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DEFINICIONES
Alimento funcional: alimento de consumo habitual que proporciona beneficios
adicionales a la salud ademas de los nutrientes basicos como los hidratos de
carbono, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales.
Bioaccesibilidad: cantidad de nutrientes o componente activo que se encuentra
disponible en el tracto digestivo para su posterior absorcion.
Biotransformacion: proceso en el que microorganismos no patdgenos se
desarrollan en base a un sustrato modificando las propiedades, el alimento original
por medio de la secrecion de diversas enzimas lipoliticas, proteoliticas y amiloliticas
Dieta tipo cafeteria: dieta utilizada en modelos animales para la induccion de
obesidad que simula el patron dietético no saludable con alimentos altos en grasa y
azucares de los humanos.
Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzima (ELISA): técnica de andlisis en la
que se emplea un anticuerpo ligado a una enzima que pueda unirse a un sustrato
de interés para generar un producto detectable por medio de una reaccion
colorimétrica.
Factor de Necrosis Tumoral Alfa: citocina del sistema inmune que interviene en
la estimulacion de la fase aguda de la respuesta inflamatoria.
Biotransformacion: un tipo de proceso de fermentacion en el que microorganismos
(generalmente hongos y bacterias) descomponen los compuestos de un sustrato de
interés. Durante la fermentacion es posible mejorar las caracteristicas de un
alimento debido a la formacion de compuestos bioactivos y bioaccesibilidad de
nutrientes.
Grelina: hormona producida principalmente en el estbmago y se encarga de regular
el apetito, induciendo el hambre en el individuo.
Interleucina 6: hormona que participa en la respuesta inflamatoria que en tejido
adiposo se relacionan con el sindrome metabdlico y la resistencia a la insulina.
Interleucina 10: hormona antiinflamatoria encargada de inhibir la sintesis de
citocinas proinflamatorias y la regulacion de macrofagos M2 en tejido adiposo, que
contribuyen a la disminucion de la respuesta inflamatoria y las alteraciones del

metabolismo de lipidos en tejido adiposo.
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Leptina: hormona producida principalmente en el tejido adiposo y disminuye el
apetito. Durante la obesidad, puede existir una resistencia a esta hormona.
Micelio: etapa de desarrollo de los hongos pluricelulares conformada por una masa
de hifas ramificadas. Etapa vegetativa del hongo antes de la fructificacion.
Nutracéutico: compuestos encontrados en los alimentos que proporcionan
funciones a nivel bioldgico, pueden ser lipidos, carbohidratos, lipoproteinas,
vitaminas, minerales, isoprenoides, aminoacidos, polifenoles, entre otros.
Pleurotus ostreatus: variedad de hongo comestible de la Pleurotaceae, también
llamado “oreja blanca” en México, con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.
Raténes CD-1: ratones exogamicos y con amplia diversidad genética utilizados
para el estudio de toxicologia, inmunologia, farmacologia y metabolismo. Su
diversidad genética los hace un buen modelo de estudio ya que es similar a la

variabilidad encontrada en poblaciones humanas.

13



RESUMEN
Introduccion: el sobrepeso y la obesidad son unos de los principales problemas de
salud a nivel mundial, con una prevalencia de 75.2% de la poblacion adulta en
México. El desarrollo de obesidad provoca alteraciones a nivel metabdlico que
pueden favorecer la inflamacion de bajo grado a nivel sistémico. En los ultimos afos,
se ha favorecido el consumo de alimentos funcionales formulados considerando el
contenido de componentes bioactivos.
Objetivo: evaluar el efecto del consumo de una galleta de avena y harina de frijol
biotransformada por el hongo comestible Pleurotus ostreatus sobre el estado
nutricional e inflamatorio de ratones CD-1 macho con alteracion metabdlica.
Material y métodos: Se utilizaron 45 ratones CD-1 macho de 4 semanas que se
dividieron en 9 grupos de 5 ratones cada uno. El estudio se dividié en dos fases
principales: 1) fase de induccién de la alteracién metabdlica, administrando una
dieta hipercaldérica o estandar por un periodo de 12 semanas; 2) Fase de
suplementacioén, en la que se administraron 2 variedades de galleta (con harina de
frijol biotransformada y sin biotransformar) ademas de la dieta base por un periodo
de 8 semanas.
Resultados: durante la primera fase, los niveles de peso, ingesta, glucosa y
triglicéridos presentaron niveles similares. La principal diferencia significativa se
presentd en el consumo de macronutrientes con un consumo mayor de energia
(p<0.04), proteinas (p <0.001) y lipidos (p<0.001). Durante la fase dos se
presentaron fluctuaciones de peso principalmente en los grupos Hipercaldricos (SB
vs B, p<0.01) y en los grupos Hipercaloricos-estandar (SB vs SG p<0.01). En la
ingesta se observo un aumento en el consumo de proteinas y lipidos en los grupos
Estandar (sem 12 p=0.001, sem 16 p=0.001) e Hipercaléricos (sem 12, p=0.001,
sem 16, p<0.001, sem 20 p<0.05). También se observé una preferencia por el
consumo de las galletas biotransformadas y sin biotransformar durante la penultima
semana del estudio (sem 18, p=0.001). En la relacién higado/peso corporal se
observaron diferencias significativos al comparar HIPER SG contra HIPER B (p =
0.46) e HIPER SB (p =
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0.49). En el tejido adiposo se pudieron observar diferencias en el grupo STD SG
respecto al grupo STD B (p = 0.019). Por otra parte, se encontrd una reduccion en
el grupo HIPSTD SG en comparacion con el grupo HIPSTD SB (p =0.01). En cuanto
a las citocinas pro y antiinflamatorias la IL-6 mostro diferencias en los grupos
Hipercaldrico-estandar el grupo SB presento niveles significativamente mas altos en
comparacion con los grupos B y SG (p < 0.005), similar a los observado en los
niveles de IL-10 con una diferencia entre el grupo HIPSTD SG respecto al grupo
HIPSTD SB (p = 0.031). Asi mismo se encontraron correlaciones entre los niveles
de glucosa durante el minuto 15 y el peso de la semana 20 (r = 0.602, p = 0.018),
los niveles de TNF-a y glucosa (r = -0.910, p < 0.001) y los niveles de IL-6 e IL-10
(r=-0.681, p = 0.044).

