UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION

(ALERE FLAMNAM
| VERITATIS )

BIOACCESIBILIDAD DE LOS FLAVONOIDES DE SEMILLAS DE HABA (Vicia
faba L.) Y SU EFECTO ANTIADIPOGENICO IN SILICO

POR:

DEISY SOSA DE LEON

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN NUTRICION

MONTERREY, NUEVO LEON, MEXICO MAYO, 2022



255t

re L
’L‘A\ﬂllﬂ

RITATIS |

A UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
UANL FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION

FaSPyN

“BIOACCESIBILIDAD DE LOS FLAVONOIDES DE SEMILLAS DE HABA (Vicia
faba L.) Y SU EFECTO ANTIADIPOGENICO IN SILICO”

POR
L.N. DEISY SOSA DE LEON

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS EN NUTRICION

DIRECTOR
DR. JESUS ALBERTO VAZQUEZ RODRIGUEZ

CO-DIRECTOR
DRA. BLANCA EDELIA GONZALEZ MARTINEZ

MONTERREY, NUEVO LEON, MEXICO MAYO, 2022



DRA. EN C. BLANCA EDELIA GONZALEZ MARTINEZ
SUBDIRECTORA DE INVESTIGACION, INNOVACION Y POSGRADO
FACULTAD DE SALUD PUBLICA Y NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

PRESENTE:

Por este conducto le comunicamos que hemos concluido la direccion de la tesis
titulada: “Bioaccesibilidad de los flavonoides de semillas de haba (Vicia faba
L.) Y su efecto antiadipogénico in silico”, presentada por el LN Deisy Sosa de

Ledn con la finalidad de obtener el grado de Maestria en Ciencias en Nutricion.

Sin otro particular, le enviamos un cordial saludo.

Atentamente
“Alere Flamma Veritatis”

Monterrey, Nuevo Ledn a mayo de 2022

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez Dra. Blanca Edelia Gonzéalez Martinez

Director Co-Director



COMITE DE EVALUACION DE TESIS

El comité de Evaluacion de Tesis APROBO la tesis titulada: “Bioaccesibilidad de
los flavonoides de semillas de haba (ViciafabaL.) y su efecto antiadipogénico
in silico”, presentada por el LN Deisy Sosa de Ledn con la finalidad de obtener el

grado de Maestria en Ciencias en Nutricion.

Monterrey, Nuevo Ledn a mayo de 2022

Dra. Blanca Edelia Gonzéalez Martinez

Presidente

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez

Secretario

Dr. Luis Fernando Méndez Lopez

Vocal



APROBACION DE TESIS DE MAESTRIA

BIOACCESIBILIDAD DE LOS FLAVONOIDES DE SEMILLAS DE HABA (Vicia
faba L.) Y SU EFECTO ANTIADIPOGENICO IN SILICO

Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez

Presidente

Dra. Blanca Edelia Gonzalez Martinez

Secretario

Dr. Luis Fernando Méndez Lopez

Vocal



DEDICATORIA

Para mi mama, mi papa y mi hermano.

“Todo Lo puedo en Cristo que me fortalece”

Flp 4:13



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por haberme acompafiado y guiado en todo momento, porque sin €l nada

es posible.

A mis padres, que siempre estan apoyandome incondicionalmente y motivandome
para esforzarme cada vez mas. Gracias a ustedes he podido lograrlo todo. Los

quiero demasiado.

A mi hermano Eddy, gracias por siempre ayudarme y apoyarme en todo, por estar
al pendiente de mi en la distancia y darme muchos animos. Por ser mi ejemplo a

seguir. Te quiero mucho.

A mis abuelos, mis tias: Claudia y Marissa, mis primos: Omar y Gabo, gracias por

Su apoyo.
A mi amigo Walter, gracias por estar todas las veces que lo necesite.

A mi mejor amiga Danne, gracias por brindarme tu apoyo, por escuchar todas mis

historias y por estar al pendiente de mi trabajo.
A Sofi, que con sus audios alegra mis dias.

A mis amigos: Leon, Jorge, Dalia, Anita y Chucho que siempre me tuvieron presente
y Se preocuparon por mi.

Al Dr. Jesus Alberto Vazquez Rodriguez, gracias por confiar en mi para la

realizacion de este trabajo y por todas las ensefianzas y apoyo que me brindo.

A la Dra. Blanca Edelia Gonzélez Martinez, gracias por todos los conocimientos y

ensefianzas.

Al MCN. Abad L6pez Hernandez, gracias por todo el apoyo, la ayuda y la paciencia

brindada, por resolver todas mis dudas.

A mis comparfieros de la generacion, gracias por el apoyo, por su amistad y por los

momentos que compartimos.



Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) por brindarme la beca

que me permitio cursar satisfactoriamente el posgrado.

A la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (UANL) y a la Facultad de Salud Publica
y Nutricion (FaSPyN) por aceptarme como su estudiante y permitirme desarrollar
este trabajo.



CONTENIDO

RESUMEN ...ttt bttt s be et s b e et e s bt e at et e s be et e sbeebeebesaeentenae 1
AB STRA CT ettt ettt sttt ettt e e s bt e sht e s it e e bt e be e bt e s atesabesabe e beenbeenbeeeaeeeateeteen 3
I, INTRODUGCCION. ..ottt eesee st e s ss s ss s st s s sasesnsssnaenes 5
Il ANTECEDENTES ...ttt ettt st st sttt b e be e bt e s st e saeeeaeeebeens 7
B.L OBDESIUA ...ttt bbbttt 7
3.2 Generalidades de los factores de transcripcion PPARy y C/EBPB....................... 9
3.2 Tratamientos AItErNALIVOS. ......ccoiiirereeieet ettt 12
3.4 Importancia de 1as |€gUMINOSAS. .....cccevereriiiiieirerese e 13
3.5 Generalidades del haba (Viciafaba L.) .o 14
3.5.1 CaracteristiCas del CUILIVO ......cccureireiriciccce s 14
3.5.1.1 Caracteristicas biolOQICAS .......ccceveeiececeeecececeeee e 14
3.5.1.2 ProducCion del CUIIVO .....ccucuirieiiieiieee et 15
3.5.2 Caracteristicas nutricionales del haba.........c.cccoeiriniiniinieee 16
3.5.2.1 Compuestos fendlicos presentes en las semillas de haba..........ccceeueneene. 18
3.5.2.2 Flavonoides presentes en las semillas de habas..........cccooceeivveviieeceiecien, 19
3.5.2.3 Bioaccesibilidad de 10S flavonoides .........cccoceverirenienieieiensesereeeeeeeee 21
3.6 MOAEIOS IN SHICO .t ettt 23
3.7 Efecto de los flavonoides sobre PPARY y C/EBPB...........ccoooieeiieevireeeeeeee 25
HI. JUSTIFICACION ..ottt s s ss s aesassasansansanans 27
IV, HIPOTESIS ...ttt sttt s s en st ss s esassnassanasnans 28
V. OBJIETIVOS ...ttt ettt st et b et b et bt et e bt sae et e sbe et e sbesbeentens 28
T RO o T L=y UAV o T o [ Y= = | TSP 28
5.2 ObjetivVoSs ESPECITICOS c.uviiiiticiece et st s e 28
VI, METODOLOGIA ...ttt sa s san s ssansnanes 29
6.3 PrOCEAIMIENTO ettt 30
6.3.1 Preparacion de [a MUESTIIA.......cccceiiireiieeeeeeeee ettt 30
6.3.2. Extraccion de la fraccion de flavonoides de las semillas de haba.................. 30
6.3.3 DIgESTION 1N VITIO wocviiieiiiececeeeeeee ettt ettt sttt et te b b s beeaeebesaeenne e 30
6.3.4 Determinacion de polifenoles totales ... 31
6.3.6 Determinacion de capacidad antioXidante .........cocecevereveiereecinesieseseree e 32
6.3.6.1 FRAP (Ferric ion Reducing AntioXidant POWEr) ......cccccevevevereeceneeeese e 32

6.3.6.2 DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilnidrazilo) .....cccoceeririnineeieeeereneseneeeee e 33



6.3.7 Identificacidn y caracterizaciéon de los flavonoides bioaccesibles .................. 33

6.4 ANALISIS 1N SHICO ..cviiiiiicic s 34
6.5 ANAlISIS €STATISTICO ....eveuiieiiiciice s 35
8.6 EIC....uvuveevecieceecec ettt sttt sttt s e s s s sanes 35
6.7 Implicaciones y medidas de bioSeguridad ..........ccoeeevereneieieeneneneneseeeeeeeee 36
VI, RESULTADOS ...ttt sttt sttt et et sbt et e bt et et saeebesbe et e sbesaeenbans 37
7.1 Bioaccesibilidad de compuestos fendélicos y capacidad antioxidante............... 37
7.1.1 Contenido de polifenoles tOtalES .......ccveveeceeeeeeeee e 37
7.1.2 Contenido de flavonoides tOtalesS ........coeveieieiririresee e 38
7.1.3 Capacidad antioXidANTE ......cccocveiriririreeeee et 39
7.2 ldentificacién y caracterizacion de los flavonoides bioaccesibles...................... 41
7.3 Energia de unién ligando-receptor (PPARy y C/EBP) in silico.........cccccceuneee. 46
VIHL  DISCUSION ....ouiirieireiseeteeeeeseeseessessseessesssessssssese e ss s ssess st ssesssesssesssssesssssssnces 50
8.1 Bioaccesibilidad de polifenoles totales de semillas de habas maduras y
frescas durante una digeStion iN VItrO.......ccocoveireiniinicineee e 50
8.2 Bioaccesibilidad de flavonoides totales de semillas de habas maduras y
frescas durante una digeStion iN VItrO........cocooeireineiniceneee e 52
8.3 Capacidad antioxidante de semillas de habas maduras y frescas durante una
AIGESTION TN VITIO. weiieiitiicieieee ettt ettt sttt stens 53
8.4 Identificacién y caracterizaciéon de los flavonoides bioaccesibles...................... 54
8.4 Energia de unién ligando-receptor (PPARY Y C/EBP) .....ccooveivivinineeeee, 57
IX. CONCLUSIONES ... ettt ettt st st ettt e b e sae e saee e 61
Xo LIMITACIONES ... oottt ettt ettt sb et bttt sae et sbe et esbesbeenbens 62

REFERENCIAS ... 63



LISTA DE TABLAS

Tabla 1 Clasificacién del indice de masa corporal segun la Organizacion Mundial de
5= TS = 111 o 8
Tabla 2 Areas y total de ProdUCCION. ...........ceeiieeeieceece e 16
Tabla 3 Composicion nutricional del haba (Vicia faba L.) madura y fresca en 100
[0 1122 1 1 1 PP 17
Tabla 4 Contenido de polifenoles en extracto de polifenoles de haba (Vicia faba L.),
garbanzo (Cicer arietinum) y chicharo (Pisum sativum)..............ccceeeieeiiiiiiiiiinnnnnn. 18

Tabla 5 Contenido de flavonoides en habas, semillas frescas y maduras (mg/100g).

Tabla 6 Gradiente de elUCION ............cooviiiiiiiiiii e 34
Tabla 7 Contenido y bioaccesibilidad de polifenoles totales en semillas de haba
maduras y frescas mediante un proceso de digestion in Vitro. ............ccccccvvvnnnnnnns 37
Tabla 8 Contenido y bioaccesibilidad de flavonoides totales en semillas de haba
maduras y frescas mediante un proceso de digestion in Vitro.............cccoeeeeeeeennnn. 38
Tabla 9 Contenido y bioaccesibilidad de capacidad antioxidante en semillas de haba
maduras y frescas mediante un proceso de digestion in Vitro.............ccccccvvvnnnnnnns 40
Tabla 10 Contenido de compuestos fendlicos de haba madura y haba fresca en las
distintas fases de la digestion iN VItro .........ccoooeeeiiiiiiiiiiii e 42
Tabla 11 Energias de union y residuos de aminoacidos de unién entre ligando-
FECEPION PPARY ... . 46
Tabla 12 Energias de unién y residuos de aminoacidos de union entre ligando-
(=T o7=Y o (o gl @ =1 SRR 48



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Estructura de la isoforma PPARyY, cadena Ay B..........cccuviviiiiiiiiiiinnnnnns 10
Figura 2 Participacion de los receptores C/EBP a, 3, 8 y PPARYy en el proceso de
= T0 10T [ g L= ] ST 11
Figura 3 Estructura de la isoforma C/EBPB, cadena Ay B........ccccvviieiiiiieinnnnnns 12
Figura 4 Crecimiento y desarrollo de la planta de haba (Vicia faba L.) ................ 15
Figura 5 Estructura de 10S flavonoides ................ueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 20
Figura 6 Metabolismo de 10s flavonoides ...........ccoooovriiiiiiiiiii e, 23
Figura 7 Esquema general de la iInvestigacion. ..............ccceeeieeeeiieieeiiiiiie e, 29

Figura 8 Porcentaje de bioaccesibilidad de semillas de haba: a) madura y b) fresca
en Polifenoles tOtalES. ........cooo e 38
Figura 9 Porcentaje de bioaccesibilidad de semillas de haba: a) madura y b) fresca
en flavonoides tOtalES. ........coooe e 39

Figura 10 Porcentaje de bioaccesibilidad de semillas de haba: en FRAP a) madura

y b) frescay en DPPH ¢) madura y d) freSCa. ........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 41
Figura 11 Contenido de acidos fendlicos de haba madura (HM) y haba fresca (HF)
(o T K010 ) SRR 44
Figura 12 Contenido flavanoles de haba madura (HM) y haba fresca (HF)
(IMNIG/L00G) . -ttt 45
Figura 13 Contenido flavonoles de haba madura (HM) y haba fresca (HF)
(o 7 K010 ) TS URPPPPRPN 45

Figura 14 Representacion de la interaccion especifica de diferentes flavonoides
presentes en las semillas de haba con PPARY ...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 47
Figura 15 Representacion de la interaccion especifica de diferentes flavonoides

presentes en las semillas de haba con C/EBP..........cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 49


file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Articulos%20Dr.%20Jesus/dra%20vania/Tesis_Marzo2022.docx%23_Toc98356218
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Articulos%20Dr.%20Jesus/dra%20vania/Tesis_Marzo2022.docx%23_Toc98356219

Hg
UM
mg

mm

mL
mg/100g
min
nm
pH
°C
HCI
NaOH
H20
PBS
CaCl2
EAG
EC
ET

FSS
FSG
FSI
OMS
FAO

PPAR
C/EBP

LISTA DE ABREVIATURAS

Microgramo

Micromolar

Miligramo

Milimetro

Gramo

Mililitro

Miligramo por cien gramos
Minuto

Nandmetro

Potencial de hidrogeno
Grados Celsius

Acido clorhidrico

Hidroxido de sodio

Agua

Buffer fosfato salino

Cloruro de calcio
Equivalentes de acido galico
Equivalentes de catequina
Equivalentes de trolox
Angstroms

Fluido similar a saliva

Fluido similar a fase géastrica
Fluido similar a fase intestinal

Organizacion Mundial de la Salud

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la

Agricultura
Receptor activado por proliferador de peroxisoma

proteina de unién del potenciador CCAAT



IMC
HPLC
FRAP
DPPH
EGC
EGCG
EC

FO
FG
Fi
FB
HM
HF

indice de Masa Corporal
Cromatografia de liquidos de alta resolucion
Ferric ion Reducing Antioxidant Power
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo
Epigalocatequina

Galato de epigalocatequina
Epicatequina

Control sin digerir

Fase oral

Fase gastrica

Fase intestinal

Fase bioaccesible

Haba madura

Haba fresca



RESUMEN

El haba es una leguminosa consumida en todo el mundo en su forma madura o
fresca. Es una importante fuente de compuestos fendlicos, principalmente
flavonoides, a los cuales se les han atribuido efectos benéficos en diversas
enfermedades como en la obesidad. Sin embargo, la fraccion bioaccesibilidad de
los flavonoides del haba en sus dos etapas de maduracién y su efecto en los
factores de transcripcion que participan en la adipogénesis mediante un modelo in
silico no ha sido totalmente estudiada. El objetivo del presente estudio fue evaluar
el efecto antiadipogénico in silico de los flavonoides bioaccesibles de las semillas

maduras y frescas de haba.

