GO:0009605 GO:0008283 GO:0005515
cell part locomotion regponse to external stimulus cell proliferation protein binding
16013/19396, 912 1610/19396, 7/12 2212/19396, 8/12 1873/19396, 8/12 10377/19396, 11/12
f §

GO:0000986
cell smface

6G96/19396, 6/12

f

G0:0042330
taxis
701/19396, 4/12

GO0042221
responge to chemical
3994/19396, 10/12

AN

/

GO:0006935
chemotaxis
701/19396, 4/12

GO:0050918
positive chemotaxis
54/19396, 4/12

G0:0005102
receptor binding
1400/19396, 9/12

El color morado hace referencia al tipo o localizacién del componente celular, el verde a los procesos bioldgicos y el amarillo a la funcién especifica de la

molécula. La intensidad del color indica la significancia del proceso o funcion.
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Figura 28. Red funcional de proteinas sobre-expresadas obtenido mediante el analisis unién padre-hijo en el programa
ONTOLOGIZER

El color morado hace referencia al tipo o localizacién del componente celular, el verde a los procesos bioldgicos y el amarillo a la funcién especifica de la
molécula. La intensidad del color indica la significancia del proceso o funcion.
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En el Cuadro 23 se muestran las categorias sobre-representadas por medio del

enfoque union padre-hijo. Se observan las diferentes proteinas que participan tanto

en los procesos bioldgicos, como en las funciones y compartimentalizacion celular.

Cuadro 23. Principales categorias y proteinas sobre-representadas después del

analisis de unidn padre-hijo en el programa ONTOLOGIZER

|
Identificador Categoria regulada Proteinas involucradas valor p Ya orp
ajustado

brocesos de ACE, BMP4, BMP8B, CCL3, DLK1, F3,

G0:0032502 FGF10, GHRL, NGF, SPARC, TIMP2, 1.33E-06 0.0023
desarrollo
TSHB
G0:0050918 ~ Quimiotaxis positiva BMP4, CCL3, F3, FGF10 3.17E-05 0.0542
G0:0040011 Locomocién ACE, BMP4, CCL3, F3, FGF10, GHRL, 3 42605 0.0586
SPARC

e ACE, BMP4, F3, FGF10, GHRL, NGF,
G0:0008283 Proliferacion celular SPARC, TIMP2 3.83E-05 0.0656
G0:0007610  Comportamiento CCL3, F3, FGF10, GHRL, NGF 5.57E-05 0.0954
G0:0042056 Actividad BMP4, CCL3, FGF10 5.99E-07 0.0010

quimioatrayente

., ACE, BMP4, BMP8B, CCL3, FGF10,
G0:0005102 Union a receptores GHRL, NGF, TIMP2, TSHB 6.16E-07 0.0011
G0:0005576 |MREBIONIEXtracelularY ACE, DLK1, F3, FGF10, SPARC, TIMP2  6.31E-08 0.0001
G0:0009986 [NSUPerficiecelllar™ ACE, DLK1, F3, FGF10, SPARC, TIMP2  4.96E-07 0.0008
G0:0031012 [Matrizextraceliar  BMP4, F3, FGF10, SPARC, TIMP2 4.57E-06 0.0078
G0:0005615 ACE, BMP4, BMP8B, CCL3, DLKL, F3, g 15¢ 06 0.0157

FGF10, GHRL, NGF, SPARC, TIMP2

* ajustado de acuerdo al método de la razén de falsos descubrimientos mejor conocida como false

discovery rate (FDR), que permite reducir el error tipo | en un analisis estadistico.

Se observa que los procesos obtenidos son muy generales, lo que nos impide

establecer una respuesta clara del efecto del consumo del refrigerio sobre alguna

ruta biologica, sugiriendo que para nuestro caso especifico, el uso de programas

como IPA y BINGO-CYTOSCAPE permite un analisis mas adecuado para conjuntos

de datos de menor tamano.

7.5 integracién de las vias reguladas

En la Figura 29 se muestra la integracién metabdlica de las rutas que pudieran ser moduladas por

efecto del consumo de la barra, asi como las proteinas involucradas en cada via.
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VIIl. CONCLUSION

Actualmente se reconoce el consumo de fitoquimicos como una alternativa
para reducir el riesgo de desarrollar enfermedades no transmisibles,
especialmente aquellas relacionadas con obesidad, como es el caso de la
hipertrigliceridemia. Diversos alimentos que tradicionalmente se han consumido
en México son una fuente importante de compuestos bioactivos en estado
natural, desafortunadamente el procesamiento al que son sometidos para

poder ser consumidos puede disminuir el valor funcional de dichos alimentos.