Conclusiones: El consumo de la galleta biotransformada por Pleurotus ostreatus,
especialmente cuando se combina con una transicion de dieta hipercaldrica a
estandar, favorece significativamente la reversién de alteraciones metabdlicas,
principalmente en los niveles de IL-6. Asimismo, en modelos que mantienen una
alimentaciéon saludable, la suplementacién ejerce un papel preventivo clave al

mitigar la acumulacion de tejido adiposo y el incremento del volumen hepatico.
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ABSTRACT
Introduction: Overweight and obesity are major global health issues, with a
prevalence of 75.2% among the adult population in Mexico. The development of
obesity leads to metabolic alterations that can promote systemic low-grade
inflammation. In recent years, the consumption of functional foods formulated with

bioactive components has been encouraged.

Objective: To evaluate the effect of consuming an oat and bean flour cookie
biotransformed by the edible mushroom Pleurotus ostreatus on the nutritional and

inflammatory status of male CD-1 mice with metabolic alterations.

Material and Methods: Forty-five 4-week-old male CD-1 mice were used, divided into
9 groups of 5 mice each. The study consisted of two main phases: 1) a metabolic
alteration induction phase, administering either a hypercaloric or a standard diet for
12 weeks; 2) a supplementation phase, where two cookie varieties (with
biotransformed and non-biotransformed bean flour) were administered alongside the

base diet for 8 weeks.

Results: During the first phase, weight, food intake, glucose, and triglyceride levels
remained similar. The main significant difference was observed in macronutrient
intake, with higher consumption of energy (p<0.04), proteins (p<0.001), and lipids
(p<0.001). During phase two, weight fluctuations occurred mainly in the Hypercaloric
groups (SB vs B, p<0.01) and the Hypercaloric-Standard groups (SB vs SG, p<0.01).
Regarding food intake, an increase in protein and lipid consumption was observed
in the Standard (week 12 p=0.001, week 16 p=0.001) and Hypercaloric groups (week
12, p=0.001; week 16, p<0.001; week 20 p<0.05). A preference for both
biotransformed and non-biotransformed cookies was noted during the penultimate
week of the study (week 18, p=0.001). In the liver-to-body weight ratio, significant
differences were found when comparing HIPER SG against HIPER B (p=0.46) and
HIPER SB (p=0.49). In adipose tissue, differences were observed in the STD SG

group compared to the STD B group (p=0.019). Furthermore, a reduction was found
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in the HIPSTD SG group compared to the HIPSTD SB group (p=0.01). Regarding
pro- and anti-inflammatory cytokines, IL-6 showed differences in the Hypercaloric-
Standard groups; the SB group presented significantly higher levels compared to the
B and SG groups (p<0.005), similar to observations in IL-10 levels, with a difference
between the HIPSTD SG and HIPSTD SB groups (p=0.031). Additionally,
correlations were found between glucose levels at minute 15 and weight at week 20
(r=0.602, p=0.018), TNF-a and glucose levels (r=—0.910, p<0.001), and IL-6 and IL-
10 levels (r=—0.681, p=0.044).

Conclusions: The consumption of the cookie biotransformed by Pleurotus ostreatus,
especially when combined with a transition from a hypercaloric to a standard diet,
significantly favors the reversal of metabolic alterations, particularly in IL-6 levels.
Likewise, in models maintaining a healthy diet, supplementation plays a key
preventive role by mitigating adipose tissue accumulation and the increase in liver

volume.
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1. INTRODUCCION

La obesidad es definida como una acumulacion de grasa corporal que puede ser
perjudicial para la salud. A lo largo de las ultimas dos décadas, las cifras de
incidencia se han triplicado, de modo que para el 2019 se contaba con 1900 millones
de adultos con sobrepeso y 650 millones con obesidad, por lo que se considera una
epidemia a nivel mundial (World Health Organization, 2021). En Meéxico, la
prevalencia de obesidad representa un 36.9% de la poblacién adulta (Instituto
Nacional de Salud Publica, 2023). La obesidad predispone al desarrollo de
enfermedades cronicas como la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertension y
enfermedades cardiovasculares, que representan las principales causas de muerte
actualmente a nivel global.