Las muestras de haba madura y fresca fueron sometidas a un tratamiento térmico,
posteriormente se realiz6 una digestién gastrointestinal in vitro. Se cuantificaron
polifenoles totales, flavonoides totales y capacidad antioxidante por el método de
FRAP y DPPH en las diferentes fases de digestion (gastrica, intestinal, bioaccesible
y control sin digerir). La cuantificacion de compuestos fendlicos se realiz6 mediante
el método HPLC-UV. Los compuestos fendlicos identificados y los factores de
transcripcion; receptor activado por proliferador de peroxisomas gamma (PPARYy) y
CCAAT/proteina de unién a potenciador beta (C/EBPf), involucrados en la

adipogénesis, se sometieron a un analisis in silico.

El contenido de polifenoles y flavonoides totales obtenidos de las semillas de haba
madura y fresca de la fase intestinal a la fase bioaccesible disminuyeron después
de la digestion in vitro. Sin embargo, en cuanto al porcentaje de bioaccesibilidad de
los flavonoides totales se observaron diferencias significativas, siendo las semillas
de haba madura las que presentan el mayor porcentaje en la fase bioaccesible con
respecto al haba fresca (6.62% vs 1.78%). La capacidad antioxidante por el método
de FRAP y DPPH en las semillas de haba madura y fresca de la fase intestinal (HM:
329.70 + 50.51, HF: 695.83 + 38.38 y HM: 311.54 + 38.14, 500.25 + 36.76 uM ET/g,
respectivamente) a la fase bioaccesible disminuyeron (HM: 122.67 + 13.70, HF:
327.41 £+ 88.37 y HM: 218.16 *= 12.07, HF: 345.16 + 27.25 uM ET/qg,



respectivamente). El haba fresca present6 las mayores concentraciones de acido
gélico, epigalocatequina (EGC), catequina, epicatequina (EC), &cido clorogénico,
acido cafeico, quercetina 3-3-D-glucésido, y quercetina, en cambio, la concentracion
de rutina fue mayor en el haba madura. El contenido de EGC, catequina, rutina,
quercetina y quercetina 3-p-D-glucdsido en la fase bioaccesible mostré una
diferencia significativa entre el haba madura y fresca, siendo la muestra de haba
fresca la que presenté el mayor contenido de los flavonoides mencionados.

Los valores de energia de union de PPARYy y el ligando galato de epigalocatequina
(EGCG) obtuvo el resultado mas eficiente (-9.5 kcal/mol), formando puentes de
hidrogeno con los residuos ARG280 y HIS266. Con respecto a C/EBP, el ligando
EC mostro un resultado de -4.43 kcal/mol y formé dos puentes de hidrégeno en los
residuos GLU336 y LYS332.

En conclusidn, las semillas de haba fresca sin digerir presentaron mayor contenido
de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante con respecto a las semillas de
haba madura. Las semillas de haba madura presentan una mayor bioaccesibilidad
después de la simulacion gastrointestinal in vitro. El analisis in silico predijo el efecto
antiadipogénico que poseen los flavonoides (EGCG y EC) presentes en semillas de

haba maduras y frescas.



ABSTRACT

The fava bean is a legume consumed worldwide in its mature or fresh form. It is an
important source of phenolic compounds, mainly flavonoids, which have been
attributed beneficial effects in several diseases such as obesity. However, the
bioaccessibility fraction of fava bean flavonoids in its two stages of maturation and
its effect on transcription factors involved in adipogenesis using an in silico model
has not been fully studied. The aim of the present study was to evaluate the in silico
anti-adipogenic effect of bioaccessible flavonoids from mature and fresh fava bean

seeds.

Mature and fresh fava bean samples were subjected to heat treatment, followed by
in vitro gastrointestinal digestion. Total polyphenols, total flavonoids and antioxidant
capacity were quantified by the FRAP and DPPH method in the different digestion
phases (gastric, intestinal, bioaccessible and undigested control). The quantification
of phenolic compounds was performed by the HPLC-UV method. The identified
phenolic compounds and the transcription factors; peroxisome proliferator-activated
receptor activated receptor gamma (PPARYy) and CCAAT/enhancer binding protein

beta (C/EBP), involved in adipogenesis, were subjected to in silico analysis.

The content of total polyphenols and flavonoids obtained from mature and fresh fava
bean seeds from the intestinal to the bioaccessible phase decreased after in vitro
digestion. However, as for the percentage of bioaccessibility of total flavonoids,
significant differences were observed, with mature fava bean seeds having the
highest percentage in the bioaccessible phase with respect to fresh fava bean
(6.62% vs. 1.78%). The antioxidant capacity by FRAP and DPPH method in mature
and fresh fava bean seeds of the intestinal phase (HM: 329.70 £ 50.51, HF: 695.83
+ 38.38 and HM: 311.54 + 38.14, 500. 25 + 36.76 uM ET/g, respectively) to the
bioaccessible phase decreased (HM: 122.67 + 13.70, HF: 327.41 + 88.37 and HM:
218.16 + 12.07, HF: 345.16 + 27.25 uM ET/g, respectively). The fresh fava bean
presented the highest concentrations of gallic acid, epigallocatechin (EGC),
catechin, epicatechin (EC), chlorogenic acid, caffeic acid, quercetin 3-B-D-glucoside,
and quercetin, in contrast, rutin concentration was higher in the mature bean. The

3



content of EGC, catechin, rutin, quercetin, and quercetin 3-p-D-glucoside in the
bioaccessible phase showed a significant difference between the mature and fresh
fava bean, with the fresh fava bean sample having the highest content of the

mentioned flavonoids.

The binding energy values of PPARy and epigallocatechin gallate ligand (EGCG)
obtained the most efficient result (-9.5 kcal/mol), forming hydrogen bonds with
residues ARG280 and HIS266. With respect to C/EBPJ3, the EC ligand showed a
result of -4.43 kcal/mol and formed two hydrogen bonds at residues GLU336 and
LYS332.

In conclusion, fresh undigested fava bean seeds presented higher content of
phenolic compounds and antioxidant capacity with respect to mature fava bean
seeds. Mature fava bean seeds presented higher bioaccessibility after in vitro
gastrointestinal simulation. In silico analysis predicted the anti-adipogenic effect of

flavonoids (EGCG and EC) present in mature and fresh fava bean seeds.



.  INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad cronica, recurrente y progresiva, definida como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa en el tejido adiposo, la cual puede ser
perjudicial para la salud (Aguilera et al., 2019). La prevalencia de esta enfermedad
ha ido en aumento tanto a nivel mundial como nacional y con respecto a la poblacién
mexicana adulta se ha reportado una prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad de un 75.2% en el afio 2018 (ENSANUT, 2018).

A través del tiempo se ha mejorado la comprensién de la patogénesis de la
obesidad; en los udltimos afios se ha incrementado el interés por identificar
compuestos bioactivos de plantas que poseen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antiobesogénicas que permita el avance de las investigaciones

en nutricién y enfermedad (Baek et al., 2021).

Las leguminosas son la tercera familia de plantas mas grande en todo el mundo.
Junto con los cereales han sido la base principal de la alimentacion humana,
aportando un 4.3% del consumo energético. Debido a esto la FAO y la OMS han
establecido que una alimentacion saludable comprende el consumo de leguminosas
(Sprent et al., 2017; Jordan-Aguilar et al., 2019).

El haba (Vicia faba L.) es una leguminosa que se puede encontrar en su forma
fresca 0 madura. En ambos casos, presentan un alto contenido de nutrientes y se
les atribuyen multiples beneficios en la salud. Entre los compuestos bioactivos que
presenta el haba, estan los flavonoides los cuales se han relacionado con efectos
benéficos en el organismo (Turco et al., 2016; Collado et al., 2019). Sin embargo,
existe poca informacion sobre el posible efecto que presenten los flavonoides
bioaccesibles de esta leguminosa en el proceso de adipogénesis. Por lo tanto, esta
falta de evidencia cientifica conlleva a realizar esta investigacion con la finalidad de
identificar los flavonoides bioaccesibles de las semillas de haba maduras y frescas
gue presenten actividad antiadipogénica mediante un analisis in silico que evalla la

energia y sitios de union con los que interactian estos compuestos y los factores



de transcripcion PPARy y C/EBPB, ambos involucrados en el proceso de

adipogénesis.



II. ANTECEDENTES

3.1 Obesidad
La prevalencia de la obesidad ha ido en aumento en la uUltima década, a nivel

mundial existen alrededor 1.6 billones de adultos con sobrepeso y al menos 600
millones de adultos obesos. México ocupa el segundo lugar en obesidad a nivel
mundial y el primer lugar en obesidad infantil (Andersen et al., 2010; Piché et al.,
2020). Asimismo, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion reporté que la poblacién
mexicana adulta mayor de 20 afios, en una prevalencia combinada de sobrepeso y
obesidad paso de ser un 72.6% en 2016 a un 75.2% en 2018 (ENSANUT, 2018).

La obesidad es un trastorno de origen multifactorial, en donde estan involucrados
diferentes factores como genéticos, sociales, ambientales, culturales y un estilo de
vida sedentario (Salem Al-Nbaheen, 2020). Del mismo modo, el aumento del indice
de masa corporal es un factor de riesgo determinante para el desarrollo de diversas
enfermedades como cardiopatias, diabetes mellitus tipo 2, hipertension,
dislipidemias, accidentes cerebrovasculares, entre otras; las cuales pueden
agudizarse conforme el grado de obesidad aumenta (Lamiquiz-Moneo et al., 2019).
Mantener un indice de masa corporal (IMC) elevado es un factor de riesgo
determinante para la aparicién de enfermedades no transmisibles (Taylor, 2020).
La obesidad esta definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como un
IMC igual o superior a 30 (OMS, 2018), debido a que este es un indicador de la
relacion entre el peso y la talla y es utilizado para identificar el estado nutricional en
los adultos. Existen tres clasificaciones de obesidad, las cuales se muestran en la
tabla 1.



Tabla 1 Clasificacion del indice de masa corporal segun la Organizacién Mundial
de la Salud.
Clasificacion del IMC
Obesidad >30.0
Obesidad de clase |l  30.0-34.9
Obesidad de clase Il | 35.0 -39.9

Obesidad de clase Il >40.0
Fuente: (OMS, 2017)

Esta patologia se caracteriza por una acumulacion excesiva de grasa en el tejido
adiposo que puede ser perjudicial para la salud, la cual puede ocurrir a través de
diferentes procesos como hipertrofia (aumento del volumen de los adipocitos) o

hiperplasia (aumento del nimero de los adipocitos) (Ruiz-Ojeda et al., 2016).

El tejido adiposo estd compuesto de varios tipos de células, como células
endoteliales, células sanguineas, células murales, fibroblastos, preadipocitos,
macréfagos y leucocitos; sin embargo, las células que estan presentes en mayor
cantidad son los adipocitos maduros. Dichos adipocitos son derivados de células
madre mesenquimales que poseen la capacidad de diferenciarse (Sarjeant &
Stephens, 2012; Walocko et al., 2018).

Ademas, el tejido adiposo se clasifica en tejido adiposo blanco y tejido adiposo
marron, aunque en los Ultimos afios se encontré que existe un tercer tejido, el tejido
adiposo beige (Lima-de-Freitas et al., 2020). El tejido adiposo blanco es el principal
sitio de almacenamiento de energia en forma de triglicéridos, asi como también
presenta una funcién endocrina debido a que puede secretar diversas hormonas y
citocinas. El tejido adiposo marron se enfoca en el gasto energético en forma de
termogénesis. Por ultimo, el tejido adiposo beige esta involucrado en la homeostasis

del gasto energético y la glucosa (Heras, 2016; Klepac et al., 2019).

En el tejido adiposo ocurre la diferenciacion de los preadipocitos a adipocitos, en
respuesta al exceso de estrés que se genera cuando existe una alteracion en la
homeostasis de los lipidos y de la glucosa cuando hay una demanda energética en

el organismo, obteniendo una acumulacion excesiva de lipidos en el tejido adiposo.
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Generalmente el primer desorden que ocurre en la obesidad es la disfuncion de los
adipocitos, ocasionado por una acumulacién excesiva de lipidos (Jiang et al., 2019)
y debido a que el proceso de adipogénesis se encuentra implicado en la formacion
de adipocitos es un punto interesante a evaluar; ya que dicho proceso se encuentra
regulado por diversos factores de transcripcion. Entre los que se encuentran a la
proteina de union del potenciador CCAAT beta (C/EBP) que se expresa en la etapa
temprana de la diferenciacion del adipocito e induce al receptor activado por
proliferador de peroxisomas gamma (PPARYy), que se encarga de controlar la
diferenciacion terminal del adipocito, asi como también es necesario para mantener
al adipocito diferenciado (Lee etal., 2019). Ambos se encargan de inducir la
expresion de genes responsables de diferenciar el preadipocito a adipocito maduro
(Aranaz et al., 2019). Por lo tanto, regular este proceso podria ser una excelente
medida para prevenir y/o tratar la obesidad (Gan et al., 2017). Para esto, en los
altimos afios han aumentado investigaciones que utilizan métodos in silico para

identificar las posibles interacciones entre receptores y ligandos.

3.2 Generalidades de los factores de transcripciéon PPARy y
C/EBPB

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) forman parte
de una gran familia de receptores de hormonas nucleares que tienen la capacidad
de regular genes claves de diferentes procesos metabdlicos, los cuales estan
involucrados en diversas enfermedades como diabetes, cancer, aterosclerosis,
entre otras. Existen tres isoformas de PPAR; PPARa, PPARB/® y PPARy, mismas
que estan involucradas en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y la homeostasis
energética (Janani & Ranjitha, 2015; Mirza et al., 2019).

PPARYy es expresado en el intestino grueso, el bazo y el tejido adiposo (blanco y
marron), siendo los adipocitos en donde existe mayor expresion, por lo que es de
vital importancia su rol en la regulacion de la adipogénesis, la biosintesis de lipidos
y el balance energético (figura 1). Existen dos isoformas de PPARy; PPARyl y

PPARy2. PPARy1 se expresa mayormente en tejido adiposo, intestino grueso y



células hematopoyéticas y una menor expresion en riiion, higado, musculos,
pancreas e intestino delgado. PPARy2 se encuentra principalmente expresado en
tejido adiposo blanco y marron y esta relacionada con la ingesta de nutrientes y la
obesidad (Feng et al., 2021; Sauer, 2015; Wang et al., 2014).

Figura 1 Estructura de la isoforma PPARYy, cadena A y B (Berman et al., 2000).