El refrigerio desarrollado en este proyecto de investigacion aborda esta
problematica al formular un producto que conserve sus propiedades
nutracéuticas hasta el momento de consumo y que al mismo tiempo esta
disefiado como un alimento saludable y conveniente. En una porcion de 50 g,
la cantidad de proteina, fibra dietética y antioxidantes es similar a la
composicion encontrada en el frijol crudo, e incluso superior a un refrigerio de

avena elaborado sin la adicion de frijol y a una barra de avena comercial.

El estudio clinico realizado con la participacion de mujeres que presentaron
hipertrigliceridemia mostré que el consumo diario de una porcion del refrigerio
de frijol-avena disminuye los niveles de triglicéridos séricos en un 29% y de
3.5% de glucosa. Esta reduccion es significativa sobre todo si se toma en
cuenta el contexto de un estudio en donde no hubo cambio en los héabitos

alimentarios, en el ingreso energético o en el patron de actividad fisica.

Son limitadas las publicaciones encontradas respecto al efecto de frijol sobre
triglicéridos séricos en estudios in vivo, por lo que este proyecto aporta

informacion novedosa en este campo de investigacion.

Se observé también el aumento de lipoproteinas de alta densidad en ambos
grupos, un fendbmeno que frecuentemente acompafa la reduccién de
triglicéridos, pero que no ha sido estudiado a profundidad. Aunque el estudio de
los mecanismos de accion que conducen a esta respuesta fisiolégica estuvo
fuera de los objetivos planteados en este proyecto, se sienta un precedente

para futuras investigaciones en ésta area.
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Existen estudios que demuestran que el frijol comuin tiene efectos
antiinflamatorios, antioxidantes e hipoinsulinémicos debido a que es una buena
fuente de compuestos fendlicos antioxidantes y fibra dietética. En base a lo
anterior, se esperaba la disminucion de marcadores de inflamacion,
especificamente de proteina-C reactiva, asi como del indice HOMA, un
indicador de resistencia a insulina. No obstante, el consumo del refrigerio no
moduld procesos de inflamacion ni disminuyd de manera significativa el HOMA.
Se sugiere que el tiempo de estudio pudo no haber sido suficiente para
observar cambios en estos parametros o que el tamafio de muestra no
proporcioné el poder estadistico suficiente para detectar variacion en los

marcadores.

El estudio del perfil de proteinas plasmaticas permitio sugerir algunas vias
metabolicas que podrian explicar la reduccion de triglicéridos séricos. Los
resultados obtenidos se analizaron desde tres enfoques bioinformaticos, uno
predictivo mediante el programa IPA de Qiagen y los otros dos mediante el
método de enriquecimiento de genes para encontrar los procesos biolégicos
ylo las funciones celulares reguladas. Los hallazgos mas relevantes indican
una regulacion del metabolismo lipidico, especificamente la mejora en la
depuracion de lipoproteinas transportadoras de triglicéridos lo que permite
disminuir los niveles que circulan en torrente sanguineo. Se observo también el
aumento de hormonas como DLK1 y ANGPL4 que evitan el exceso de la

sintesis de acidos grasos.

En cuanto a los procesos bioldgicos regulados, los resultados obtenidos
apuntan a una regulacion hormonal, principalmente mediada por TSHB y
ghrelina. Estas dos proteinas han emergido recientemente como blancos

terapéuticos para combatir la obesidad.

Finalmente, el analisis de datos realizado con el programa ONTOLOGIZER no
arrojo resultados contundentes, puesto que los procesos y funciones reguladas
fueron muy generales y no se pudo establecer una conexion el metabolismo de

lipidos o procesos inflamatorios.