Al ser influenciada por la alimentacion, segun la Organizacién Mundial de la Salud
es posible asociar una dieta alta en grasas y azucares como un factor de riesgo
para el desarrollo de la obesidad, por medio de alteraciones metabdlicas que
pueden elevar el estrés oxidativo, deterioro celular e inflamacion. Al consumir este
tipo de dietas, diversos marcadores bioquimicos relacionados con la inflamacion
como algunas citocinas proinflamatorias (IL-6, TNF-a) se ven alterados debido a la
pérdida de la capacidad reguladora del tejido adiposo. En este contexto, la
incorporacion de alimentos funcionales ha cobrado relevancia debido a su potencial
para aportar beneficios adicionales a la salud mas alla de su valor nutricional basico.
Se caracterizan por la presencia de compuestos bioactivos capaces de ejercer
efectos fisioldgicos a nivel metabdlico. Adicionalmente, estos alimentos pueden ser
sometidos a procesos tecnoldgicos que permiten incrementar la biodisponibilidad y
el aprovechamiento de sus nutrientes y compuestos activos. Entre estos procesos,
la fermentacidon ha sido objeto de particular interés, ya que los alimentos
fermentados por microorganismos pueden contienen una mayor cantidad de
compuestos antioxidantes en comparacion con sus variantes no fermentadas. Entre
estos alimentos podemos encontrar cereales y leguminosas, como la quinoa, la
cebada, la avena y variedades de frijol y garbanzo. La biotransformacion, se obtiene

por medio del uso de microorganismos no patégenos que se desarrollan en base a
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un sustrato modificando las propiedades, el alimento original por medio de la
secrecion de diversas enzimas lipoliticas, proteoliticas y amiloliticas (Guengerich et
al., 2023).. Ademas, auxilia en la hidrolisis de macronutrientes, aumentando el
contenido de fibra soluble por medio de la produccién de almidones resistentes
(Badia-Olmos et al., 2024). Dentro de los efectos positivos asociados a su consumo,
se encuentran la disminuciéon de la inflamacion, especialmente durante estrés
metabdlico, auxiliando en la regulacion de las citocinas proinflamatorias que
mantienen el ciclo. Espinosa-Paez reporté un aumento en la actividad de
compuestos fendlicos y polifenoles por el uso del hongo Pleurotus ostreatus
mediante la elaboracion de una galleta, cuyos ingredientes han sido fermentados
por el microorganismo (Espinoza-Paez et al., 2021). Otro estudio, han encontrado
una correlacion con su capacidad para reducir el estrés e inflamacion encontrados
en tejido adiposo de Ratén CD-1 (Gonzalez-lbafnez et al., 2023). Aunque se cuenta
con investigaciones que han respaldado el potencial del uso de leguminosas
fermentadas para la elaboracion de alimentos funcionales, por su capacidad para
mejorar sus propiedades nutricionales (Badia-Olmos et al., 2024), aun existe la
necesidad de comprobar la magnitud del efecto en un organismo vivo. Por lo tanto,
se ha propuesto el uso de modelos animales como una alternativa para evaluar
marcadores de inflamacion, que también se expresan a nivel clinico. Entre ellos, se
encuentran la interleucina-6 (IL-6), secretada principalmente por células del tejido
adiposo, teniendo un efecto modulador en el peso corporal, y el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), que disminuye la senalizacion intracelular de receptores de
insulina en adipocitos (Ferrer, 2013).

Por lo tanto, este proyecto busca evaluar el efecto a nivel biolégico del consumo de
alimentos fermentados sobre marcadores de inflamacion circulantes, peso e ingesta
en un modelo de alteracion metabdlica, el cual se pueda simular el comportamiento

dietético humano.

19



2. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos funcionales

Desde tiempos antiguos, el ser humano ha tratado de comprender los beneficios
obtenidos a través de diversos alimentos para la preservacion de la salud. Estos
comprenden el aporte de efectos benéficos en el estado de salud, patologias
especificas o prevencion de estas. El término alimento funcional se originé en 1980
en busca de una mejora en la calidad nutricional y de vida de la poblacién
(Hernandez-Garcia et al., 2020). Siendo descritos por el ILSI (Internationa Life
Science Institute) como todo alimento que contiene diversos componentes
bioldgicamente activos, y que aportan un efecto sobre una o mas funciones del
organismo, ademas del valor energético y nutricional particular del alimento o grupo
al que pertenece (Ashwell et al., 2002). Estos deberan ser integrados o conformar
parte de la dieta convencional y tener un consumo frecuente, separandolos de los
nutracéuticos, que son las partes bioactivas de los alimentos en forma de extractos,
preparados, comprimidos o capsulas que se acercan mas a un medicamento o
suplemento (Méndez et al., 2020). El estudio de este tipo de alimentos se
incrementa por sus posibles beneficios para la salud y tratamiento de enfermedades,
especialmente crénico degenerativas, una creciente preocupacion por la prevencion

de estas y mayor comprension del binomio alimento-salud (Beltran, 2016).