PPARYy es el principal regulador de la diferenciacién de adipocitos, asimismo regula
genes que participan en el metabolismo lipidico, como la lipoproteina lipasa,
transportador de &cidos grasos CD36. Por lo tanto, protege al organismo de un
exceso de lipidos y es capaz de regular la secrecion de adipocitocinas como la
adiponectina, la leptina, resistina y el factor de necrosis tumoral a, que son mediadas
por el tejido adiposo (Janani & Ranjitha, 2015; Wang et al., 2014). Sin embargo, es
necesaria la presencia otros factores de transcripcion (C/EBPB y C/EBPd) para
regular la expresion de PPARy en el proceso de la adipogénesis (figura 2) (Xue

et al., 2020).
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Figura 2 Participacién de los receptores C/EBP a, B, 8 y PPARYy en el proceso de
adipogénesis (Siersbaek et al., 2010).

Los miembros de la familia de factores de transcripcion CCAAT/proteina de union a
potenciador (C/EBP) también se encuentran involucrados en la diferenciaciéon de los
adipocitos. Esta compuesta por seis proteinas (C/EBPa C/EBPS, C/EBPd, C/EBPYy,
C/EBP¢ y C/EBPUQ), pero las isoformas que mas se han estudiado son la C/EBPa y
la C/EBPB, mismas que se expresan principalmente en el tejido hepatico, adiposo y
pulmonar. También es conocido que C/EBPa, C/EBPB y C/EBPd son clave en el
proceso de adipogénesis (Nerlov, 2007; Siersbeek et al., 2010).

C/EBP se considera como un factor crucial en la etapa temprana de adipogénesis,
debido a que es el encargado de inducir la activacion y expresion de C/EBPa vy
PPARYy los cuales son necesarios para llevar a cabo el proceso de adipogénesis,
por lo tanto, se considera que este factor es el que lleva a cabo la diferenciacion de

los adipocitos maduros (figura 3) (Guo et al., 2015).
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Figura 3 Estructura de la isoforma C/EBPp, cadena A y B (Berman et al., 2000).

En modelos in vitro se ha observado que cuando se afiaden tratamientos
adipogénicos como isobutilmetilxantina (IBMX), dexametasona (DEX) e insulina a
cultivos celulares son capaces de estimular la inducciéon de C/EBPB y mantener
niveles altos del mismo para que se lleve a cabo la diferenciacién celular, por otro
lado, se ha identificado en preadipocitos 3T3-L1 que cuando este factor de
transcripcion es eliminado bloquea el proceso de adipogénesis. Incluso en modelos
in vivo se ha demostrado que cuando existe una alteracion en el gen de C/EBP,
ocasiona un desarrollo deficiente del tejido adiposo y por lo tanto, se observa una
disminucién de la masa grasa (Guo et al., 2015; Lee et al., 2020).

3.2 Tratamientos alternativos
La OMS estimé que en el mundo el 80% de las personas utilizan tratamientos

alternativos a base de productos naturales, las cuales incluyen a los extractos de
plantas que tienen compuestos bioactivos, con el fin de mejorar su salud. Los
productos naturales tienen diversas funciones por las cuales se pueden clasificar
dependiendo de su efecto, entre ellos los que son utilizados para inhibir la absorcién
de nutrientes, disminuir la adipogénesis, suprimir el apetito y/o modificar la
microbiota intestinal. Debido a esto, incluir en la dieta fuentes vegetales que poseen

alto contenido de compuestos fendlicos y antioxidantes, puede ser una alternativa
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adecuada para mejorar las enfermedades cronico-degenerativas que existen en la

poblacion, entre ellas la obesidad (Arulselvan et al., 2016; Fu et al., 2016).

3.4 Importancia de las leguminosas
Las leguminosas forman parte de la familia Fabacea o Leguminosae, tienen origen

desde hace millones de afios, incluso pueden llegar a ser mas antiguas que el maiz
(FAO, 2016). Es la tercera familia de plantas més grande del mundo, estan
conformadas por una amplia familia de mas de 450 géneros y 12,000 especies. Se
caracterizan porque su fruto esta dentro de una vaina, dicho fruto es abundante en
nutrientes, lo cual es una de las principales razones por las que son ampliamente
cultivadas. Asimismo, se ha observado que aunque las semillas sean almacenadas
durante varios meses, su valor nutricional no se ve afectado (Foschia et al., 2017;
Sprent et al., 2017; FAO, 2016).

A nivel mundial, México ocupa el cuarto lugar en produccion de leguminosas, dentro
de las que son mayormente cultivadas se encuentra el frijol (Phaseolus vulgaris L.),
el chicharo (Pisum sativum L.), el garbanzo (Cicer arietinum L.) y el haba (Vicia faba
L.) (Javaloyes et al., 2016). Principalmente son utilizadas para la nutricibn humana
y la nutricion animal (Rebaa et al., 2017). La Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la OMS establecen que una dieta
saludable debe estar integrada por frutas y verduras, leguminosas, cereales y
nueces. En México en el afio 2013 se registr6 un consumo total de 12.39
kg/persona/afo y a nivel mundial se consume un promedio de 7.21 kg/persona/afio.
Por lo que se hace mucho énfasis en aumentar el consumo de leguminosas y
disminuir el consumo de carnes, ayudando asi a disminuir los niveles de colesterol
en sangre (Collado et al., 2019; “FAOSTAT,” 2013; Jordan-Aguilar et al., 2019).
Dichas semillas poseen alto contenido de proteinas, carbohidratos, fibra dietética,
vitaminas, minerales y compuestos fendlicos, los cuales tiene efectos benéficos en
el organismo, por lo que son una buena fuente alimenticia para el ser humano
(Foschia etal.,, 2017). Se consideran esenciales en la alimentacion humana,

aportando un 4.3% del consumo energético. A pesar de estos datos, su consumo
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es bajo debido a que no existen productos alimenticios a base de leguminosas que
sean atractivos para el consumidor y estén adaptados a la vida moderna (Jordan-
Aguilar et al., 2019). Estudios recientes informan que cuando son consumidas como
parte de la dieta diaria puede ocasionar una reduccién de los de colesterol LDL, asi
como disminuir el riesgo de presentar diversos tipos cancer como de prostata y de
mama y un menor riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares y diabetes
(Chen et al., 2015).

3.5 Generalidades del haba (Vicia faba L.)
El haba es una leguminosa consumido en todo el mundo, su nombre cientifico es

Vicia faba L., es un cultivo que pertenece a la familia de Fabaceae (Leguminosae)
(Prabhu & Rajeswari, 2018). En el mundo existe un gran nimero de variedades
diferentes; por lo que también se le conoce como habones, fabera, haba caballar y
haba de Windsor. Esta planta tiene su origen en el Medio Oriente, sin embargo, en
los ultimos afios se ha incrementado su cultivo en el hemisferio norte, incluido
México. Debido a esto, se tiene el conocimiento de que puede ser cultivada en
diferentes condiciones climaticas, asi como en diferentes tipos de suelo. (Etemadi
et al., 2019; FAO, 2016).

3.5.1 Caracteristicas del cultivo

3.5.1.1 Caracteristicas bioldgicas
La planta de haba (Vicia faba L.) se caracteriza por ser recta, posee una raiz muy

desarrollada, puede alcanzar entro los 90 y 130 cm de altura, en promedio crece un
nodo por semana y las flores generalmente se encuentran en racimos pequefos
(figura 4). El color caracteristico de la semilla es un tono verde-amarillento cuando
aun estan verdes, una vez que la semilla se seca adquiere un color amarillo
(SADER, 2015). Los frutos de la planta presentan diversos tamafos, incluso las
vainas pueden llegar a medir 35 centimetros de longitud y de 1 a 3 cm de ancho.
En la mayoria de las veces contienen alrededor de dos a nueve granos de haba. En

condiciones normales, las semillas de haba llegan a su crecimiento entre los 10 y
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14 dias (Etemadi et al., 2019). La longitud de las semillas puede ser de 0.5 a 3 cm
y el ancho puede variar de 0.5 a 2 cm, ademas, pueden almacenarse por periodos
largos sin que esto afecte su composicion nutricional. Asimismo, la produccion de
estas leguminosas mejora la calidad de la tierra donde son cultivadas, porque posee

una funcion de fijacion de nitrégeno, lo que favorece a la agricultura (Araujo, 2019).

acrinscion
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Figura 4 Crecimiento y desarrollo de la planta de haba (Vicia faba L.). Adaptado de
http:/mww7.uc.cl/sw_educ/cultivos/legumino/haba.htm

3.5.1.2 Produccion del cultivo

En la tabla 2 se muestran algunas areas y la produccion de toneladas de haba que
se tuvo durante el afio 2018, donde se puede observar que México ocupa el

decimocuarto lugar en produccion.

A nivel nacional se tiene una produccién superior a las 36 mil toneladas siendo el
estado de México el mayor productor. Asimismo, la produccion de haba es de gran
importancia econdmica en las entidades denominadas Valles Altos, que incluye los
estados de Puebla, México, Tlaxcala, Hidalgo, Guanajuato, Morelos, Michoacan,
Oaxaca y Veracruz (Jordan-Aguilar et al., 2019, Morales, 2002).
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Tabla 2 Areas y total de produccion.

< Produccién
# Area (toneladas)
1 | China 1806010
2 | Etiopia 988262
3 | Reino unido 402000
4 | Australia 377740
5 Alemania 160800
6 | Marruecos 148745
7 | Francia 147254
8 | Egipto 139303
9 | Iltalia 101625
10 | Sudan 100617
11 | Peru 78380
12 Republica Tunecina 61955
13 | Espaia 54878
14  México 37047

Fuente: (FAOSTAT, 2018)

3.5.2 Caracteristicas nutricionales del haba
El haba es una importante fuente de proteinas, carbohidratos complejos, fibra

dietética, vitaminas, minerales y compuestos fendlicos; son bajas en grasa y en
sodio, por lo que es de gran importancia para la nutricibn humana; aunque también
contienen factores antinutrimentales como saponinas, alcaloides del acido fitico y
taninos (Turco etal., 2016). En la tabla 3 se muestran las caracteristicas
nutricionales del haba madura y haba fresca, donde se puede observar que el haba

madura posee un mayor valor nutricional.

En México, el haba es un ingrediente altamente utilizado en la cocina; existen
diferentes formas de uso culinario y, por lo tanto, una gran variedad de platillos para
el consumo humano (G0l et al., 2017; Kumar et al., 2015). Del mismo modo, desde
anos atras ha sido un alimento utilizado en diversas enfermedades como diabetes,
parkinson, dislipidemias, debido a sus propiedades terapéuticas (Duan et al., 2021;
Prabhu & Rajeswari, 2018). Estudios han reportado que su consumo tiene efectos
antihiperlipidémicos e hipocolesterolémicos. Asimismo, debido a los compuestos

fendlicos que posee, tiene la capacidad de inhibir algunas enzimas como la lipasa,
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enzima encargada de hidrolizar los triglicéridos, reduciendo asi la incidencia de

desarrollar enfermedades cardiovasculares en modelos in vivo (Allam et al., 2018;

Siah et al., 2014). En la actualidad ha incrementado su interés cientifico debido a

gue puede ser utilizada para el desarrollo de alimentos funcionales. Existe evidencia

relevante respecto al alto contenido de compuestos fendlicos que posee el haba,

principalmente los flavonoides, los cuales actian como antioxidantes, y se les

atribuyen efectos benéficos a la salud, por lo que proponen usar esta leguminosa

como coadyuvante en diversas enfermedades (Collado et al., 2019; Kumar et al.,

2015; Viogque et al., 2012). En la tabla 3 se presenta la composicién de nutrimentos

del haba en dos diferentes estados, madura y fresca.

Tabla 3 Composicion nutricional del haba (Vicia faba L.) madura y fresca en 100

Parametros

Energia (kcal)
Proteina (g)
Grasa (g9)

Hidratos de carbono (g)

Fibra (g)
Potasio (mQ)
Hierro (mg)
Calcio (mg)
Fosforo (mgQ)
Magnesio (mg)
Zinc (mg)
Sodio (mQ)
Selenio (ug)
Vitamina B1 (mg)
Niacina (mg)
Folatos (mg)

gramos.

Haba

Madura Fresca
372.00 65.00

23.00 4.60
2.00 0.40
56.00 8.60
19.00 4.20
1030.00 323.00
8.50 1.70

115.00 23.00
590.00 84.00
140.00 28.00

3.50 0.70
3.50 120.00
8.20 5.40
0.52 0.17
4.90 2.80

140.00 78.00

Adaptado de (Enjamio et al., 2017).
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3.5.2.1 Compuestos fendlicos presentes en las semillas de haba
Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios presentes de forma natural

en las plantas, poseen en su estructura uno o mas anillos aromaticos con grupos
hidroxilo. Pueden clasificarse en diferentes grupos dependiendo del nimero de
anillos y de los elementos unidos que presenten (Turco et al., 2016). Algunas
clasificaciones son: acidos fendlicos, flavonoides, lignanos, estilbenos, taninos,
entre otros. Contribuyen a la morfologia, crecimiento y reproduccion de la planta. Se
encargan de dar el color y sabor a los alimentos y estan involucrados en los
mecanismos de defensa frente a agentes externos, entre ellos patégenos y/o rayos
UV (Khalid et al., 2019).

La cantidad y tipo de compuestos fendlicos que se pueden encontrar dependera de
cada alimento. Las leguminosas poseen una importante cantidad de estos
compuestos, por lo que, se consideran como una buena opcién para elaborar
nuevos alimentos funcionales (Amarowicz & Shahidi, 2017; Singh et al., 2017).
Estos compuestos estan distribuidos en todas las partes de la planta como hojas,
raices, semillas y fruto. Especificamente, el haba es una fuente de diversos
compuestos fendlicos que poseen propiedades antioxidantes, igualando en
cantidad a los que se han encontrado en los chocolates y en el cacao (Turco et al.,
2016). Por ejemplo Vioque et al., (2012) realiz6 una comparacién entre haba
madura, garbanzo y chicharo respecto al contenido de polifenoles y observé que el
haba presentan el doble de contenido de polifenoles que las otras leguminosas y
por lo tanto, pueden poseer una actividad antioxidante mayor comparado con el

garbanzo y el chicharo (Tabla 4).

Tabla 4 Contenido de polifenoles en extracto de polifenoles de haba (Vicia faba
L.), garbanzo (Cicer arietinum) y chicharo (Pisum sativum).

Leguminosas Polifenoles (% p/p)
Haba (Vicia faba) 0.15 + 0.001
Garbanzo (Cicer arietinum) 0.07 £ 0.002
Chicharo (Pisum sativum) 0.05 + 0.001

Fuente: (Vioque et al., 2012)
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En la actualidad Abu-Reidah et al., (2017), han identificado alrededor de 134
compuestos fendlicos presentes en el haba fresca, de los cuales los flavonoides son
el grupo mas extenso de compuestos fendlicos. Estos compuestos son de sumo
interés nutricional, debido a que promueven un buen estado de salud, presentando
efectos anticancerigenos, antiinflamatorios, antioxidantes, antimicrobianos, entre
otros (Singh et al., 2017).

Sin embargo, la manera en que los compuestos son metabolizados afecta la
funcionalidad de los mismos, por lo que son necesarios los estudios que evallen la
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos para tener una vision mas clara de las
propiedades funcionales que pueda tener este alimento una vez que es consumido
(Luzardo-Ocampo et al., 2017). Un aspecto importante es que el metabolismo que
involucra la conjugacion de fase Il de los compuestos fendlicos, es la causa principal

de que presenten baja biodisponibilidad (Hu et al., 2017).