Dentro de las perspectivas del estudio, se propone continuar sobre la linea de

investigacion de alimentos funcionales, para encontrar los compuestos

126



especificos que confieren la propiedad antilipidémica al frijol, en este sentido,
existe un amplio rango de compuestos candidatos como saponinas,
fitoesteroles y almidon resistente. En este sentido, aun falta realizar estudios a
profundidad para elucidar los mecanismos de accion de estos compuestos
aislados, utilizando técnicas in vitro de cultivo celular y asi poder evaluar la
inhibicion de enzimas lipogénicas clave. De igual manera, estudios en modelos
animales nos permitirian seguir la biotransformacion de los compuestos

bioactivos y su efecto sobre 6rganos o tejidos especificos.
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ANEXO |

Carta de consentimiento informado
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

PROGRAMA DE POSGRADO DE ALIMENTOS DEL CENTRO DE LA
REPUBLICA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO CLINICO QUE
EVALUARA LA  EFICACIA DE UN REFRIGERIO A BASE DE FRIJOL-AVENA
SOBRE DISMINUCION DE  TRIGLICERIDOS SANGUINEOS

DERECHOS DE LOS SUJETOS PARTICIPANTES EN ESTUDIOS DE NUTRICION

Todos los participantes invitados a esta investigacion gozaran de los siguientes
derechos

Sabes qué area, tema o asunto se esta estudiando

Saber qué le sucedera y cudles son los procedimientos

Saber los riesgos potenciales o incomodidades del estudio, si las hay

Saber si se debe esperar algin beneficio al participar y si lo hay en qué
consiste

Poder preguntar acerca del estudio antes de consentir y durante el estudio
Saber qué tratamiento esta disponible si ocurre una complicacion o lesiéon
como resultado de la investigacion

Poder negarse a participar en el estudio o dejar de patrticipar una vez iniciado.
Recibir copias de los derechos de los sujetos participantes de experimentos y
forma de consentimiento firmadas y fechadas

9. Estar libre de presiones para patrticipar en el estudio

PN PE

oo

© N

FIRMA DEL PARTICIPANTE FECHA

FIRMA DEL INVESTIGADOR FIRMA TESTIGO 2

No. de expediente

Informacién de contacto:

Para cualquier duda o aclaracién podra consultar con los responsables del programa
Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia y M. C. Aurea Karina Ramirez Jiménez,
Posgrado de Quimica, Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de
Querétaro. Centro Universitario, Cerro de las Campanas s/n CP 76010, Santiago de
Querétaro, Qro. Tel : 1921200 extension 5585 correo electronico
aurea_ramirez@hotmail.com. Dra. Olga P. Garcia, Facultad de Ciencias Naturales.
Tel: 192-1200 ext 5323, correo electrénico: olga.garcia@uag.mx.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO CLINICO QUE
EVALUARA LA EFICACIA DE UN REFRIGERIO A BASE DE FRIJOL PARA
DISMINUIR TRIGLICERIDOS SANGUINEOS

Usted ha sido invitado a participar en un estudio clinico en el cual se evaluara la eficacia de un
refrigerio tipo barra de frijol y cereales en la disminucién de triglicéridos (grasas) en sangre.

Su participaciéon es muy importante para nosotros, asi como aclarar las dudas que tenga sobre
el objetivo e implicaciones del programa.

RESPONSABLES DEL PROYECTO:

Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia y M. C. Aurea Karina Ramirez Jiménez, investigador en
el Programa de Posgrado de la Facultad de Quimica de la Universidad auténoma de la UAQ.
Nombre del proyecto: Elaboracion y evaluacion del valor nutrimental, nutracéutico, sensorial
de refrigerios a base de leguminosas y cereales, y sus beneficios contra enfermedades cronico
degenerativas.

Este proyecto fue financiado por Fondos Mixtos de Querétaro FOMIX-QRO-2011.

~

OBJETIVO DEL PROGRAMA:

Dado los beneficios observados de ciertas sustancias que contiene el frijol sobre la prevencion
y proteccion en ciertas enfermedades como obesidad, diabetes mellitus, disminucion de
colesterol y glucosa, asi como en enfermedades del corazdn, se quiere saber si el consumo de
un refrigerio natural elaborado a base de frijol puede ayudar a disminuir triglicéridos (grasas) en
sangre. Ademas también se vera si este refrigerio puede reducir los procesos de inflamacién
relacionados con el desarrollo de ciertas enfermedades.