2.1.1 Caracteristicas
Los alimentos funcionales no presentan un riesgo a la salud por medio de su
consumo, cuentan con propiedades beneficiosas para el organismo y sus efectos
deberan ser demostrables por medio de las cantidades obtenidas a partir de la dieta
(Méndez et al., 2020). Estos alimentos son similares a los consumidos normalmente
por la poblacion; sin embargo, el contenido de compuestos bioactivos como
polifenoles. carotenoides y fitoesteroles mayor a los de otros alimentos o productos
de su mismo grupo, ademas, se ha visto que poseen un alto potencial en la

proteccion de la salud. Estos alimentos pueden ser naturalmente funcionales,
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contener compuestos afadidos en su formula o procesamiento, o incluso, la

sustraccion de componentes dafinos (Valenzuela et al., 2014).

2.1.2 Clasificacion

Aunque tradicionalmente el valor de un alimento funcional reside en su perfil quimico
y nutricional mas que en su grado de procesamiento (Sedo et al., 2001), la oferta
actual se divide significativamente entre fuentes naturales y procesadas. Mientras
que los alimentos naturales (como el pescado o el aguacate) cumplen su funcién
mediante compuestos presentes en la composicién basica del alimento. En los
alimentos procesados se emplean técnicas de modificacion de componentes para
incorporar 0 mejorar el contenido de antioxidantes, prebioticos y probidticos.
(Beltran et al., 2016).

A lo largo de los afios, se ha cuestionado la diferencia entre alimento funcional y un
nutracéutico, radicando principalmente en que el alimento funcional es un
componente o contiene un alimento basico de la dieta, mientras que un nutracéutico
se enfoca en el compuesto bioactivo que se extrae de un alimento para obtener sus
beneficios, de forma similar a un farmaco. (Meléndez-Sosa et al., 2020).

También resulta clave distinguir los alimentos segun el nivel de evidencia que los
respalda. En este sentido, se considera sustentado cuando cuenta con
investigaciones suficientes que avalen sus propiedades naturales. Esto se logra por
medio de analisis de digestibilidad in vitro, ensayos in vivo en diferentes modelos o

por medio de ensayos clinicos. (Martirosyan & Ekblad, 2022).
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2.1.3 Propiedades antiinflamatorias

Los alimentos funcionales, contienen diversos compuestos que se han relacionado
con la prevencion de enfermedades cronicas, con efectos antioxidantes o
antiinflamatorios que pueden ser proveidos por sustancias como los flavonoides, y
los carotenoides. Estos compuestos, son metabolitos secundarios provenientes
principalmente de organismos vegetales, y tienen diversas funciones como la
pigmentacién (antocianinas) o actuar como un sistema de defensa ante
microorganismos (Marcia-Fuentes et al., 2025). Actualmente, se piensa que los
compuestos fendlicos tienen la capacidad de suprimir mediadores proinflamatorios,
como el Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a), que a su vez, aumenta los niveles
de Factor Nuclear kB (NF-kB) o la Interleucina-6 (IL-6). Las interleucinas, también
se ven afectadas por el consumo de flavonoides, los cuales conforman el 50% de
los compuestos fendlicos en las leguminosas (Rochin-Medina et al., 2022). Al afiadir
estos componentes a la dieta los niveles de interleucinas en circulacion se pueden
ver disminuidos (Rahman et al., 2022). Otras de sus caracteristicas funcionales es
que su consumo contribuye a la regulacion del apetito, disminucién de lipogénesis,
prevencion de oxidacion de acidos grasos, inhibicion de la adipogénesis y apoptosis
en tejido adiposo (Wang et al., 2014).

Ademas, el consumo de compuestos fendlicos como los flavonoides y antocianinas
se han relacionado con un aumento de citocinas antiinflamatorias, como la
Interleucina 10 (IL-10). Un estudio la ha correlacionado negativamente con mayor
resistencia a la insulina, ganancia de peso y alteraciones en el metabolismo de
lipidos y la respuesta inmune al llevar una dieta alta en grasa. Mientras que los
niveles elevados normalizan la respuesta inflamatoria sistémica. Durante el proceso
de obesidad, este biomarcador se ve disminuido, junto a la elevacion de los niveles
de citocinas proinflamatorias, causando un desbalance y contribuyendo a la
inflamacion crénica (Gotoh, 2012; Kondo, 2018).

Diversos padecimientos (Tabla 1) estan fuertemente asociados con una inflamacion
sistémica croénica, entre ellos la obesidad, por lo que recientemente, ha habido un
pico de interés por comprender las propiedades antiinflamatorias de los compuestos

fendlicos, especialmente de los obtenidos por medio de los alimentos funcionales.
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Tabla 1. Patologias que tienen un componente inflamatorio cronico.