3.5.2.2 Flavonoides presentes en las semillas de habas
Los flavonoides son de los compuestos fendlicos mas abundantes, se han llegado

a identificar mas de 5,000 flavonoides diferentes. Su estructura estd compuesta por
dos anillos de benceno (A y B), unidos por un anillo heterociclico (C) como se
muestra en la figura 5 (Maleki et al., 2019). Pueden clasificarse en diferentes
subclases como: flavonas, flavonoles, flavanonas, isoflavonas, antocianinas y

flavanoles o flavan-3-oles. (Wang et al., 2018).
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Figura 5 Estructura de los flavonoides (Wang et al., 2018).

Los flavonoides son los principales compuestos fendlicos que se han encontrado en
el haba; se han identificado diferentes grupos como los flavanoles,
proantocianidinas, flavonoles y flavanones (Turco et al., 2016). En la tabla 5 se
muestra el contenido de diferentes clases de flavonoides encontrados en semillas
de haba maduras y frescas, obtenidos de la base de datos del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA) y de Phenol-Explorer (Neveu et al., 2010;
Bhagwat et al., 2014).

Tabla 5 Contenido de flavonoides en habas, semillas frescas y maduras
(mg/100g).

Flavonoides Clase Semillas Semillas
frescas, crudas maduras,
crudas
Flavan-3-ols | (-)-Epicatequina 28.96 22.51
(-)-Epigalocatequina 15.47 14.03
(+)-Catequina 14.29 12.83
(+)-Galocatequina 4.15 4.84
Flavonoles Miricetina 2.60 2.60
Quercetina 2.00 2.00

Fuente: (Bhagwat et al., 2014; Neveu et al., 2010).

Estos compuestos tienen un papel de alta importancia en las funciones bioquimicas
y fisiolégicas de la planta, ya que estan involucrados en el crecimiento y en la
actividad enzimatica de la planta (Chaieb et al., 2015). De igual manera son de sumo

interés y han sido cada vez mas estudiados porque se ha encontrado que presentan
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efectos benéficos en la salud, dadas sus propiedades antioxidantes que se
encargan de eliminar los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno, dando
como resultado que exista una inhibicion de los mecanismos oxidativos que
ocasionan las enfermedades. Debido a esto, se les atribuyen efectos
antiinflamatorios, antialérgicos, antihipertensivos, antivirales, antiobesidad vy
anticancerigenos, entre otros (Allam et al., 2018; Chen et al., 2015; Guzman-Ortiz
et al., 2017; Kumkarnjana et al., 2018). De igual manera, existe evidencia cientifica
gue sugiere que modulan cascadas de sefalizacion intracelulares donde intervienen
factores de transcripcion como PPARy y C/EBPB (Andersen et al., 2010; Marathe et
al., 2011)

3.5.2.3 Bioaccesibilidad de los flavonoides
Los efectos de los compuestos bioactivos van a depender del grado de absorcién y

de la forma en que son metabolizados, aunque los flavonoides se puedan encontrar
en gran variedad de plantas y a su vez poseen diversos efectos benéficos en la
salud, la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad suele ser baja, por lo que, es un tema
de alta importancia que cada vez es mas estudiado, ya que esta informacion permite
comprobar las propiedades saludables de los alimentos funcionales. (Luzardo-
Ocampo etal, 2017; Wang etal, 2018). Cilla et al., (2018) define Ila
biodisponibilidad como la fraccion del componente ingerido disponible para su
utilizacién en funciones fisiol6gicas normales, sin embargo, para llegar a esto, tiene
gue conocerse en primera instancia la bioaccesibilidad, la cual definen como la
fracciobn de un compuesto que se libera de su matriz alimentaria en el tracto
gastrointestinal y, por lo tanto, esta disponible para la absorcién intestinal, para
posteriormente determinar la calidad nutricional del compuesto bioactivo. Debido a
esto, se tienen de tomar en cuenta diversos factores que pueden influir en estos dos
aspectos, como lo son el medio ambiente, el proceso de los alimentos, la presencia
de otros nutrientes, el pH, la temperatura, la actividad enzimatica y la estructura
quimica (Cilla et al., 2018).

Los flavonoides provenientes de la dieta se encuentran principalmente en forma

conjugada unidos a azucares por medio de los grupos fendlicos o el grupo hidroxilo
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de la posicion C-3, C-5 o C-7 por ello también se les conoce como glucosidos. Sin
embargo, se ha reportado que las estructuras quimicas complejas y de mayor peso
molecular como los glucésidos, afecta la bioaccesibilidad del compuesto. Por otro
lado, se ha comprobado que los flavonoides en su forma aglicona pueden ser
absorbidos directamente por el intestino. En el caso de los glucésidos, para que
puedan llegar al intestino es necesaria la presencia de diversos transportadores
como los transportadores de glucosa dependiente de sodio (SGLT1), transportador
de monocarboxilato (MCT) (Gémez, 2015; Pefa, 2019). En el intestino delgado se
encuentran presentes diversas enzimas, como: lactasa florina hidrolasa (LPH), B-
glucosidasa y piridoxina glucésido hidrolasa, que estan involucrados en el
metabolismo de los flavonoides. De las cuales LPH se encuentra en el borde
epitelial del intestino delgado y es la que se encarga de actuar sobre el enlace
glucosidico de los glucodsidos antes de que sean absorbidos para obtener las
agliconas (Cassidy & Minihane, 2017; Day et al., 2000; Murota et al., 2018). Los
compuestos que no se absorbieron en el intestino delgado pasan al colon, en donde
ocurre la hidrdlisis de los glucosidos, proceso que esta mediado por la microbiota
que realiza modificaciones quimicas, produciendo moléculas mas pequefias que
pueden ser absorbidas con mayor facilidad (Hollman et al., 1999; Williamson &
Clifford, 2017). El metabolismo de los flavonoides sigue las mismas vias
metabdlicas que los xenobibticos, por lo que, una vez que fueron absorbidos son
sometidos al metabolismo de fase Il para su biotransformacion, donde estan
involucradas las enzimas catecol-O-metil transferasa (COMT), sulfotransferasas
(SULT) y UDP-glucoronosiltransferasas (UGT). Posteriormente los productos
obtenidos pasan a través de la vena porta hacia el higado y poder ingresar a la
circulacion hasta que son excretados por via renal (Marin et al., 2015) (Figura 6).

22



Tejidos diana

Bha o
Flavonoides A7
de la dieta .Q
Intestino ‘L Metilaciéon Sulfatacién Glucuronidacién

delgado

N T 2
=~

A Circulacion portal

Gluc Higado

Circulacién
enterohepatica

938 —> Circulaci6n portal g

Eliminacion por
Eliminacioén fecal vias urinarias

Figura 6 Metabolismo de los flavonoides. Modificada de Cassidy &
Minihane, 2017; Marin et al., 2015.

Para evaluar la actividad biolégica de diversos compuestos fendlicos que estan
presentes en diferentes matrices alimentarias, se ha utilizado ampliamente los
meétodos de digestion in vitro con el fin de simular la digestién gastrointestinal, ya
que estos métodos se caracterizan por ser rapidos y seguros (Kamiloglu &
Capanoglu, 2014). Sin embargo, las investigaciones sobre el efecto que presenta la
digestidn gastrointestinal en los flavonoides y capacidad antioxidante de las semillas

de haba son escasos.

3.6 Modelos in silico
El nombre de los modelos in silico hacen referencia a la estructura interna de una

computadora, debido a que estd compuesta en su mayoria de silicio. Este modelo
se implementé como una alternativa para realizar simulaciones de investigacion a
nivel computacional. Existen diferentes formas en que utiliza las plataformas y las
bases de datos para conocer las interacciones que existen entre diferentes
proteinas y compuestos fendlicos y la relacion estructura-funcion (Scior et al., 2007;

Bandyopadhyay et al., 2014).
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Para realizar el método in silico se utiliza un paquete de software MGL Tools,
desarrollado en el laboratorio Sanner del Centro de Biologia Estructural
Computacional. El software comprende Phython Molecular Viewer (visor molecular),
AutodockTools (conjunto de comandos) y Vision (entorno de programacion visual)
(Morris et al., 2009). Autodock es un conjunto de herramientas de acoplamiento
molecular no comercial mas popular y utilizado, permite predecir el sitio en que una
macromolécula (receptor) se une con una molécula pequefa (ligando). Tiene como
objetivo calcular su energia de unién, que nos indica cuales son compuestos son
mas afines al receptor y posibles responsables de la modulaciéon de su actividad
(Mohd et al., 2013; Sulimov et al., 2019). A su vez se utiliza la plataforma Protein
Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/), constituido en 1971 en el Laboratorio

Nacional de Brookhaveen por Walter Hamilton, siendo el primer recurso de datos
digitales de acceso gratuito. Proporciona informacion sobre las estructuras de
proteinas, &cidos nucleicos y ensamblajes complejos (macromoléculas biolégicas)
en 3D como PPARy y C/EBP (Berman et al., 2000).

Con respecto a los ligandos, se utliza otro programa llamado Avogadro
(https://avogadro.cc/), el cual es una herramienta que permite editar y visualizar

moléculas en 3D de forma gratuita y de codigo abierto, que pueden ser usadas en
diversas plataformas como quimica computacional, modelado molecular,
bioinformatica, ciencia de materiales y otras areas relacionadas (Hanwell et al.,
2012). Este programa permite la visualizacion y la transformacion a formato MOL2
de las estructuras de los flavonoides en 3D, obtenidas previamente de la base de
datos PubChem de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) creada en el 2004. Es
un recurso informatico que contiene en su mayoria moléculas pequefias,
proporciona informaciéon sobre estructuras quimicas, propiedades quimicas y

fisicas, actividades biologicas, datos de seguridad y toxicidad (Wang et al., 2009).
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3.7 Efecto de los flavonoides sobre PPARy y C/EBPf
En los dltimos afios ha incrementado la evidencia cientifica que respalda el uso de

los productos naturales, debido a que pueden llegar a inhibir el proceso de
adipogénesis, y, por otra parte, estimular la lipolisis en los adipocitos, por lo que son
de gran importancia, ya que pueden ser candidatos para prevenir y/o aminorar la
gravedad de ciertas enfermedades como la obesidad (Andersen et al., 2010). En
este sentido, han surgido una diversidad de moléculas que pueden actuar como
ligandos de PPARYy: acidos grasos poliinsaturados, prostanoides, eicosanoides,
componentes de lipoproteinas oxidadas de baja densidad y compuestos fendlicos
(Encinar et al., 2015; Damian-Medina et al., 2020).

El uso de herramientas bioinformaticas actuales como diferentes programas, entre
ellos Autodock, PyRx, Avogadro, UCSF Chimera y diferentes bases de datos como
PubChem y Phenol-Explorer, han aumentado en la ultima década enriqueciendo
mucho la informacion para detectar y predecir las posibles uniones entre receptor-
ligando (Encinar et al., 2015; Reddy et al., 2020). Asimismo, se han demostrado que
los compuestos fendlicos, especificamente los flavonoides provenientes de
vegetales tienen efectos beneficiosos sobre los procesos metabdlicos en modelos
in vitro, siendo capaz de inhibir la adipogénesis, efecto que se les atribuye por su

alta actividad antioxidante (Castillo et al., 2019; Herranz-Lépez et al., 2012).

PPARy es una proteina ampliamente utilizada para explorar la capacidad de
modulacién que tienen los compuestos bioactivos sobre la activacion de esta
proteina. Dichos compuestos interactian con el dominio de uniéon al ligando de
PPARYy y se han identificado que la unién de ligandos a los residuos de aminoécidos
del receptor Phe264, His266, 1le281, Cys285, Arg288, Ser289, Met348 e His449
produce efectos antiadipogénicos (Aranaz et al., 2019; Damian-Medina et al., 2020;
Prabhu & Rajeswari, 2020; Puhl et al., 2012; Mohan et al., 2020). En relacién a
C/EBP, es una proteina que se ha estudiado muy poco en relacioén al proceso de
adipogénesis mediante los analisis in silico, pero si se ha logrado identificar la unién
de ligandos con el receptor, ocurriendo en un extremo de la proteina, en el residuo
del aminoacido Glu336 (Pulugulla et al., 2018). Por otra parte, se ha evaluado

C/EBP en conjunto con el factor nuclear kappa B (NF-kB), debido a que interactian
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entre si, ademas los sitios de union de ambas se pueden combinar y regular
diversos genes (Naamane et al., 2007). Asimismo, Rui et al., (2013) identificaron
que GATA-2 puede unirse a la regiéon promotora de C/EBPf, ocasionando la
inhibicion de su desmetilacion y, por lo tanto, que la expresion de la proteina se vea
disminuida. Debido a su importancia en diversos procesos fisiologicos y a la gran
relevancia que presenta en el proceso de adipogénesis es necesario generar
informacion utilizando herramientas informaticas. Mediante estas plataformas se
puede predecir el potencial antiadipogénico que poseen los flavonoides presentes
en las semillas de haba maduras y frescas al unirse a los receptores PPARYy y

C/EBP, los cuales son clave en el proceso de adipogénesis.

Por otro lado, se ha observado que el extracto compuestos fendlicos del frijol comun
(Phaseolus vulgaris) actuan directamente en los adipocitos induciendo la lipdlisis en
un modelo in vitro (Castillo et al., 2019; Chen et al., 2015). Del mismo modo, la
miricetina; un flavonol encontrado en vegetales, inhibe la diferenciacién de los
preadipocitos y disminuye la acumulacioén de lipidos en las células 3T3-L1, mediante
la reduccién de la expresion de factores de transcripcion y de ciertos genes
involucrados en el metabolismo lipidico, como C/EBPa, C/EBPB, PPARYy,
lipoproteina lipasa (LPL), proteina transportadora de &cidos grasos 4 (aP2) y el
transportador de glucosa 4 (GLUT4) (Wang et al., 2015). De igual importancia el
extracto de isoflavonas del germinado de semillas de garbanzos (Cicer arietinum),
es capaz de suprimir la adipogénesis y disminuir la acumulacién lipidica en un
modelo in vitro y estimular la captacion de glucosa, atenuando tanto el ARNm como
la proteina de C/EBPa, PPARYy, aP2, LPL, proteina desacoplante 2 (UCP-2) y GLUT
4 (Gao et al., 2015). Sin embargo, existe escasez de informacién relacionada con
los flavonoides presentes en las semillas de haba maduras y frescas y su posible
actividad antiadipogénica.
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. JUSTIFICACION

La obesidad aqueja a un 13% de la poblacion adulta a nivel mundial y a un 36% de
la poblacion mayor de veinte afios a nivel nacional (ENSANUT, 2018; OMS, 2020),
ocasionando el desarrollo de diversas comorbilidades. Hasta la fecha estos valores
van en incremento, por lo que es necesario identificar compuestos bioactivos con
potencial antiadipogénico mediante analisis in silico como una primera etapa en el
desarrollo de alimentos funcionales novedosos y de facil acceso, que pueda ser

utilizado para prevenir la obesidad.

Por otro lado, las semillas de haba en su etapa madura y fresca son una fuente
econdémica de alto valor nutricional, que contiene diferentes compuestos bioactivos
como los flavonoides que poseen efectos benéficos en la salud, principalmente
contra la obesidad, por su actividad antiinflamatoria y antiobesogénica. Sin
embargo, es necesario que exista mas claridad respecto a los compuestos
bioactivos presentes en semillas de haba maduray fresca y los efectos de la fraccion
bioaccesible especificamente de los flavonoides del haba en sus dos etapas, sobre

la adipogénesis.