-

DESCRIPCION DEL PROGRAMA

Si usted acepta participar en este estudio, se le pedird que asista a las instalaciones de la clinica de
Nutricion en el Campus Juriquilla. Esta cita tendra una duracién aproximada de 1.5 hrs. Para esta ocasién
se le pedird que llene un cuestionario para tener informacion relacionada con su salud, dieta e historia
médica. Ademas se le medira el peso, altura, se medira la circunferencia de cintura y cadera, también se
le determinara el porcentaje de grasa y musculo corporal. Se le tomard una muestra de sangre del brazo.
Este procedimiento se hard de acuerdo a los lineamientos de buenas practicas de laboratorio de analisis
clinicos, incluyendo uso de material nuevo y desecho adecuado de la sangre que no se utilice para
andlisis, acorde con los procedimientos correspondientes al manejo de muestras biologicas. Se le
solicitara presentarse con un ayuno de 12 horas. Lo anterior significa que no podra consumir alimentos
sélidos por lo menos 12 horas de tomar la muestra, agua pura podra tomar con moderacion, sin embargo
no podrd consumir café, té, refresco, jugos, leche agua de sabor, atoles y otras bebidas, puesto que
podrian alterar los analisis que se le realizardn. La muestra de sangre sera de 2 cucharaditas (11 ml)
aproximadamente, a la cual se le determinaran, glucosa, colesterol total, colesterol malo y bueno,
triglicéridos (grasas). Los resultados de estos andlisis se le entregaran por escrito posteriormente, asi
como indicaciones en el caso necesario.

Si su nivel de grasas es normal, no podra pasar a la siguiente etapa del estudio y agradeceremos su
participacion.

Si su nivel de grasas estd dentro del rango elevado, se le invitar4d a continuar con el estudio. El
procedimiento que seguiria seria el que se describe a continuacion:

a) Asistir nuevamente para ser asignado a uno de los grupos de estudio y se le pedira que otra vez
nos permita tomar una muestra de sangre (aproximadamente 8 ml) para determinar ciertos
compuestos inflamatorios que estan relacionados con el desarrollo de enfermedades cronicas,
asi como un estudio para determinar posibles proteinas asociadas al riesgo de padecer diabetes,
enfermedades del corazén o cancer. La asignacion a los grupos sera aleatoria en un grupo que
consumird el producto por tres meses ademds de orientacion nutricional. El segundo grupo
recibird orientacién nutricional sin el consumo del producto. El suministro del refrigerio de frijol
serd semanal, el cual no tendra ningun costo. Un paquete que contiene 6 pequefias barras (50 g)
de este producto sera consumido en forma diaria. Se le pedird que registre puntualmente la
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forma y frecuencia de consumo en los formatos: Registro de consumo y Aceptabilidad del
tratamiento, que se le proporcionaran en la sesiéon de orientacion nutrimental, de igual forma en
esta sesion se le indicara como debe llenar estos formatos.

b) A los tres meses de iniciado el tratamiento se le pedird que asista nuevamente a las
instalaciones de Ciencias Naturales en el campus Juriquilla. En esta cita se le volveran a hacer
las mediciones presion sanguinea, peso, altura, se medira la circunferencia de cintura y cadera,
también se le determinard su porcentaje de grasa y musculo corporal. Nuevamente se le
tomaran muestras de sangre del brazo, por lo tanto se le solicitara presentarse con un ayuno de
12 horas y seguir las indicaciones que se le dieron anteriormente.

c) Al finalizar el estudio recibira un informe de su estado de salud general y los resultados de los
analisis clinicos por escrito.

RIESGOS

No existen riesgos mayores al participar en este estudio. Al realizar la toma de sangre, podria
sentir alguna incomodidad o molestia pasajera y en ocasiones se puede formar un pequefio
moreton.

BENEFICIOS

Se evaluara su estado de salud, realizando mediciones de porcentaje de grasa, masculo y
analisis clinicos para conocer, todo lo anterior sera informado por escrito. Ademas, se realizara
un seguimiento hasta el final del estudio en cuento a su estado nutricio.

CONFIDENCIALIDAD

Sus datos personales y la informacién proporcionada en cuestionarios o en los analisis clinicos
seran vistos solamente por los investigadores. Los datos obtenidos seran publicados en
revistas cientificas, pero se presentaran por grupo e identificados por un cédigo por lo que su
nombre no serd usado. Los datos se mantendran en la mayor confidencialidad posible.