Patologia Marcadores alterados por la inflamacion
Obesidad IL-6, TNF-a, Insulina en ayunas, triglicéridos,
Sindrome metabdlico adiponectina, insulina en ayunas, triglicéridos,
Diabetes mellitus tipo 2 VLDL* HDL-c* Acido urico.

Hipertension arterial y ~ LDL, triglicéridos, homocisteina.
aterosclerosis

Insuficiencia cardiaca  IL-6, TNF-a, troponinas.
Adaptado de Wang et al., 2024

Algunos compuestos que otorgan caracteristicas a los alimentos funcionales son
sustancias que se caracterizan por presentar varios grupos fendlicos por molécula.
Debido a que son metabolitos secundarios de las plantas, es posible encontrarlos
en fuentes de origen vegetal, principalmente plantas silvestres, cereales y
leguminosas (Nurzynska-Wierdak et al., 2023). Se clasifican en dos grupos
principales: los flavonoides y los no flavonoides.

Los flavonoides son la clasificacion mas abundante, y entre ellos es posible
encontrar la rutina, quercetina, hesperidina y eridocitina. Provenientes de la sintesis
de aminoacidos aromaticos (fenilalanina o tirosina) y de acidos cinamicos (fenoles
sencillos, acidos fendlicos, cumarinas y llignanos) (Bravo, et al. 2009). Estas
sustancias son capaces de modular el funcionamiento de diversos mecanismos anti-
obesidad, entre ellos la supresion del apetito, modulacion del metabolismo de lipidos,
diferenciacién de adipocitos, estimulacion de uso de las reservas energéticas,
reduccion de estrés oxidativo y mejoras en la composicion de la microbiota. Al
suprimir enzimas esenciales para la digestion de carbohidratos y lipidos como la
amilasa, la glucosidasa o la lipasa, se disminuye su absorcion. La amilasa es una
enzima que se secreta tanto en pancreas como en las glandulas salivales, actua
sobre los enlaces glucosidicos a-1-4 presentes en el almidon. Si el mecanismo de
la enzima se ve comprometido, se dificulta la obtencién de maltosa y oligosacaridos

para su posterior hidrolisis (Nyambe et al,. 2015b).
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Los no flavonoides se conforman principalmente por acidos fendlicos, estilbenos y
lignanos. Estos compuestos se han visto involucrados en la modulacion de la
respuesta inflamatoria, ya que se trata de moléculas que son capaces de captar
electrones libres y estabilizar moléculas inestables presentes durante un estado de
estrés oxidativo. Ademas, poseen la capacidad de interrumpir la expresion del actor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-
kB), factor de transcripcion encargado de generar de citocinas proinflamatorias
como el TNF-a (Covas et al., 2006).

2.2. Matrices alimentarias
2.2.1 Frijol (Phaselous vulgaris)

El frijol es uno de los alimentos principales en la dieta mexicana, con la especie
Phaseolus vulgaris como una de las mas consumidas con un 95% comparado a
otras especies de frijol cultivado (Servicio Nacional de Inspeccion y Certificacion de
Semillas, 2016) (Tabla 2). La Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural reporta un
consumo per capita de hasta 10 kg de este alimento al afo, mientras que su
produccion se encontré en mas de un millén doscientos mil toneladas durante el
2021 (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2021). Conforma un elemento
fundamental de la cultura culinaria, representando un alimento accesible y que
acompania platillos ampliamente consumidos por la poblacién junto con el maiz y el

chile (Fidecomiso de Riesgo Compartido, 2017).
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Tabla 2. Clasificacion del frijol comun.

Categoria taxondmica Nombre cientifico
Familia Leguminosae
Sub-familia Papilionoidene
Género Phaseolus
Especie Phaselous vulgaris

Adaptada de: (Ulloa et al., 2011)

2.2.2 Propiedades nutricionales y nutracéuticas del frijol
Los frijoles aportan carbohidratos complejos, alto nivel de proteinas, vitaminas,
principalmente del complejo B y minerales como el fésforo, potasio, magnesio y
calcio (Fernandez y Sanchez, 2017). Se han identificado algunos compuestos
fendlicos como las antocianinas, flavonoides y taninos, que le otorgan el color
caracteristico a la leguminosa y tienen efectos antioxidantes y antiinflamatorios en
el organismo, por lo que este alimento ha sido usado en diferentes lugares del
mundo como remedio medicinal a lo largo del tiempo (Chavez-Mendoza & Sanchez,
2017). El consumo de este alimento también se puede relacionar con una
disminucién del riesgo a desarrollar sobrepeso y obesidad, asi como regulacion en
la secrecion de colecistoquinina y péptido similar al glucagéon-1 (GLP-1), hormonas
involucradas en el control del apetito y saciedad, por medio de la unién deficiente
de fitohemaglutinina en el intestino delgado y grueso (Carai et al., 2009). Algunos
compuestos fendlicos relacionados con la prevencién del desarrollo de la obesidad
son las catequinas, el acido clorogénico, acido galico, acido p-cumarico, quercetina,
resveratrol o rutina (Hsu y Yen, 2008), de los cuales, varios pueden ser encontrados
en el frijol. Se ha demostrado que el frijol fermentado, contiene una mayor cantidad
de polifenoles en comparacion a muestras de frijol crudo y cocido, por lo que la
fermentacién es una herramienta viable para mejorar las propiedades funcionales
de este alimento. Esto se observa en ventaja con otros tipos de procesos como la
fermentacién en estado liquido, y se puede atribuir a la produccion de B-

Glucosidasas que hidroliza los enlace glicosidicos- de los compuestos fendlicos,
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obteniendo las agliconas de los fenoles glucosilados, los cuales pueden tener

efectos antiobesidad (Limén et al., 2015).