Por lo tanto, esta investigacion generara conocimientos sobre el efecto
antiadipogénico in silico de la fraccién bioaccesible de los flavonoides presentes en
semillas de haba maduras y frescas sobre los factores de transcripcion PPARy y
C/EBPS, los cuales son importantes reguladores de la adipogénesis. Esto con el fin
de ser utilizados en estudios y etapas posteriores para el desarrollo de un nuevo
alimento funcional que pueda disminuir la prevalencia de la enfermedad y promover

el consumo de esta leguminosa.
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IV. HIPOTESIS

Los flavonoides bioaccesibles de las semillas maduras y frescas de haba (Vicia

faba L.) tienen efecto antiadipogénico in silico.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto antiadipogénico in silico de los flavonoides bioaccesibles de las

semillas maduras y frescas de haba (Vicia faba L.).

5.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos totales y capacidad
antioxidante de las semillas maduras y frescas de haba (Vicia faba L.)
mediante un modelo de digestion in vitro.

2. Identificar y cuantificar los flavonoides bioaccesibles de las semillas maduras
y frescas de haba (Vicia faba L.) a través de un modelo de digestion in vitro.

3. Analizar la energia de union ligando-receptor in silico de los flavonoides
bioaccesibles de semillas maduras y frescas de haba y los factores de
transcripcion PPARy y C/EBP.
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VI. METODOLOGIA
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Figura 7 Esquema general de la investigacion.



6.3 Procedimiento

6.3.1 Preparacion de la muestra
Para el analisis de las semillas de habas provenientes de la cosecha del 2018 de la

region agricola del estado de Puebla, muestras de 1000 g se seleccionaron para
eliminar impurezas, semillas rotas y enfermas, posteriormente se sometieron a un
tratamiento térmico en el horno Felisa FE 292D a 70°C durante 24 horas, después
fueron molidas utilizando IKA A1l basic S1y luego se tamizaron utilizando un tamiz
de 420 ym de abertura, finalmente se colocaron en bolsas de plastico y se

almacenaron a -20 °C para las determinaciones posteriores.

6.3.2. Extraccion de la fraccion de flavonoides de las semillas de haba
La extraccion de flavonoides se realiz6 de acuerdo con el método de Jiménez-

Escrig et al.,, (2001) con ligeras modificaciones. Se afadieron 200 mL de
acetona/agua (70:30 v/v) a 20 g de harina de haba previamente pesada en frascos
de vidrio cubiertos con aluminio, los frascos se mantuvieron en agitacion a
temperatura ambiente durante 60 minutos. Los frascos se filtraron usando una fibra
de vidrio y se recuperé el sobrenadante. Luego se afiadié al residuo 200 mL de
metanol/agua (50:50 v/v) mas HCI para obtener un pH de 2.0 y se repitio el proceso
de agitacién y filtracion. Al final se combinaron los extractos y se liofilizaron. El
procedimiento de extraccion se realiz6é en dos lotes independientes por triplicado.

6.3.3 Digestion in vitro
La digestién gastrointestinal simulada se realiz6 de acuerdo con el método de

Brodkorb et al., (2019). El proceso implico tres fases, la fase oral, que simula las
condiciones de la boca, la fase gastrica, que imito las condiciones del estbmago,
seguido de la digestiéon con sales biliares y pancreatina, que simulo el proceso de

digestion intestinal.

Para la fase oral, se colocaron 5 g de harina 4 mL de fluido similar a saliva (FSS),
0.025 mL CaCl20.3 My 0.975 mL de Hz0, los tubos se incubaron a 37 °C en un

bafio con agua durante 120 minutos con agitacion y en oscuridad. Para la fase
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gastrica se afadieron 8 mL de fluido similar a fase gastrica (FSG), 0.005 mL de
CaCl20.3 M, 0.895 mL de H20, 1.6 mL de pepsina y se ajusto el pH a 3.0 con HCI
1 M, los tubos se incubaron a 37 °C en un bafio con agua durante 120 minutos con
agitacion y en oscuridad. Para la fase intestinal se afiadieron 8.5 mL de fluido similar
a fase intestinal (FSI), 0.040 mL de CaCl2 0.3 M, 3.76 mL de H20, 5 mL de
pancreatina, 2.5 mL de bilis y se ajusté el pH a 7.0 con NaOH 1 M, los tubos se
incubaron a 37 °C en un bafio con agua durante 120 minutos con agitacion y en

oscuridad.

La bioaccesibilidad se realiz6 por el método Yu et al., (2019). Las mezclas de la fase
intestinal se transfirieron a membranas de dialisis de 17 cm de largo y se colocaron
en matraces Erlenmeyer que contenian 200 mL de buffer fosfato salino (PBS), se
incubaron durante 120 min a 37 °C en agitacion y oscuridad. La fraccion que estaba
fuera de la membrana se consideré como la fraccion absorbible y la fraccion que
estaba dentro de la membrana se consideré como la fraccion no absorbible que
puede llegar al colon y ser metabolizada nuevamente. Al finalizar ambas fracciones
se transfirieron a tubos Falcon. Todas las fases se centrifugaron (Centrifuga Hermle
Z326K) a 4000 g durante 20 min, los residuos se desecharon y los sobrenadantes
se almacenaron a -20 °C. El procedimiento de digestion in vitro se realizé en dos

lotes independientes por triplicado.
El porcentaje de bioaccesibilidad fue determinado como:
%B = (FB/FI) * 100

Donde: %B es el porcentaje de bioaccesibilidad, FB es el contenido total obtenido
en la fase bioaccesible (mg) y FI es el contenido total obtenido en la fase intestinal
(mg) (Pefia, 2019).

6.3.4 Determinacién de polifenoles totales
El contenido de polifenoles totales se determiné mediante el analisis colorimétrico

utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteau, segun lo descrito por Leos-Rivas et al.,

(2016). En un vial se agregaron 0.1 mL de muestra y 0.250 mL de reactivo de Folic-
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Coicalteau 1 N. Después se afiadio 1,25 mL de la disolucion de carbonato de sodio
al 20% a cada vial, se llevé a un volumen final de 2 mL con agua destilada. Después
de 120 min en condiciones de obscuridad, se midi6 la absorbancia (760 nm)
mediante un espectrofotdmetro thermo scientific evolution 300LC. La medicion se
comparo con una curva de calibracién de acido galico y los resultados se expresaron
como miligramo de equivalentes de &cido gélico por gramo de harina de haba (mg
EAG/g muestra).

6.3.5 Determinacién del contenido total de flavonoides

El contenido de flavonoides totales de las muestras se determin6 usando el método
descrito por Hithamani & Srinivasan, (2014) con ligeras modificaciones. 0.1 mL de
muestra se mezclé con 0.4 mL de agua destilada, después se afiadieron 0.03 mL
de solucién de nitrito de sodio al 5%. Después de 5 min, se agregaron 0.03 mL de
cloruro de aluminio hexahidratado al 10%. La mezcla se agité y se dej6 reaccionar
durante 5 min. Luego se agregaron 0.2 mL de NaOH 1 M, se ajust6 el volumen a 1
mL y se dejo reaccionar durante 15 min. La absorbancia se midié a 540 nm usando
un espectrofotometro thermo scientific evolution 300LC. La medicion se compard
con una curva de calibracion de catequina y los resultados se expresaron como
miligramo de equivalentes de catequina por gramo de harina de haba (mg EC/g

muestra).

6.3.6 Determinacion de capacidad antioxidante

6.3.6.1 FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power)
La determinacion de capacidad antioxidante por el método FRAP (Ferric ion

Reducing Antioxidant Power) se realizd por el método descrito por Benzie & Strain,
(1996). En un vial se afladieron 0.03 mL de muestra, seguido de 0.09 mL de agua
destilada y finalmente 0.9 mL del reactivo FRAP. Se incubo durante 30 min a 37 °C
en obscuridad. La absorbancia se midié a 593 nm. La medicion se comparo con una
curva de calibracion de Trolox y los resultados se expresaron como micromoles de

equivalentes de trolox por gramo de harina de haba (UM E Trolox/g muestra).
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6.3.6.2 DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)
La determinacién de capacidad antioxidante por el método DPPH (2,2-Difenil-1-

Picrilhidrazilo), se realiz6 por el método descrito por Bondet et al., (1997). En un vial
se afadieron 0.025 mL de muestra, seguido de 0.975 mL del reactivo DPPH. Se
incubo durante 60 min en obscuridad. La absorbancia fue leida a 515 nm. La
medicion se compard con una curva de calibracion de Trolox y los resultados se
expresaron como micromoles de equivalentes de trolox por gramo de harina de

haba (UM E Trolox/g muestra).

6.3.7 Identificacion y caracterizacion de los flavonoides

bioaccesibles
La fase gastrica, intestinal y bioaccesible de las muestras de haba madura y haba

fresca después de la digestion in vitro fueron analizadas por cromatografia de

liguidos de alta resolucién (HPLC) posterior a una hidrdélisis.

Previo a su analisis por HPLC se realizd una hidrdlisis acida a las fases resultantes
de la digestién in vitro, siguiendo la metodologia de Kostikova & Veklich, (2020) con
ligeras modificaciones. Para analizar las agliconas libres correspondientes a los
glucosidos, se afiadio 1 mL de HClI 2 N a 1 mL de muestra, fueron cerrados
herméticamente y se dej6 en la parrilla de calentamiento durante 2 h a 100 °C. El

liquido restante se filtré y fue colocado en viales para su posterior analisis en HPLC.

Para la identificacién y cuantificacion de los flavonoides presentes en las semillas
de haba maduras y frescas sin digerir y en las diferentes fases del proceso de
digestién in vitro se realiz6 el analisis en un equipo de cromatografia de liquidos de
alta resolucion de la marca Thermo Scientific Spectra System provisto con detector
UV/visible fijado en 210 y 354 nm y se utilizé una columna Acclaim 120 C18 (250
mm x 4.6 mm x 5 ym) Thermo Scientific.HPLC-UV.

La caracterizacion se llevo a cabo siguiendo la técnica de Wang et al., (2003) con
ligeras modificaciones y se realizaron once curvas de calibracion (de 0 a 100 pug/mL)

con los estandares: &acido galico, epigalocatequina (EGC), catequina,
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epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina (EC), &cido clorogénico, acido

cafeico, rutina, quercetina-3-B-D-glucésido, quercetina y kaempferol.

La fase maovil consté de acido fosforico al 0.1% en agua (A), acido fosférico al 0.1%
en metanol (B) y &cido fosférico al 0.1% en acetonitrilo (C) (v/v). El programa de
gradiente de elucion se muestra en la tabla 6. El volumen de inyeccién fue de 0.040
mL y la velocidad de flujo se mantuvo a 1 mL/min durante un tiempo de ejecucion

total de 47 minutos.

Tabla 6 Gradiente de elucién

Tiempo | 4| g | ¢
(min)
0 80 | 20
5 80 | 20
7 76 | 24

10 76 | 24
20 60 | 40
25 65 | 10 | 25
30 70 |15 |15
35 40 | 35 |25
45 80 | 20
47 80 | 20

6.4 Analisis in silico
Para conocer el potencial efecto de los flavonoides procedentes de semillas de haba

madura y fresca, se realizé una interaccién con los factores de transcripciéon PPAR-
y y C/EBP-B mediante un acoplamiento molecular, utilizando el programa AutoDock
(Morris et al., 2009). Las estructuras de las proteinas PPAR-y (secuencia 1PRG) y
C/EBP-B (secuencia 1H89) fueron descargadas de la Protein Data Bank (PDB)
(www.rcsb.org) (Berman et al., 2000). Las proteinas se prepararon eliminando las
moléculas de agua, agregando los atomos de hidrogeno polares y las cargas de

Kollman, para ser guardadas en formato pdbqt.

La estructura 2D de los flavonoides conocidos de las semillas de haba se

descargaron de la base de datos PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) en

formato sdf y luego fueron convertidos a formato mol2 utilizando el programa de
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Avogadro. Los atomos de hidrégeno y las cargas de Gasteiger se agregaron

utilizando las herramientas de AutoDock.

Para realizar una interaccion precisa, el tamafio de la caja se disefi6 en el sitio de
union. Los dominios de unién al ligando que se seleccionaron fueron Arg 280, lle
262, lle 341, Ser 342, Met 348, lle 281, Leu 353, Met 343, Leu 330, Tyr 327, Met
364, Lys 367, His 449, Ser 289, Cys 285, Arg 288, Gly 284, His266, Phe 264 y Phe
287 (Aranaz et al., 2019; Prabhu & Rajeswari, 2018). Se empled una zona de
interaccion centrada a 16.426 x 65.603 x 10.611 y con dimensiones de X= 46, Y=46
y Z=46 con un espaciamiento de 0.703 angstroms (A), para PPAR-y. Con respecto
a C/EBP-B, el tamafio de la caja se disefid cubriendo toda el area de la cadena A
de la proteina. Se empled una zona de interaccion centrada a 64.587 x 28.615 x
58.744 y con dimensiones de X= 126, Y=66 y Z=66 con un espaciamiento de 0.703
angstroms (A). La posicion inicial, la orientacion y las torsiones de las moléculas de
ligando se establecieron al azar.

6.5 Analisis estadistico
Para el andlisis de los datos del proceso de digestidn in vitro se utilizé estadistica

descriptiva y medidas de tendencia central como media y medidas de dispersién
como desviacién estandar. Todos los procedimientos se realizaron en dos lotes

independientes por triplicado.

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el software IBM SPSS Statistics version 25. Los
resultados de las muestras fueron evaluados mediante el andlisis t de student para
muestras independientes y ANOVA de un factor. El valor de p considerado como

estadisticamente significativo si es <0.05 (p<0.05).

6.6 Etica
Toda la informacion generada de este trabajo es propiedad de la UANL, por lo que

se guardara la confidencialidad de los datos.
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En la presente investigacion no existe la participacion de seres humanos por lo que

no fue necesaria la realizacién del consentimiento informado.

6.7 Implicaciones y medidas de bioseguridad
Para el desarrollo de la metodologia se contemplara el uso correcto de las normas

y reglas de seguridad del Laboratorio de Alimentos y del Centro de Investigacion en
Nutricion y Salud Publica de la Facultad de Salud Publica y Nutriciébn, ademas del
adecuado tratamiento y confinamiento de los desechos quimicos y biol6gicos

generados.
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Vil. RESULTADOS

7.1 Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante.

7.1.1 Contenido de polifenoles totales
El contenido de polifenoles totales de las semillas de haba maduras y frescas y su

bioaccesibilidad mediante un proceso de digestion in vitro se muestran en la tabla
7.

El contenido de polifenoles totales obtenidos de las semillas de haba madura y
fresca en la fase intestinal (104.42 + 8.89 y 121.35 * 15.46 mg EAG/g,
respectivamente) disminuyod significativamente en la fase bioaccesible después de
la digestion in vitro (58.03 = 3.62 y 63.31 + 1.77 mg EAG/g, respectivamente).
Observando que las semillas de haba fresca obtuvieron un contenido ligeramente
mayor de polifenoles totales respecto a las semillas de haba madura, sin embargo,
en cuanto al porcentaje de bioaccesibilidad no se observaron diferencias
significativas aun cuando las semillas de haba madura presentan mayor porcentaje
en la fase bioaccesible (55.57% vs 52.17%) como se muestra en la figura 8 (p>0.05).