COSTOS/COMPENSACIONES

Las mediciones de grasa y musculo, los analisis clinicos y el refrigerio de frijol no tendran costo
alguno para los participantes. A usted no se le cobrara nada sino que recibird una
compensacion econdmica equivalente a $1000. Se pagara la mitad al iniciar el tratamiento y la
mitad al finalizar. A aquellas personas que no puedan terminar el estudio no se les pedira que
devuelvan esta cantidad.

CONSENTIMIENTO

Su firma, indicara que usted ha decidido participar voluntariamente en nuestro estudio y que ha
leido la informacién que se le ha mencionado arriba. Usted recibira una copia de este
consentimiento firmada para que la tenga consigo. También se le dard una copia de los
derechos que tiene al participar en este estudio.
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ANEXO II

Formato de historia clinica
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

PROGRAMA DE POSGRADO DE ALIMENTOS DEL CENTRO DE LA
REPUBLICA

Nombre:

Expediente:

HISTORIA CLINICA

1. DATOS PERSONALES

Fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa) Edad Sexo:
M_F
Domicilio:
Calle No. Exterior No. interior
Colonia Ciudad Estado
Telefono particular Celular:
e-mail:

2. ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES. Marque con una “X” la patologia que padezca o

hayan padecido tus padres, abuelos 0 hermanos

Diabetes Mellitus Sl | NO | Tuberculosis | SI | NO | Convulsiones Sl | NO
Colitis Sl | NO | Cancer Sl | NO | Enfermedades corazén Sl | NO
Presion alta Sl | NO | Enf. Higado Sl | NO | Asma Sl | NO
Sobrepeso u Sl | NO | Alzheimer Sl | NO | Colesterol elevado Sl | NO
Obesidad
Intestino irritable Sl | NO | Artritis Sl | NO | Enfermedades mentales Sl | NO
/Cronh
3. ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS
NO | SI | Edad de | Veces por semana | Cantidad por ocasién
inicio que consume (cuantas copas, cigarros o
dosis)
¢, Toma bebidas
alcohdlicas?
Fuma?
¢sConsume
drogas?
¢ Practica ejercicio o haces actividad fisica? NO___ Sl ¢, Qué tipo de
ejercicio?
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¢, Cudntas veces por semana lo practica? ¢, Cuéntas horas por

sesion?

¢,Ha hecho alguna dieta o tomado suplementos para bajar de peso en los Ultimos tres meses?
NO___ Sl

¢Has bajado de peso en los ultimos tres meses? NO___ Sl ¢ Cuantos kilos?

¢ Esta actualmente tomando medicamentos o sumplementos para controlar el
peso?NO___ Sl
¢ Cuales?

4. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS
¢ Tiene algun padecimiento desde su nacimiento? NO Sl ¢ Qué enfermedad?

¢ Tiene diabetes? NO Sl ¢Con qué te controla su diabetes? Insulina: NO___SI____
Medicamento NO___ SI

¢EN LOS ULTIMOS 12 MESES LE HAN DIAGNOSTICADO ALGUNA DE LAS SIGUIENTES
ENFERMEDADES? Marque con una X

Problemas de peso: Bajo peso ( ) Sobrepeso ( ) Obesidad ( )
Ninguno ( )
Enfermedad de la tiroides: Hipertiroidismo ( ) Hipotiroidismo ( )

Enfermedades cardiovasculares o cardiacas: Presion baja ( ) Presibnalta( )

Enfermedad cardiaca ( )

Especifiqgue que enfermedad cardiaca

Enfermedades hepaticas: Hepatitis ( ) que tipo: Cirrosis ( )

Otra enfermedad:

Enfermedades gastrointestinales:  Diarrea ( ) Ardor/agruras o gastritis ( ) Reflujo
o0 hernia hiatal ( )

Dolor, distencién abdominal o colitis ( ) Ulcera gastrica y/o intestinal ( )

Hemorroides ( )

Enfermedades hematoldgicas: Anemia ( )  Leucemia ( ) Hemofilia ( )

Problemas de coagulacion ( )

Alegias a: Medicamentos ( ) ¢ Cuél? Alimentos (

)¢,Cuél?
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¢La han operado? NO SI De que

¢ Esta actualmente tomando medicamentos antiinflamatorios (Paracetamol, ibuprofeno,
naproxeno, aspirina, celecoxib) ?NO___ Sl
¢, Qué otro tipo de medicamentos toma actualmente?