2.2.3 Avena (Avena sativa)
La avena es un cereal rico en fibra, beta-glucanos, proteinas, lipidos, vitaminas,
minerales y compuestos fendlicos como las avenatramidas (Singh et al., 2013)
(Tabla 3). Se trata de un cultivo anual de alrededor de 1.5 metros de alto, de hojas
verdes planas y alargadas, no articulables y cuyo producto principal es el grano
cosechado durante su etapa de madurez. Un kilogramo de este cultivo es capaz de
producir hasta 30,000 semillas (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion, 2017). Su produccién anual en México es de hasta
100 mil toneladas anuales, mientras que el consumo per capita fue de hasta de 2.1
kg alo largo del ano 2022 (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2015). Se
encuentra entre los principales cereales consumidos en el pais junto al trigo, la
cebada, el arroz, el centeno y el maiz. Puede ser utilizada para elaborar productos
de panificacion y cereales para el desayuno e incluso bebidas como el atole. El
aprovechamiento de sus componentes dependera del procesamiento y partes del
grano usadas. Comparado a otros cereales, la avena presenta un bajo contenido de

carbohidratos y alta proporcién de lipidos y proteinas (Zhou et al., 1998).

Tabla 3. Clasificacion de la avena.

Categoria taxonémica Nombre cientifico
Familia Poaceae
Sub-familia Pooideae

Género Avena

Especie Avena sativa

Adaptada de: (National Center for Biotechnology Information, 2024)
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2.2.4 Propiedades nutricionales y nutracéuticas de la avena
Uno de los principales compuestos bioactivos encontrados en la avena son los -
glucanos, polisacaridos encontrados en granos de cereales y hongos conformados
por D-glucosas unidas por enlaces glucosidicos tipo beta (Lopez y Vivanco, 2015).
Esto se debe principalmente a que alrededor de un 60 a 72% de la testa y el
endospermo del grano, contienen altos niveles de fibra dietética como la celulosa,
hemicelulosa, la lignina y B-glucanos. Estudios han demostrado que la bioactividad
de la fibra dietética sobre glucosa a nivel sanguineo y colesterol encontrada en la
avena, es atribuible a su alto nivel de enlaces (1 — 3) y (1 — 4), viscosidad y peso
molecular. Procesos como el horneado, hervido y extrusion incrementan la
solubilidad de los B-glucanos y la viscosidad, incrementando su efecto en la salud
(Zhang et al., 2011). Esta caracteristica hace a la avena una materia prima de
interés para la elaboracion de productos de panificacion. Durante un estado de
inflamacion metabdlica, como en el caso de la obesidad, algunos parametros
pueden ser regulados por el consumo de la fibra dietética encontrada en la avena.
Entre ellos se encuentran su capacidad para incrementar la viscosidad del bolo
alimenticio, lo cual retrasa el tiempo de vaciado gastrico y absorcién de glucosa y

colesterol (Escudero y Gonzalez, 2006).

2.3. Proceso de fermentacion sélida

La fermentacion en estado sdlido es un proceso de conversion bioldgica en
sustratos que tienen un bajo contenido de humedad (inferior a 12%) por medio de
utilizacién de microorganismos (Nigam y Singh, 1994). Es un método que posee un
bajo costo de energia y requerimientos, ya que los procesos de separacion son mas
efectivos y accesibles que en la fermentacién en estado liquido (Barrios-Gonzalez
et al., 1993). Este tipo de fermentacioén representa un método accesible para el
aprovechamiento de productos y subproductos de cereales para la elaboracion de
alimentos funcionales. Para este proceso, es posible utilizar diversas variedades de
hongos, entre ellos podemos encontrar los de la familia Pleurotus, como Pleurotus
eryngii, Pleurotus pulmonaris y Pleurotus ostreatus. Pleurotus eryngii presenta mas