Tabla 7 Contenido y bioaccesibilidad de polifenoles totales en semillas de haba
maduras y frescas mediante un proceso de digestién in vitro.

Haba Fase de Polifenoles totales
digestion mg EAG/g %
Control 117.98 + 13.43*bPd | 100.00
Fase géstrica 79.71+8.32*acd | 67.56
Madura - .
Fase intestinal 104.42 + 8.89* bd 88.51
Fase bioaccesible | 58.03 + 3.62* abc 55.57
Control 234.39 + 15.08 BSD | 100.00
Fresca Fase gastrica 89.67 + 6.93 ACD | 38.26
Fase intestinal 121.35 + 15.46 ABD | 51,77
Fase bioaccesible 63.31+1.77 ABC 52.17

Los resultados son expresados como media + desviacion estandar (n=6). El andlisis estadistico se realizd
mediante la prueba t-student para muestras independientes y ANOVA de un factor. * Diferencia
estadisticamente significativa entre el haba madura y fresca (p<0.05). @9 AP Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa entre las fases de digestion (p<0.05). Los datos del % de

bioaccesibilidad estan basados en la formula %B. EAG: Equivalentes de Acido Galico.
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a) b)
Control 100% Control 100%
Fase gastrica 67.56% Fase gastrica 38.26%
Fase intestinal 88.91% Fase intestinal 51.77%
Fase bioaccesible 55.57% Fase bioaccesible 52.17%

Figura 8 Porcentaje de bioaccesibilidad de semillas de haba: a) madura y b) fresca en
polifenoles totales.

7.1.2 Contenido de flavonoides totales
El contenido de flavonoides totales de las semillas de haba maduras y frescas y su

bioaccesibilidad mediante un proceso de digestion in vitro se muestran en la tabla
8.

Tabla 8 Contenido y bioaccesibilidad de flavonoides totales en semillas de haba
maduras y frescas mediante un proceso de digestion in vitro.

Haba Fase de Flavonoides totales
digestion mg EC/g %

Control 2.16 + 0.26* b.cd 100.00

Madura Fase gastrica 0.06 + 0.03*acd 2.65
Fase intestinal 0.25 + 0.02 abd 11.51

Fase bioaccesible | 0.02 + 0.01* ab.c 6.62
Control 5.60 + 0.90 BCP | 100.00

Fresca Fase gastrica 0.11 £ 0.03 A€ 1.35

Fase intestinal 0.23 +0.04 ABD 4.04

Fase bioaccesible 0.10 + 0.06 A€ 1.78

Los resultados son expresados como media + desviacion estandar (n=6). El andlisis estadistico se realizd
mediante la prueba t-student para muestras independientes y ANOVA de un factor. * Diferencia
estadisticamente significativa entre el haba madura y fresca (p<0.05). @9 A0 Letras diferentes en la misma
columna indican diferencia significativa entre las fases de digestion (p<0.05). Los datos del % de

bioaccesibilidad estan basados en la formula %B. EC: Equivalentes de Catequina.
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El contenido de flavonoides totales obtenidos de las semillas de haba madura y
fresca en la fase intestinal (0.25 £ 0.02 y 0.23 + 0.04 mg EC/g, respectivamente)
disminuyo significativamente en la fase bioaccesible de la digestion in vitro (0.02 +
0.01y 0.10 £ 0.06 mg EC/g, respectivamente). Observando que las semillas de haba
fresca obtuvieron mayor contenido de flavonoides totales respecto a las semillas de

haba madura.

Al analizar el porcentaje de bioaccesibilidad se observaron diferencias significativas
siendo las semillas de haba madura las que presentan el mayor porcentaje en la

fase bioaccesible (6.62% vs 1.78%) como se muestra en la figura 9 (p<0.05).

a) b)
Control 100% Control 100%
Fase gastrica @ 2.65% Fase gastrica | 1.35%
Fase intestinal 11.51% Fase intestinal | 4.04%
Fase bioaccesible 6.62% Fase bioaccesible | 1.78%

Figura 9 Porcentaje de bioaccesibilidad de semillas de haba: a) madura y b) fresca en
flavonoides totales.

7.1.3 Capacidad antioxidante
El contenido de capacidad antioxidante de las semillas de haba maduras y frescas

y su bioaccesibilidad mediante un proceso de digestion in vitro se muestran en la
tabla 9.

La capacidad antioxidante se determiné mediante el método FRAPP y DPPH. Los
resultados obtenidos por el método de FRAP en las semillas de haba madura y
fresca en la fase intestinal (329.70 £ 50.51 y 695.83 + 38.38 uM ET/qg,
respectivamente) disminuy6 significativamente en la fase bioaccesible de la
digestién in vitro (122.67 + 13.70 y 327.41 + 88.37 uM ET/g, respectivamente).
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Respecto al método DPPH, de la fase intestinal (311.54 + 38.14 uM ET/g en haba

madura y 500.25 =

36.76 uM ET/g en haba fresca), también disminuyo

significativamente en la fase bioaccesible (218.16 £12.07 y 345.16 + 27.25 uM ET/g,

respectivamente).

Tabla 9 Contenido y bioaccesibilidad de capacidad antioxidante en semillas de
haba maduras y frescas mediante un proceso de digestion in vitro.

Fase de Capacidad antioxidante
Haba digestion FRAP DPPH
UM ET/g % UM ET/g %

Control 410.97 £ 84.30*P%d | 100 | 359.96 + 25.92*bd | 100.00
Fase gastrica | 239.07  40.81% #0d | 58.17 | 239.13 + 26.01* *° | 66.43
Madura I ntestinal | 329.70 £ 5051° °°9 | 80.23 | 311.54 £ 38.14° 79 | 8655
Fase bioaccesible | 122.67  13.70* abc | 37.21 | 218.16 + 12.07* ¢ | 70.03
Control 907.73 86,82 5C0 | 100 | 654.50  23.68 BCD | 100.00
Fase gastrica | 390.83%68.48AC | 43.06 | 312.75%23.48AC | 47.78
Fresca | e intesinal | 695.83  38.38 750 | 76.66 | 500.25 £ 36.76 A0 | 76.43
Fase bioaccesible | 327.41 8837 AC | 47.05 | 34516 27.25AC | 69.00

Los resultados son expresados como media + desviacion estandar (n=6). El andlisis estadistico se realiz6

mediante la prueba t-student para muestras independientes y ANOVA de un factor. * Diferencia

estadisticamente significativa entre el haba madura y fresca (p<0.05). @9 AP Letras diferentes en la misma

columna indican diferencia significativa entre las fases de digestion (p<0.05). Los datos del % de

bioaccesibilidad estan basados en la formula %B. ET: Equivalentes de Trolox.

Se observdo que las semillas de haba fresca obtuvieron mayor capacidad

antioxidante respecto a las semillas de haba madura en ambos métodos, sin

embargo, en cuanto al porcentaje de bioaccesibilidad en ambos métodos no se

observaron diferencias significativas entre las semillas de haba madura y las

frescas. (figura 10) (p>0.05).
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a)

Control

100%

b)

Control

100%

Fase gastrica 58.17% Fase gastrica 43.06%
Fase intestinal 80.23% Fase intestinal 76.66%
Fase bioaccesible 37.21% Fase bioaccesible 47.05%
c) d)
Control 100% Control 100%
Fase gastrica 66.43% Fase gastrica 47.78%
Fase intestinal 86.55% Fase intestinal 76.43%
Fase bioaccesible 70.03% Fase bioaccesible 69.00%

Figura 10 Porcentaje de bioaccesibilidad de semillas de haba: en FRAP a) madura y b)
fresca y en DPPH c¢) madura y d) fresca.

7.2 ldentificacion y caracterizacion de los flavonoides bioaccesibles.
El analisis mediante HPLC de las fases de las muestras de haba madura y haba

fresca después de la digestidn in vitro se realizé después del proceso de hidrolisis
para determinar la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en su forma
libre (aglicona), debido a la gran cantidad de glucésidos que estan presentes en las
muestras y a las condiciones dificiles de separacion de los mismos por los métodos
cromatograficos por la similitud quimica de los compuestos, asi como también la
dificultad de adquirir estandares, por lo tanto, solo se analizaron en total 11
compuestos (8 flavonoides y 3 acidos fendlicos). En la tabla 10 se observan los
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resultados del contenido de compuestos fenolicos después del proceso de hidrolisis

en las distintas fases de la digestidén de las muestras de haba madura y fresca.

Tabla 10 Contenido de compuestos fenélicos de haba madura y haba fresca en las
distintas fases de la digestion in vitro

Compuestos Haba Control Fase Fase Fase

mg/100g gastrica intestinal | bioaccesible
Acido galico Madura | 17.62+0.44*@ | 16.05+£1.33*2 | 9.24+2.34*® | 6.95+3.91*¢
Fresca | 75.15+8.26” | 77.04+7.07* | 63.3745.15* | 48.13+5.378

Acido Madura | 0.28 +0.002 | 0.43 +£ 0.07*2 | 1.64 + 0.28** | 0.27 +0.022
clorogénico | Fresca | 0.40+0.13* | 0.28 +0.01* | 0.44 £ 0.08* | 0.26 + 0.01*
Acido Madura | 9.97 + 1.07*2 | 9.91 +£2.682 | 1.73 £ 0.35*? | 1.52 + 0.14*C

cafeico Fresca | 17.81+1.12A | 12.34+2.668 | 19.10+2.37A | 8.38+2.91C
EGC Madura | 3.41 +0.41*@ | 1.86 + 0.48*0 | 4.21 + 0.572 | 5.75 + 1.29*2
Fresca | 6.93+0.14* | 7.61+1.71* | 6.26 + 2.16* | 16.25 + 4.108

Catequina Madura | 16.08+1.14*@ | 18.65+3.50*2 | 30.04+2.32* | 45.74+0.78*
Fresca | 34.21+0.63* | 35.61+1.10 | 83.51+4.41B | 72.88+1.75C

EGCG Madura | 13.24+2.032 | 6.47+0.43* | 24.33+£0.69*¢ | 27.05+2.53¢
Fresca | 13.37+1.117 | 13.52+2.32 | 18.06+£1.03B | 23.31+2.72€

EC Madura | 5.96 +0.392 | 6.45+2.152 | 5.06 + 0.17*2 | 2.33 + 1.41°
Fresca | 8.13+1.51* | 7.25+1.47~ | 1.93 +£0.928 | 2.96 + 0.00¢

Rutina Madura | 9.90 + 0.55*2 | 9.94 + 1.65*2 | 6.74 + 0.64*> | 2.70 + 0.10*¢
Fresca | 4.47 +0.93A | 3.01 +0.258 | 2.99 + 0.21€ | 4.09 £ 0.61A
Quercetina | Madura | 0.43 + 0.01*2 | 0.32 £ 0.08*2 | 0.29 £ 0.07*@ | 0.39 + 0.08*@
3-B-D-g Fresca | 4.38+0.34* | 4.87 £+ 0.54* | 4.05+0.31* | 3.06 + 0.248
Quercetina Madura | 2.15+0.832 | 7.61 + 2.05*" | 5.76 + 2.072 | 1.36 + 0.45*2
Fresca | 2.89+0.92A | 3.03+0.214 | 2.37 £0.29* | 2.80 £ 0.317

Kaempferol Madura | 0.71 +0.00® | 1.08 + 0.05*" | 0.71 + 0.002 | 0.73 +0.022
Fresca | 0.72+0.02* | 0.71 £ 0.00* | 0.71 £ 0.01* | 0.72 £ 0.01*

Los resultados son expresados como media + desviacion estandar. El andlisis estadistico se realizd6 mediante

la prueba t-student para muestras independientes y ANOVA de un factor. * Diferencia estadisticamente

significativa entre el haba madura y fresca (p<0.05). ¢ AC Letras diferentes en la misma columna indican

diferencia significativa entre las fases de digestién (p<0.05). EGC: Epigalocatequina. EGCG: Galato de

epigalocatequina. EC: Epicatequina.

El haba fresca antes de la digestion presentd las mayores concentraciones de acido

galico, epigalocatequina (EGC), catequina, acido cafeico, quercetina 3-B-D-

glucdsido, y quercetina, en cambio, la concentracion de rutina fue mayor en el haba
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madura. Respecto a EGCG y kaempferol presentaron valores muy similares en los

controles de ambas muestras.

En la figura 11, 12 y 13 se muestran las graficas de los compuestos que se
analizaron en las distintas fases del proceso de digestion del haba madura y fresca.
El andlisis estadistico t-student permitié comparar las diferencias significativas entre
el haba madura y el haba fresca en la fase gastrica, intestinal, bioaccesible y el

control (muestras sin digerir).

En las muestras de la fase gastrica se observé una diferencia significativa en EGC,
catequina, EGCG, rutina, quercetina 3-B-D-glucésido, quercetina y kaempferol
comparando haba madura y fresca (p<0.05). Donde el haba fresca presenta mayor
concentracion en EGC, catequina, EGCG y quercetina 3-B-D-glucésido, mientras

que el haba madura obtuvo mayor concentracion en rutina, quercetina y kaempferol.

El andlisis de la fase intestinal del haba verde y el haba fresca, los compuestos:
catequina, EGCG, EC, rutina, quercetina 3-B-D-glucosido fueron estadisticamente
significativos (p<0.05). Destacé que el haba madura presentd la mayor
concentracion en EGCG, EC, rutina y quercetina, aunque no existieron diferencias

significativas para EGC, quercetina y kaempferol (p>0.05).

El contenido de EGC, catequina, rutina, quercetina y quercetina 3-B-D-glucésido en
la fase bioaccesible mostr6 una diferencia estadisticamente significativa entre el
haba madura y fresca, siendo la muestra de haba fresca la que presenta el mayor
contenido de los flavonoides mencionados (p<0.05). Mientras que en EGCG, EC y
kaempferol, no hubo diferencias significativas (p>0.05).

El analisis estadistico ANOVA permitié comparar las diferencias significativas entre
las fases gastrica, intestinal, bioaccesible y el control (muestras sin digerir) del haba
madura y fresca. El contenido EC de haba madura y fresca de la fase bioaccesible
fue estadisticamente menor que las muestras sin digerir, en el caso de rutina solo
se encontré una disminucién en el haba madura y para quercetina 3-3-D-glucésido
disminuyo en el haba fresca (p>0.05). Por otro lado, el contenido de catequina y de

EGCG de ambas muestras fue estadisticamente mayor que las muestras sin digerir,
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en cambio EGC solo fue estadisticamente mayor en el haba fresca (p>0.05). Con
respecto a los compuestos quercetina y kaempferol, no se observaron diferencias
significativas antes y después de la digestion gastrointestinal in vitro en haba

madura y fresca.

ACIDOS FENOLICOS
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Figura 11 Contenido de acidos fendlicos de haba madura (HM) y haba fresca (HF)

(mg/100g). Los resultados son expresados como media + desviacion estandar. El analisis estadistico se

realizé mediante la prueba t-student para muestras independientes. *: Diferencia estadisticamente significativa
entre el haba madura y fresca, (p<0.05). C: control sin digerir. FG: fase gastrica. FI: fase intestinal. FB: fase

bioaccesible. HM: haba madura. HF: haba fresca.
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Figura 12 Contenido flavanoles de haba madura (HM) y haba fresca (HF) (mg/100g).