EVALUACION NUTRICIA

Tipo de sangre SAyund? Sl NO Hora del dltimo

alimento

¢ Toma algin medicamento? SI NO

¢ Cual?: ¢ Por cuanto

tiempo?

¢, Se encuentra desvelado? Sl NO Horas de

suefio

ANTROPOMETRIA
1 2 3 Promedio

ESTATURA

PESO

Actividad fisica: Ligera — caminata 2 h/ dia (trabajo de oficina)
Normal — caminata 4 h/dia (produccion, obreros, etc)
Elevada — caminata mas de 4 h/dia (granjero, trabajos de construccion,

etc)
Severa — atletas de alto rendimiento, herreros, mineros, etc
1 2 3 Promedio
CINTURA
CADERA
CUESTIONARIO DE HABITOS
No. de comidas al dia
¢Desayuna? S| NO__ Horario Casa Fuera de
casa
¢Realizacomida? SI._ NO__ Horario Casa Fuera
de casa
;Cena? SI. _ NO__ Horario Casa Fuera
de casa
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¢ Come entre comidas? SI___NO
En general

¢Que

come?

En promedio ¢cuantas hrs pasas frente a la computadora, video juegos,
TV?
¢,Cuantas hrs realizas de ejercicio o algun tipo de actividad

fisica?

¢Has estado en un régimen alimenticio para bajar de peso? SI____NO ¢De qué
tipo?

FRECUENCIA DE CONSUMO DE LEGUMINOSAS

Escriba el nUmero de veces que consume el alimento

Ndmero de veces al

Dia Semana Mes ARo Nunca

Frijoles

Habas

Lentejas

Soya

texturizada

Garbanzo
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ANEXO Il

Formato de Orientacion Nutricional

Recomendaciones para controlar nivel de triglicéridos

Grupo de alimento
(frescos o congelados)

Permitido
(todos los dias)

Limitado
(2 por semana)

Desaconsejado
(solo excepcionalmente)

Harinas, pan, cereales,|Cereales con azucar, | Pasteleria, Croasants,
Cereales arroz de  preferencia | pastas de huevo. madalenas, galletas.
integral, maiz, pastas
italianas, galletas
integrales.
Frutas, Verduras, |Todas (en especial | Aceitunas, Aguacates | Patatas xips
Legumbres legumbres). *.
Nueces, ciruelas, pasas, | Almendras, castaiias, | Coco

Frutos secos

albaricoques, datiles.

avellanas, cacahuetes (*).

Leche, yogourt | Huevo entero, quesos|Leche entera, nata, crema,
Huevos, Leche y descremado, clara de | frescos y cuajada. flan de huevo, quesos
derivados huevo, flan sin huevo. duros y cremosos.
Pescado azul y blanco,|Marisco, sardinas lata, | Huevos pescado, Caviar,
Pescado y marisco atin en lata, salmon |bacalao salado. Mojama.
ahumado.
Ternera, buey, cerdo, | Hamburguesas, frankfurts,
Carnes Rojas caballo, cordero (solo | butifarras, salchichas.
magra).
Pollo, pavo (sin piel), | Oca, pato.
Volateria y Caza conejo, ciervo, casza
menor.
Aceites de oliva y girasol, | Margarinas ~ vegetales, | Manteca cerdo,
Grasas maiz o pepita de uva. jamon. mantequilla, visceras,
despojos, embutidos.
Mermeladas, reposteria | Miel, caramelos, frutas|Chocolates, pasteleria.
Postres casera (helados, sorbetes, | en almibar.
pasteles) preparada con
leche  descremada o
margarina.
Agua mineral, zumos |Bebidas ligeras | Sopas de sobre o lata.
Bebidas naturales, vinos, alcohol | azucaradas.

(2 tomas al dia), café y té
(3 x dia).

Salsas: evitar las hechas con manteca, leche entera, huevo o grasa de cerdo.
Coccién: con poco aceite (oliva, girasol o maiz). Evitar fritos y guisados. Retirar la grasa visible de la
carne antes de cocerla.
Frecuencia aconsejada de ingesta de grasas y volateria: carnes rojas, 2 dias por semana; pollo, pavo sin
piel o conejo 2-3 dias por semana. Ingesta de s6lo una vez al dia y sélo 200 grs.
Condimentos: utilizar todo tipo de condimento, sal con moderacion.