afinidad a la fermentacién de cebada y trigo, Pleurotus pulmonaris al arroz, cascara
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de frutas y Jamaica (Bermudez, 2002) (Gonzalez, 2001), mientras que la evidencia
sugiere que Pleurotus ostreatus puede fermentar maiz, cebada, arroz, cascarilla de
café, sorgo, quinoa, mijo, lino y arveja (Romero-Arenas, 2018). Un estudio realizado
por Sanchez-Garcia en 2022, sugiere que Pleurotus ostreatus posee una buena
afinidad por las leguminosas, y permite reducir sus niveles de antinutrientes y
aumentar su calidad proteica y compuestos antioxidantes en comparacion con
leguminosas sin fermentar. U ensayo realizado por Mora-Uzeta (2020), encontré
que la fermentacién de semillas de frijol tepari con el hongo Rhizopus microsporus
utilizando fermentacion en estado sélido, tuvo un efecto positivo en el aumento del
contenido total de proteina y compuestos bioactivos en el alimento respecto a
variedades sin fermentar de frijol crudo y cocido. La fermentacién de este hongo
sobre frijol rojo también ha reportado mejoras en el contenido de antioxidantes
totales y disminucion de antinutrientes que impidan su absorcion (Knez et al., 2023).
Asi mismo, el proceso de fermentacion puede incrementar el contenido de
isoflavonas en el frijol, como la daidzeina y la genisteina en el frijol, efecto posterior
a la fermentacion por microorganismos (Cichonska et al., 2024). Otros autores,
reportaron que, la quinoa con diferentes cepas de hongos utilizando esta técnica,
generaron un efecto sobre los niveles de proteinas totales, y azucares reductores,
presentando niveles mas altos en el alimento fermentado respecto a la variedad sin
fermentar. Asi mismo, se observd una reduccion de los almidones solubles y la
grasa cruda (Xu et al., 2019). Por otra parte, existe evidencia de organismos de la
familia Pleurotus, siendo de utilidad para la fermentacion de cereales, y su potencial
uso para el enriquecimiento de harinas y productos de panificacion (Stoffel et al.,
2019). Un estudio realizado en Tailandia en 2023, indicd que la biotransformacion
con micelio de Pleurotus ostreatus, mejora las caracteristicas del arroz, mejorando
la disponibilidad de los aminoacidos y acidos grasos en el cereal, asi como de
compuestos bioactivos como el y -aminobutirico (GABA) respecto al cereal sin
biotransformar, sugiriendo el uso de cereales biotransformados como un ingrediente
clave en la formulacion de alimentos funcionales (Nacha et al., 2023). Los efectos
de este organismo son atribuibles a su accion sobre los sustratos, ya que genera

enzimas que degradan y transforman los componentes encontrados en las matrices
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alimentarias, mejorando su bioaccesibilidad y perfil. En los ultimos afos, se ha
hecho un esfuerzo por incorporar esta técnica como forma de enriquecer alimentos
con perfil nutricional deficiente, como las pastas, galletas, embutidos o bizcochos
por medio de la accion de diversos microorganismos. Los principales cambios
presentandose en niveles de proteina, perfil de aminoacidos y disponibilidad de

compuestos bioactivos (Soto et al, 2021).

2.4. Pleurotus ostreatus

También conocido como “hongo ostra”, es uno de los hongos de mayor consumo,
produccion alrededor del mundo (Malarvizhi, 2019). Es miembro de la familia
Pleurotus que posee una amplia capacidad para colonizar sustratos de distintas
naturalezas. Algunas ventajas del cultivo de este hongo comprenden su rapido
crecimiento en un amplio rango de temperaturas (de 10 °C a 30 °C), asi como de
pH (6-8) (Choudhary, 2015). Secreta enzimas capaces de degradar biomasa
lignoceluldsica, principalmente encontrada en residuos de productos vegetales
(Lallawmsanga, 2019). Su cultivo es sencillo y no requiere de gran infraestructura
(Contretras, 2012), ademas, se ha visto que puede colonizar un sustrato sin
necesidad de compostarlo (Choudhary, 2015). Este hongo tiene un uso potencial
como alimento funcional, ya que por su naturaleza carece de colesterol, es bajo en
calorias, carbohidratos, grasa y sodio. Ademas de contener riboflavina, selenio,
potasio, niacina, alto contenido proteico con aminoacidos esenciales y fibra (Sahoo,
2022). El cuerpo fructifero contiene alrededor de 100 compuestos bioactivos entre
ellos acidos fendlicos, flavonoides, acidos hidroxicinamicos, acidos
hidroxibenzoicos, taninos y polifenoles (Assemie y Abaya, 2022). Existen estudios
que reportan el uso de este hongo en forma de micelio para el enriquecimiento de
alimentos. La etapa de micelio es una fase vegetativa del hongo, que consiste en
una red de hifas que se encarga de nutrirse de un sustrato en preparacion al
desarrollo del cuerpo fructifero. A pesar de que el proceso se detuvo antes de la
aparicion del cuerpo fructifero, los resultados a nivel nutricional fueron apreciables
con una mayor cantidad de proteina total y digestibilidad, disminucién de taninos y

cambios en el perfil de aminoacidos. En un estudio realizado por Espinosa-Paez, se

29



probaron diversas harinas fermentadas y sin fermentar de frijol y avena. Ensayos
posteriores utilizaron variedades de estas harinas para la elaboracion de galletas,
utilizando frijol y avena fermentados y sin fermentar con la cepa CS155 de Pleurotus
ostreatus. Este producto mantuvo las caracteristicas previamente mencionadas en
las harinas, incluso después de pasar por un proceso térmico como el horneado.
Por lo cual, el hongo podria ser utilizado para mejorar las propiedades de diversos
sustratos de consumo habitual, y su forma de micelio permite su integracion en
alimentos con un menor cambio organoléptico, por lo tanto, mayor aceptabilidad

(Espinosa-Paez et al., 2017; Espinosa-Paez, 2021).