Los resultados son expresados como media + desviacion estandar. El andlisis estadistico se realiz6 mediante

la prueba t-student para muestras independientes. *: Diferencia estadisticamente significativa entre el haba

madura y fresca, (p<0.05). C: control sin digerir. FG: fase gastrica. Fl: fase intestinal. FB: fase bioaccesible. HM:

haba madura. HF: haba fresca. EGC: Epigalocatequina. EGCG: Galato de epigalocatequina. EC: Epicatequina.
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Figura 13 Contenido flavonoles de haba madura (HM) y haba fresca (HF) (mg/100g).

Los resultados son expresados como media + desviacién estandar. El analisis estadistico se realiz6 mediante
la prueba t-student para muestras independientes. *: Diferencia estadisticamente significativa entre el haba
madura y fresca, (p<0.05). C: control sin digerir. FG: fase gastrica. Fl: fase intestinal. FB: fase bioaccesible. HM:
haba madura. HF: haba fresca. EGC: Epigalocatequina. EGCG: Galato de epigalocatequina. EC: Epicatequina
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7.3 Energia de unién ligando-receptor (PPARy y C/IEBP) in silico.
Los flavonoides presentes en las semillas de haba maduras y frescas fueron

utilizados como ligandos. Los valores de energia de union de ligando-receptor
PPARYy obtenidos del programa AutoDock Tools se muestran en la tabla 11, y en la
figura 14 se muestran los enlaces intermoleculares que se forman entre los ligandos
y el receptor PPARYy.

Tabla 11 Energias de unién y residuos de aminoacidos de unién entre ligando-
receptor PPARYy.

Ligandos Energia de union Residuos de unidn al receptor
(kcal/mol)
Troglitazona -6.53 LEU228, HIS266, ARG280, GLU291
Quercetina -6.96 SER342, LEU228, GLU291
: SER342, GLU291, GLU295, ILE326,
Catequina -6.79 LEU340
Epigalocatequina -5.18 GLU259, ASP260
Galato de. -9.50 ARG280, HIS266
epigalocatequina
Epicatequina 6.96 SER342, LEU228, GLU291, GLU295,
ILE326, LEU340
Galocatequina 6.51 SER342, LEU228, GLU343, GLU291,
GLU295, LEU340
Rutina -3.27 *
Kaempferol 6.69 SER342, LEU228, GLU343, GLU291,
GLU295, ILE326
Buteina -6.76 ARG280, GLU259, SER342

(n=3). * No formo ningun puente de hidrégeno con los residuos.

La energia de union proveniente del farmaco troglitazona, el cual se utiliz6 como
referencia, obtuvo una energia de union de -7.23 kcal/mol. El ligando galato de
epigalocatequina obtuvo el resultado mas eficiente (-9.5 kcal/mol), respecto a los
demas ligandos, obtuvieron valores similares. Los residuos de aminoacidos que
estan involucrados en la formacion de puentes de hidrogeno en el caso del galato
de epigalocatequina fueron ARG280 y HIS266, para los ligandos restantes
coincidieron que los residuos con los que normalmente forman puente de hidrégeno
son SER342 y GLU291, excepto epigalocatequina, que formo puentes de hidrogeno
con los residuos de aminoacidos GLU259 Y ASP260.
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Figura 14 Representacion de la interaccion especifica de diferentes flavonoides presentes
en las semillas de haba con PPARYy. Sitio de unién de PPARYy con quercetina(A), catequina
(B), epigalocatequina galato (C), epicatequina (D), galocatequina (E), kaempferol (F),
buteina (G), epigalocatequina (H) y rutina (l).
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Los valores de energia de unién ligando-receptor C/EBP obtenidos del programa
AutoDock Tools se muestran en latabla 12 y en la figura 15 se muestran los enlaces
intermoleculares que se forman entre los ligandos y el receptor C/EBP.

Tabla 12 Energias de unién y residuos de aminoacidos de unién entre ligando-
receptor C/EBP.

Ligandos Ene(rs;:ltljriéjl?lon Residuos de union al receptor
Troglitazona -3.23 *
Quercetina -3.88 ASP290, ASN296
Catequina -3.80 ARG328

Epigalocatequina -3.14 MET294

Galato de

epigalocatequina ) )
Epicatequina -4.43 GLU336, LYS332
Galocatequina -3.90 ARG328
Rutina -1.25 LYS293, GLN300
Kaempferol -4.13 ARG328
Buteina -3.68 ARG328

(n=3). * No form6 ningun puente de hidrégeno con los residuos.

La energia de unién proveniente del farmaco troglitazona fue de -3.23 kcal/mol, valor
que fue utilizado como referencia. El ligando epicatequina obtuvo el resultado mayor
(-4.43 kcal/mol), respecto a los demas ligandos, obtuvieron valores que van de -1.25
a -4.13 kcal/mol. Los residuos de aminoacidos que estan involucrados en la
formacién de puentes de hidrogeno en el caso de la epicatequina son GLU336 y
LYS332, para los ligandos restantes coincidieron la mayoria en el residuo ARG328,
excepto el ligando quercetina (ASP290 y ASN296), rutina (LYS293 y GLN300) y
epigalocatequina (MET294). En el caso del galato de epigalocatequina mediante los
programas utilizados no se obtuvieron resultados del acoplamiento molecular

debido a un error que presentaron dichos programas.
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Figura 15 Representacion de la interaccion especifica de diferentes flavonoides presentes
en las semillas de haba con C/EBP. Sitio de uniéon de PPARy con quercetina(A), catequina
(B), epicatequina (C), galocatequina (D), kaempferol (E), buteina (F), epigalocatequina (G),
rutina (H) y troglitazona (I).
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VIlIl. DISCUSION

Los flavonoides son compuestos fendlicos a los cuales se les atribuyen diversos
efectos benéficos en la salud. Sin embargo, la evidencia existente sobre los posibles
efectos es controversial, esto puede ser ocasionado por la estructura quimica de los
compuestos y por el proceso de metabolizacidn, en donde la bioaccesibilidad de los
compuestos es un punto clave para que puedan llegar a cumplir su funcion en el

organismo (Angelino et al., 2017; Mtolo et al., 2017).

Por tanto, el creciente interés por conocer los efectos que presentan los compuestos
bioactivos en la salud humana ha ido en aumento. Una estrategia Util para
esclarecer estos conocimientos es identificando el destino de los alimentos y sus
componentes mediante una digestion gastrointestinal. Para esto se han utilizado
diversos métodos, entre ellos los métodos digestivos in vitro, los cuales son
comunmente utilizados debido a que son faciles de usar y econémicos (Brodkorb
et al., 2019; Tarko et al., 2013). Asimismo, se han evaluado diversos fitoquimicos,
como carotenoides, polifenoles, fitoesteroles y otros componentes de diferentes
matrices alimentarias (Bohn et al., 2018). Por lo que es de importancia cientifica
evaluar el comportamiento de los flavonoides provenientes del haba mediante la
simulacion de la digestién gastrointestinal, debido a que existe escasa informacion

cientifica sobre este proceso en dicha leguminosa.

8.1 Bioaccesibilidad de polifenoles totales de semillas de habas
maduras y frescas durante una digestién in vitro.
Los resultados observados de polifenoles totales en las muestras sin digerir de haba

madura y fresca (117.98 + 13.43 y 234.39 = 15.08 mg EAG/g, respectivamente)
fueron superiores a los reportados en otros estudios realizados en haba. En donde
se han observados variaciones en los diferentes cultivos, etapas y en las diferentes
partes del haba sin digerir, como la semilla, la vaina entera, la cubierta de la vaina,
la cubierta de la semilla los cotiledones y las flores, siendo la cubierta de la semilla

la que presentan mayor concentracién de polifenoles totales (68.54 + 2.39 y 41.46

50



+0.78 mg EAG/g en haba fresca y madura, respectivamente), seguido de la cubierta
de la vaina (67.38 = 1.95 mg EAG/qg), la vaina entera (57.18 + 0.60 mg EAG/Q), las
semillas (36.35 + 0.37 y 30.22 £+ 0.68 mg EAG/g en haba fresca y madura,
respectivamente) y, con menor concentracion los cotiledones (12.31 + 0.59 y 4.00
+ 0.59 mg EAG/g en haba fresca y madura, respectivamente) (Boukhanouf et al.,
2016).

Los valores de polifenoles totales en semillas de haba maduras y frescas en la fase
bioaccesible (58.03 + 3.62 y 63.31 + 1.77 mg EAG/g, respectivamente) fueron
superiores a los reportados por otros autores. Luo et al.,, (2014) encontraron
concentraciones menores a los reportados en el presente estudio, reportando 8.79
+ 1.23 mg EAG/g en habas provenientes de Nanjing, Provincia de Jiangsu, China.
También Zhu et al., (2020) reportan concentraciones de 1.97 + 0.13 mg EAG/g en
semillas provenientes de Nanchang, Jiangxi, China. Sin embargo, las semillas en
crudo no fueron sometidas a ningudn tratamiento (térmico, secado, etc.) y no
especifican si la semilla de haba fue analizada en su etapa madura o fresca en
ninguno de los dos estudios. Por lo tanto, existen diversos factores como el origen
del cultivo, la composicién de la matriz alimentaria y la fraccidén de esta, que influye

al momento de analizar los polifenoles totales.

Respecto al porcentaje de bioaccesibilidad en polifenoles totales, Luo et al., (2014)
reportan un 38.37%, sin embargo, estos autores utilizaron una metodologia de
digestion gastrointestinal diferente al método INFOGEST que fue el utilizado en el
presente estudio. Este resultado se encuentra por debajo de los que se observaron
en este estudio (55.57% y 52.17%), en donde los demas componentes nutricionales
de las semillas de haba podrian estar interviniendo. Aunque en el presente estudio,
el haba fresca presenta mayor concentracién de compuestos fendélicos, nuestros
datos de bioaccesibilidad muestran que es menos bioaccesible, lo que puede ser
ocasionado por los compuestos quimicos presentes, ya que se ha reportado que el
haba fresca presenta en su mayoria compuestos conjugados como dimeros de
prodelfinidina, quercetina 3-O-rutinosido, apigenina 7-O-glucésido, miricetina-3-O-

glucdsido, quercetina 3-O-glucosido (Singh et al., 2017).
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8.2 Bioaccesibilidad de flavonoides totales de semillas de habas
maduras y frescas durante una digestion in vitro.
Los resultados observados en las muestras de haba madura y fresca sin digerir

(2.16 + 0.26 y 5.60 + 0.90 mg EC/g, respectivamente) fueron similares a los
reportados por otros autores. Con respecto a un estudio realizado por El-Mergawi &
Taie, (2014), reportaron concentraciones que variaban entre 2.73-4.40 mg EQ/g
dependiendo del cultivar sin digerir analizado. Ademas, se debe tomar en cuenta
que en este estudio utilizaron quercetina para realizar la curva de calibracion y
expresar los resultados, por tanto, puede ser esta la causa de que exista variacion
en las concentraciones de este y el presente estudio.

Los valores de flavonoides totales en semillas de haba maduras y frescas en la fase
bioaccesible (0.02 + 0.01 y 0.10 + 0.06 mg EC/g, respectivamente) fueron inferiores
a los reportados por otros autores. Zhu et al., (2020) observaron concentraciones
mayores a las reportadas en el presente estudio, reportando 0.44 £ 0.08 mg EC/qg,
cabe mencionar que estos autores utilizaron la misma metodologia de digestion
gastrointestinal que el presente estudio, pero para la determinacién de flavonoides
totales se utiliz6 una metodologia diferente y esto puede estar causando las
diferencias en los resultados. Asimismo, Luo et al., (2014) reportan concentraciones
de 0.24 + 0.03 mg EC/g después de un proceso de digestion. Ademas, la
disminucién observada en la concentracion puede resultar del proceso de digestiéon
y sus diferentes fases, ya que durante el proceso puede ocurrir tanto la liberacion
de compuestos fendlicos, como su degradacion, debido a su susceptibilidad. De
igual manera la actividad enzimatica y las condiciones de pH favorecen la hidrolisis
de macromoléculas, debido a esto, en el presente estudio se observa que la fase
intestinal fue mas eficiente que la fase gastrica, lo que se puede atribuir a la

presencia de enzimas (Mtolo et al., 2017).

Respecto a el porcentaje de bioaccesibilidad en flavonoides totales, en el presente
estudio se encontraron valores bajos. En el caso de haba madura fue de 6.62%,

mientras que para haba fresca obtuvo un 1.78%. Sin embargo, existe escasez de
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informacion en cuanto a los efectos del proceso de digestion in vitro en el haba en
esta determinacion. En el caso de Luo et al., (2014), no identificaron porcentaje de
bioaccesibilidad de flavonoides totales en haba. Otros autores como Etcheverry
et al.,, (2012); Lafarga et al., (2019); Liu etal., (2021) evaltan el porcentaje de
bioaccesibilidad del haba utilizando diferentes métodos de analisis, por lo tanto, esa
puede ser la causa de que se obtengan resultados diferentes a los del presente
estudio.

8.3 Capacidad antioxidante de semillas de habas maduras y frescas
durante una digestién in vitro.
La capacidad antioxidante proviene de la accién conjunta de compuestos como los

flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides, vitamina C, entre otros, los cuales se
encuentran presentes en diversos alimentos. Asimismo, se ha encontrado que los
polifenoles son uno de los antioxidantes naturales que mas se han estudiado
(Chaieb etal., 2011; Salehi et al.,, 2021). Los antioxidantes se conocen por la
capacidad que tiene de retardar o inhibir la oxidacién y asi proteger al organismo de
la accion de los radicales libres, que son los causantes de la aparicién de diversas
enfermedades (Leos-Rivas et al., 2016; Pisoschi et al., 2016; Sibul et al., 2016). Por
lo que determinar la capacidad antioxidante puede considerarse como un previo de

las propiedades benéficas de dichos alimentos en el organismo.

Los valores de las muestras de haba madura y fresca sin digerir para el método
FRAP fueron 410.97 + 84.30 y 907.73 + 86.82 uM ET/g, respectivamente. Sin
embargo, estas concentraciones disminuyeron estadisticamente en la fase
bioaccesible (122.67 £ 13.70y 327.41 + 88.37 uM ET/g, respectivamente), aunque
cabe mencionar que presentaron una capacidad antioxidante mayor a lo reportado
por otros autores. Kwon et al., (2018) evalud cinco genotipos de haba y reportd
concentraciones que iban de 17.5 a 22.3 pumol/g, siendo el genotipo de Hungria el
que obtuvo el rango mayor. Del mismo modo, Siah et al., (2014) reportd que el
extracto de semillas de haba madura presentaba 18.2 ymolFe?*eq/g y este podia

aumentar a 19.7 pymolFe?*eq/g si las semillas se tostaban durante 120 min. Con
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respecto a las semillas de haba maduras y frescas sin digerir para el método DPPH
se observaron concentraciones de 359.96 + 25.92 y 654.50 = 23.68 uM ET/g,
respectivamente, mismas que disminuyeron estadisticamente en la fase
bioaccesible (218.16 + 12.07 y 345.16 + 27.25 uM ET/g, respectivamente), pero
presentaron una capacidad antioxidante mayor a lo reportado por otros autores.
Boukhanouf et al., (2016) observaron que el extracto de las semillas frescas sin
digerir presentaba mayor contenido de capacidad antioxidante por el método DPPH
en comparacion con las semillas maduras (19.10 + 1.62 y 5.89 + 0.48 mg EAG/qg,
respectivamente), lo cual es consistente con lo reportado en el presente estudio.
Por otro lado, Siah et al., (2014) observo que las semillas maduras presentaban una
capacidad antioxidante de 53.4 umoITE/g y esta capacidad podia disminuir si las
semillas se sometian a un tostado. Sin embargo, estos resultados pueden variar
porque se utilizaron diferentes unidades (UM ET/g, mg EAG/g y ymoITE/Q) a las que

se utilizaron el presente estudio para expresar los resultados.