La dieta debe modificarse en caso de diabetes, hiperuricemia o hipertension.

(*) Si no hay sobrepeso no hace falta limitarlo.




Porciones equivalentes por grupo de alimento

CEREALES Y FECULAS

Por cada equivalente de este grupo puede consumir:

CARNE Y SUSTITUTOS
Por cada equivalente de este grupo puede consumir:

ALIMENTO RACION
Amaranto tostado 1/3 taza
Arroz cocido 1/2 taza
Arroz Inflado 1/2 taza
Avena Cocida 1/2 taza
Avena en hojuelas 1/4 taza 6 3 cdas.
Bolillo sin migajon 1/2 pieza
Camote cocido 1/3 taza
Elote cocido 1/2 taza
Fécula de Maiz 2 cucharadas
Galletas de animalitos 6 piezas
Galletas Marias 5 piezas
Galletas habaneras 3 piezas
Harina de arroz 2 cucharadas
Hojuelas de Maiz 1/2 taza
Palomitas sin grasa 3tazas
Pan de caja 1 rebanada
Papa 1 pieza mediana

Pasta cocida
Salvado de trigo
Tortilla de maiz

1/2 taza
6 cucharadas
1 pieza

ALIMENTO

RACION

Huevo Entero

Clara de Huevo

Pollo sin piel

Res

Pescado fresco
Queso fresco, panela
Queso cottage
Requeson

1 pieza 650 gr.

2 piezas 6 60 gr.

40 gr.

304gr.

40 gr.

30 gr.

45 gr. 6 3 cucharadas
3 cucharadas soperas

LECHE Y SUSTITUTOS

Por cada equivalente de este grupo puede consumir:

ALIMENTO

RACION

VERDURAS A (LIBRES)
Este grupo se puede consumir sin restriccion

ALIMENTO
Espinacas Perejil Jitomate
champinones Pepinos |Jicama
Verdolagas Berros Alcachofa
Nopales Col Lechuga
Acelgas Cilantro | Coliflor
Flor de Calabaza |Tomate |Réabanos
Ejote Apio Papaloguelite

VERDURAS B (LIMITADAS)
Por cada equivalente puede consumir /2 taza

Leche Descremada liquida
Leche descremada en polvo
Yogurt Natural

Jocoque

1 taza 6 240 ml.
3 cdas. soperas
1 taza 6 240ml

% taza 6 200 g.

ALIMENTO
Brécoli cocido Esparragos | Haba verde
Zanahoria Jitomate Chayote
Romeritos bola Betabel
Chile poblano Huitlacoche | Huauzontle
Cebolla Jugo de Chicharo
Col de Bruselas Verduras | Pimiento morrén
Germinado de Poro
Soya
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ANEXO IV

Aceptabilidad del tratamiento
1 ¢Cbémo considera la porcidon de barras de la semana?

|:|Muybien |:|Bien |:| Regular |:| Mal |:| Muy mal

2 ¢Seguira consumiendo las barras en la misma porcion?

Definitivamente robablemente Indecisa bablemente finitivamente
Si Si no no
¢Por qué?

3 ¢Considera que la barra le ayud6 a controlar su peso?

|:|Definitivamente Drobablemente |:|Indecisa Dbablemente I:Iefinitivamente
Si Si

no no

4 ;Como se siente después de haber consumido la barra por 1 semana?

|:|Muybien |:|Bien |:| Regular |:| Mal |:| Muy mal

5 ¢Como han cambiado sus habitos de alimentacién?
|:| Mejorado mucho I:IMejorado algo I:I Iguales I:IEmpeorado algo I:IEmpeorado mucho

6 ¢Seguira consumiendo la misma cantidad de alimentos al terminar el estudio?

Definitivamente Probablemente Indecisa Iobablemente initivamente
I:I Si I:I Si I:I no |:Ino

7 ¢ Qué cree gue le ayudo mas a controlar su peso?

|:|Plan de alimentacién |:|Barras |:| Ambas I:I Ninguna |:|Indecisa

8 ¢Labarraredujo o aumento su apetito?

OBSERVACIONES
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TRATAMIENTO ASIGNADO

¢ Cuéntas porciones debi6 tomarse? | | | Unidades
¢Cuéntas porciones se tomg? | | | Unidades
Porcentaje de apego al tratamiento | | | | . | | %

¢La adherencia resultante se encuentra dentro de un rango 2 90%? No |:| |:|

¢ Se entregaron los empaques vacios? No |:|Si I:I
¢Cuéantos empaques vacios fueron entregados? | | | Unidades
¢ Se entrego tratamiento para la siguiente semana? Si I:I) I:l

¢Cuantas unidades de tratamiento se le entregaron? | | |

CONTINUA PERIODO DE INTERVENCION
Finalizacion de la participacién |:| Causas

Presenta un criterio de eliminacién
Retiro voluntario de sujeto

Otros

NN
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O prosigue en el estudio |:|

OBSERVACIONES
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Registro de consumo de tratamiento

ANEXO V

INSTRUCCIONES: Anotar el consumo diario de alimentos en cada recuadro.

DIA

FECHA

Desayuno

Refrigerio
1

Comida

Refrigerio
2

Cena

Observaciones*

Lunes

Martes

Miércoles

Jueves

Viernes

Sabado

Domingo
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ANEXO VI

Carta aprobacién Comité de Bioética

—— :e I.:‘-.llx?
;ﬂ ¥ ! Universidad Autdnoma de Querstaro Facultad de Ciencias Maturales =

; ] L {5
- . -, -
A -r’ -] 4 ¥
G

Tyl " ld
raral

Queretaro, Qro, 4 de octubre de 2013

Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifa
Investigador
Facultad de Ciencias Naturales

Estimada Dra. Loarca Pifia:

MNos permitimos hacer de su conocimiento que el Comite de Bioetica de la
Facultad de Ciencias Naturales dio la siguiente resolucién del proyecto de
Investigacion del cual usted es responsable:

Titulo Resolucion

EFECTO DEL CONSUMO DE UNA BARRA | APROBADO
DE FRIJOL (Phaseolus vulgaris L.) Y
AVENA (Avena sativa) SOBRE EL PERFIL
PROTEOMICO DE CELULAS
MONONUCLEARES HUMANAS

Sin mas por el momento, quedamos a sus Ordenes para cualquier aclaracion o
duda.

Atentamente,

O]

Dra. Olga P. Garcia O.
Comité de Bioética
Facultad de Ciencias Naturales
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ANEXO VI

Curvas de calibracion para la cuantificacion de oligosacaridos

Para la cuantificacion de oligosacaridos de frijol comun, se utilizaron como
estandares rafinosa (10 mg/ml), estaquiosa (10 mg/ml) y verbascosa (1 mg/ml). Las curvas
de calibracién para cada estandar se muestran en la Figura 14.

Rafinosa Estaquiosa
Area = 152563 B39°Amt +13786.712 Area = 152563639 Amt +13786.712
1muﬁ3 _ Rel. Res¥{T) -3.1585e-1 1muﬁ§; _ Rel. Res%(7): -9.1589e-1
1400000 1400000 —
1200000 1200000 -
1uuuuuu—f 1000000 —
suuuuu—f 800000~
600000~ 800000 —
wuuuu—f 400000 —
zuuuuu—f 200000 -
[!I—f Comelation: 0.9959338 Li] —E Comelation: 099938
0 5 1w o s 10
Concentracion (mg/ml) Concentracién (mg/ml)

Verbascosa
Area = 116998.395*Amt -B257.5

Mea | pe) Resteit) -2.997

0- Comelation: 0.98872

L e I
a q 2 3

Figura 4. Curva de calibracién de rafinosa, estaquiosa y verbascosa para la cuantificacion de
oligosacaridos
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Curvas de calibracion para la cuantificaciéon de proteinas por el método de

Bradford

En la Figura 16 se muestran los datos utilizados para la construccién de la curva de
calibracion con un estandar de proteina de suero bovina (BSA), de la misma manera, la
curva se puede observar en la Figura 15.

Absorbancia (nm)

Concentracion (mg/ml)

y =0.9677x + 0.0607
R%=0.9905

Concentracién de
proteinas totales

Absorbancia

Promedio
absorbancia (hm)

0.8

1.2

1.4

(mg/ml) (nm)

0 0 0 0.000
0.2 0.289 0.288 0.289
0.4 0.434 0.425 0.430

0.889 0.883
1.01 1.01

1.258 1.258
1.351 1.353

0.681

0.886

1.010

1.258

1.352

Figura 5. Curva de calibracion de proteinas por el método de Bradford
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