8.4 ldentificacion y caracterizacion de los flavonoides bioaccesibles
Los compuestos bioactivos son responsables del color, el gusto y el sabor de las

leguminosas. También se les atribuyen diversas funciones biolégicas como la
proteccion contra el estrés oxidativo y enfermedades crénico degenerativas, dentro
de las cuales destacan los efectos antiadipogénicos, antiinflamatorios,
antioxidantes, antimicrobianos, etc (Chaieb et al., 2011; Singh et al., 2017). Las
concentraciones de compuestos tienden a ser variadas de una leguminosa a otra,
incluso entre la misma especie, eso se debe a la variedad de la semilla, las
condiciones climaticas, la temperatura, el tiempo de maduracion, las condiciones de
procesamiento, los métodos de extraccion y los métodos de coccion (Giusti et al.,
2019; Moreno-Valdespino et al., 2020).

En las muestras de haba sin digerir, los principales flavonoides previamente
reportados son la catequina (12.83-14.29 mg/100g), EC (22.51-28.96 mg/100g,
EGC (14.03-15.47 mg/100g) y en menor concentracién, la quercetina (2.00
mg/100g) (Bhagwat et al., 2014; Rothwell et al., 2013). Lo anterior, coincide con el
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compuesto catequina, que en la muestra de haba madura es de los que presentaron
mayor concentracion (16.08 + 1.14 mg/100g), mientras que en el haba fresca se
encontraron concentraciones mas bajas de EGC, EGCG y EC (6.93 £ 0.14, 13.37
1.11 mg/100g), solamente el compuesto catequina fue mayor (34.21 + 0.63

mg/100g) que lo reportado por otros autores.

Las concentraciones observadas para catequina estan dentro del rango reportado
por algunos autores. Se han encontrado valores que van desde 8.46 + 0 .87 hasta
97.83 + 1.83 mg/100g segun las diferentes variedades analizadas (Baginsky et al.,
2013; Giusti et al., 2017). En el caso del flavonol epicatequina, se han reportado
valores mas elevados que los obtenidos en el presente estudio, como es el caso de
Baginsky et al., (2013), quienes analizaron diez diferentes variedades de haba
fresca y observaron valores de 14.82 + 1.17 a 77.39 + 1.15 mg/100g. Cabe destacar
que en el presente estudio los analisis se realizaron a partir de la harina cruda de
dos etapas de maduracion de la semilla (fresca y madura) y los autores antes
mencionados realizaron sus determinaciones partiendo de un extracto, por lo que
sus resultados pueden ser mas elevados, debido a que en el extracto se encuentran
concentrados los compuestos fendlicos. Ademéas, es poco comun que se
especifique la etapa en que se encontraba la semilla que estan analizando, por lo

gue es complicado realizar una comparacion.

La simulacion del proceso de digestion gastrointestinal es util para evaluar la
estabilidad de los compuestos fendlicos. Ya que existen diversos estudios que
difieren en cuanto a la bioaccesibilidad y biodisponibilidad, debido a que la absorcién
de los compuestos puede ser limitada, puede variar de un compuesto a otro y
también puede depender de la matriz alimentaria de donde provienen (Chen et al.,
2018; Tarko et al., 2020).

De la fase inicial a la fase final del proceso de digestion, se ha demostrado que
existe una degradacion de los compuestos fendlicos, por lo que las concentraciones
pueden incrementar o disminuir, incluso se han identificado nuevos compuestos
totalmente diferentes después de la digestion, debido a su proceso de

metabolizaciéon (Silva et al., 2018). En el caso de la catequina, los resultados del
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presente estudio son consistentes con lo reportado por el autor Zhu et al., (2020),
en donde se observo que de la fase oral a la fase intestinal hubo un aumento en la
concentracion de este compuesto en el haba (FO: 0.90 + 0.19, FG:1.05 + 0.32, FI:
3.66 + 0.03 pg/g), en el caso de quercetina y rutina no se identificaron
concentraciones en ninguna de las fases. De la misma manera, en el presente
estudio se observd un incremento de la concentracion de catequina de la fase
géastrica hasta la fase bioaccesible, lo cual puede ser explicado por los cambios de
las condiciones del método de digestion (Governa et al., 2021). En cuanto a los
compuestos quercetina y rutina ocurrio una disminucién de la concentracion
conforme transcurria el proceso de digestion, lograndose identificar en bajas
concentraciones en un rango de 1.36 + 0.45 a 4.09 £ 0.61 mg/100g en la fase
bioaccesible. La reduccién parcial o completa de estos compuestos ha sido
observada en diferentes variedades de tomate (Peanparkdee et al., 2020). Quienes
consideran que esto puede ser ocasionado por la accion de los cambios de pH, las
enzimas, las sales biliares y la temperatura durante o después del proceso de
digestiébn gastrointestinal, lo que llega a ocasionar la degradacion de los
compuestos. (Peanparkdee etal., 2020). Ademas, durante la digestidon
gastrointestinal los compuestos fendlicos pueden verse influenciados por los
diferentes componentes de la matriz alimentaria, como lo son las proteinas, los
lipidos y/o la fibra (Barros et al., 2020). Lo que puede explicar porque algunos
compuestos tuvieron un incremento mayor de concentraciéon en la fase intestinal o

bioaccesible mas que el haba madura y fresca sin digerir.

Por otro lado, la degradacion de EC después de la digestion in vitro de ambas
muestras de haba puede explicar el aumento en las concentraciones de catequina
observadas, ya que puede ocurrir una conversiéon de EC en catequina, como
consecuencia de cambios en el pH y la temperatura, y en modelos in vivo se observa
este cambio y se argumenta que es debido a la microbiota. Asimismo, se ha
observado gue las concentraciones de acido galico aumentan debido a la hidrélisis
en los galatos de EGC y EGCG (Governa et al., 2021). Sin embargo, en el presente
estudio no se observaron disminuciones en las concentraciones de EGC y EGCG,

sino un aumento, y una disminucion en el acido galico en haba madura y haba
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fresca, por lo que podrian estar influyendo otros aspectos, incluso el mismo método

de digestion in vitro, por lo anterior mencionado.

8.4 Energia de unién ligando-receptor (PPARy y C/EBPB)
El acoplamiento molecular es una herramienta que se ha utilizado con mayor

frecuencia en los Udltimos afios, ya que tiene la capacidad de predecir la
conformacion de diferentes ligandos en el sitio de unién de una proteina de interés.
En donde las conformaciones con minima energia son las mas estables, es decir
entre mas negativo sea el valor, hay una mayor afinidad ligando receptor. A su vez,
el calculo de la energia de union es la suma de interacciones moleculares (Van der
Waals, enlaces de hidrégeno, electrostaticos e hidrofobos) (Ferreira et al., 2015;
Jacob et al., 2012).

El proceso de diferenciacion celular de preadipocitos a adipocitos se le conoce como
adipogénesis. Dicho proceso ha sido constantemente estudiado en diversos
modelos de estudio debido a que cuando existe disfuncién de los adipocitos
ocasiona la aparicion de la obesidad y otras comorbilidades (Kuri-Harcuch et al.,
2019; Mota de S& etal., 2017). La adipogénesis se encuentra regulada por
diferentes factores de transcripcion, entre ellos C/EBP, que es esencial en las
primeras etapas de la diferenciacion, debido a que su funcién principal es activar la
expresion de otro factor de transcripcion clave involucrado en la adipogénesis que
es PPARYy, este junto con C/EBPa, participan en la etapa final de la diferenciaciéon
de los adipocitos (Figura 2) (Guo et al., 2015; Mota de Sa et al., 2017). Por lo tanto,
se han utilizado ambos factores de transcripcion para identificar flavonoides con
potencial actividad antiadipogénica (PPARy y C/EBPR). Con respecto a PPARYy se
han identificado diversos residuos de aminoacidos del receptor (Arg 280, lle 262, lle
341, Ser 342, Met 348, lle 281, Leu 353, Met 343, Leu 330, Tyr 327, Met 364, Lys
367, His 449, Ser 289, Cys 285, Arg 288, Gly 284, His266, Phe 264 y Phe 287) como
sitios de unién para los ligandos con actividad antiadipogénica (Aranaz et al., 2019;
Prabhu & Rajeswari, 2018). En cuanto a C/EBP, en la revision de literatura no se

encontraron datos de los residuos de aminoacidos de unién al receptor con los que
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interactian los compuestos fendlicos, pero cabe mencionar que es necesario que
C/EBPg sufra una fosforilacion para que pueda unirse al ADN. Ademas, diversos
estudios han evaluado la capacidad del acido retinoico y del receptor de &cido
retinoico como posibles ligando de C/EBP[3, debido a que estos pueden interferir en
su actividad (Chung et al., 2021; Ohoka et al., 2009; Schwarz et al., 1997). Por lo
que el generar la informacion de cuales ligandos se unen de manera mas eficiente
a C/EBP y cuales son los sitios de union, es valor agregado, al ser la primera

referencia sobre el tema.

En diversas investigaciones, se han propuesto diferentes moléculas como ligandos
de PPARy y C/EBPB, entre ellas se encuentran las tiazolidinedionas, también
conocidas como glitazonas, que han sido utilizadas en el sindrome metabdlico y la
diabetes tipo 2 (Sauer et al., 2015; Aranaz et al., 2019; Sharma et al., 2020). En el
presente estudio se utiliz6 como control la troglitazona para comparar la afinidad de
union que tienen los diferentes flavonoides con los factores de transcripcion. La
energia de unidn que presento la troglitazona fue de -6.53kcal/mol para PPARy y
-3.23 kcal/mol para C/EBPp, valores que fueron mas bajos que lo reportado por
otros autores. Esto puede ser ocasionado por la plataforma utilizada, la forma de
preparacion, la posicion inicial, la orientacién y las torsiones de las moléculas que

se realizan al azar (Aranaz et al., 2019).

Del mismo modo, se observaron que los diferentes flavonoides exhibieron diferentes
afinidades de union a PPARYy. El ligando que presenta el valor minimo de energia
fue epigalocatequina (-9.5 kcal/mol), formando puentes de hidrégeno con los
residuos del receptor en ARG280, HIS266, mismos que coinciden con lo reportado
por otros autores. Aranaz et al., (2019) reportaron que HIS266 y ARG280 fueron los
residuos que estuvieron implicados en la interaccion ligando-receptor, por lo que
pueden ser los responsables de modular la actividad de PPARy. En el caso de
guercetina, catequina, epicatequina, galocatequina, kaempferol y buteina,
exhibieron una energia de union similar. Respecto a los residuos de aminoacidos
de PPARYy con los que comunmente interactian los ligandos (quercetina, catequina,

epicatequina, galocatequina, kaempferol) para formar puentes de hidrégeno, se
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observaron SER342 y GLU291 en el presente estudio, los cuales coinciden con los
reportados por otros autores, considerandolos con potencial actividad
antiadipogénica y antidiabética sobre el receptor PPARy (Aranaz etal., 2019;
Encinar et al.,, 2015; Prabhu & Rajeswari, 2018). Por lo tanto, los residuos de
aminoacidos ARG280, HIS266, SER342 y GLU291 pueden ser cruciales en la
interaccion con el receptor, ya que son con los que forman puentes de hidrégeno e
influyen en la afinidad de uniéon con PPARYy. En cuanto a la energia de union minima
de los ligandos para C/EBPJ, el ligando que exhibi6 el valor minimo de energia fue
epicatequina (-4.43 kcal/mol), formando puentes de hidrégeno con los residuos del
receptor en GLU336, LYS332, seguido del kaempferol, el cual exhibié una energia
de unién de -4.13 kcal/mol, los demas ligandos exhibieron energia de unién similar.
El residuo de aminoacido con el que interactuaron la mayoria de los ligandos
(catequina, galocatequina, kaempferol y buteina) fue ARG328. Pulugulla et al.,
(2018) investigaron la interaccion proteina-proteina, donde el residuo de aminoacido
GLU336 es el sitio a donde el gen SPI1 se une con el receptor C/EBPB. Lo que
sugiere que el residuo GLU336 puede estar influyendo en el valor de energia de
unién, ya que en el presente estudio la epicatequina fue el ligando que obtuvo el
valor mas bajo y fue el tnico que formé puente de hidrégeno con este residuo, por
lo que puede ser el responsable de modular la actividad de este factor de

transcripcion.

Por otro lado, los ligandos epigalocatequina y la epicatequina que se identificaron
con potencial actividad antiadipogénica in silico han sido reportados por otros
autores en diferentes modelos de estudio. Suzuki et al., (2016) observaron que las
catequinas son capaces de suprimir la expresion de las proteinas y los genes de
C/EBP y PPAR tanto en modelos in vitro como las células 3T3-L1 comunmente
utilizada para comprender los mecanismos de la adipogénesis y en modelos in vivo
como las ratas Sprague Dawley utilizada en el estudio de diferentes enfermedades,
entre ellas la obesidad (Li et al., 2018; Wang et al., 2014). Por lo tanto, segun los
resultados obtenidos en el presente estudio se le puede atribuir el efecto

antiadipogénico a estos dos ligandos, ya que fueron los que obtuvieron un minimo
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valor de energia de union ligando receptor y existe evidencia que en otros modelos

de estudio siguen teniendo la misma actividad.
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IX. CONCLUSIONES

Las semillas de haba fresca sin digerir presentaron mayor contenido de compuestos

fendlicos y capacidad antioxidante con respecto a las semillas de haba madura.

Las semillas de haba madura, aun cuando en cantidad de compuestos fenodlicos y
capacidad antioxidante fue menor, presenta una mayor bioaccesibilidad después de

la simulacién gastrointestinal in vitro.

Los compuestos acido galico, &cido clorogénico, &cido cafeico, EGC, catequina, EC,
quercetina 3-B-D-glucésido y quercetina se encuentran presentes en mayor

concentracion en las semillas de haba fresca sin digerir.

En la fase bioaccesible los compuestos EGC, catequina, rutina, quercetina y
quercetina 3-B-D-glucoésido presentaron mayor contenido en las semillas de haba

fresca con respecto a la madura.

El analisis in silico predijo el efecto antiadipogénico que poseen los flavonoides
presentes en semillas de haba maduras y frescas. Donde el ligando galato de
epigalocatequina mostré una energia de unién de -9.5 kcal/mol y formo dos puentes
de hidrégeno con los residuos ARG280 y HIS266 del factor de transcripcion PPARY.
Y el ligando epicatequina obtuvo un resultado de -4.43 kcal/mol con dos puentes de
hidrégeno en los residuos GLU336 y LYS332 del factor de transcripcion C/EBP.
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X. LIMITACIONES

La simulacion gastrointestinal in vitro nos muestra un acercamiento de lo que puede
suceder en el organismo, sin embargo, es necesario realizar estas determinaciones

en modelos in vivo para corroborar los resultados obtenidos.

El uso de herramientas bioinformaticas es Util para detectar y predecir posibles
uniones entre ligando-receptor y la capacidad que tienen los ligandos de modular la
actividad de las proteinas, ya que da como resultado una aproximacion de lo que

podria ocurrir.
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