2.4.1 Propiedades nutracéuticas del hongo Pleurotus ostreatus

Uno de los principales compuestos encontrados en Pleurotus ostreatus, son los [3-
glucanos, los cuales también se encuentran en el frijol y la avena. Es un tipo de fibra
soluble, de consumo accesible, que ha sido asociado con una disminucion de la
resistencia a la insulina, dislipidemia, hipertension y modulacién de la obesidad y
sus procesos inflamatorios (Khouri, 2012). Su estructura es un polimero construido
a base de D-glucosa unidas por enlaces tipo B-glicosidicos (Zekovi¢ et al., 2005).
Estudios reportan un efecto en la saciedad al consumir B-glucanos (2.5 g). Efecto
que puede cambiar dependiendo del tamafno molecular y la solubilidad del
compuesto, su disponibilidad, si se encuentra aislado o forma parte de un alimento
(Lyly, 2010).

2.5 Modelo animal y analisis del estado inflamatorio

Para poder comprender la funcién en la salud de los alimentos funcionales, se
requiere de un modelo biolégico para poder analizar sus efectos después del
proceso de digestion. Si bien, es posible realizar digestion in vitro, este tipo de
pruebas genera como resultado la presencia de determinados nutrientes, no su
biodisponibilidad. Los estudios experimentales relacionados con la obesidad,
requieren de un modelo en el que se pueda llevar a cabo la intervencién deseada,
en este caso, dietética y la evaluacion de diversos biomarcadores, que debido a la

escala pueden resultar dificiles en humanos (Mandarim-de-Lacerda et al., 2021).
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En base a esto, los modelos bioldgicos representan una alternativa viable para
poder analizar procesos fisiologicos similares a los del ser humano. Ya que los
humanos y organismos modelo como la cepa de raton CD-1 comparten procesos
metabdlicos e inmunoldgicos, suelen ser utilizados para el estudio de fendbmenos
que son muy complejos de manera clinica. Este modelo, al ser controlable y de facil
manipulacion, se ha convertido en una de las principales alternativas para el estudio
de respuestas inmunoldgicas frente a enfermedades como la obesidad. Del mismo
modo, se trata de un tipo de ratdn accesible y manejable en México (Sollano-
Mendieta, 2023).

2.5.1. Dietas obesogénicas
Para estudiar la obesidad, es necesario replicar el estado de estrés metabdlico que
se produce durante su desarrollo. Para esto, se puede hacer uso de dietas capaces
de inducir obesidad en modelos bioldgicos. Las dietas altas en energia y grasa son
las mas utilizadas para la induccion de obesidad en modelos biologicos, ya que
estos factores son unos de los principales en el desarrollo de la enfermedad.
Administrando de un 40% a un 60% del valor caldrico total en forma de grasa. El
consumo de tal proporcion de lipidos es capaz de incrementar la secrecion de
leptina y aumento del tejido adiposo (Moura e Dias, 2021). Segun un estudio una
dieta alta en grasa tiende a aumentar procesos metabdlicos relacionados con la
obesidad de manera mas efectiva que la dieta alta en azucares simples. Si bien,
una dieta alta en azucares es capaz de desencadenar una respuesta metabdlica
similar, la eficacia tiende a ser menor, un factor importante para la induccion de
obesidad (Matias et al., 2018). El tipo de grasa administrada por medio de este tipo
de dietas también tiene un efecto sobre la induccion de la obesidad, siendo las
dietas ricas en grasas saturadas las que aceleran este proceso (Bortolin, 2018).
Este tipo de dietas, en conjunto, presentan una similitud con el tipo de dieta
relacionada con el desarrollo de obesidad en humanos, siendo altas en hidratos de
carbono, grasas (especialmente de tipo saturado) y azucares simples. Otro estudio
encontré que una dieta hipercaldrica e hiperlipidica provoca un estado de estrés

metabdlico similar al apreciable en la obesidad humana, en el que los ratones
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macho presentaron mayor incremento de peso, consumo de alimento,
hiperglucemia y resistencia a la insulina que las hembras (Sollano-Mendieta et al.,
2023).

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es el efecto del consumo de una galleta de avena enriquecida con harina de
frijol biotransformada por Pleurotus ostreatus, sobre el estado nutricional e

inflamatorios en ratones CD1 macho con alteracién metabdlica?

4. JUSTIFICACION

Los alimentos procesados son consumidos por una gran parte de la poblacion,
principalmente en paises desarrollados y subdesarrollados por su variedad,
practicidad y accesibilidad. Segun datos de la ENSANUT (2021), en México 23.1%
de la energia alimentaria corresponde al consumo de productos procesados. Este
tipo de alimentos se caracterizan por su alto contenido de grasas saturadas,
azucares, sodio y carbohidratos refinados. Debido a su alto consumo vy
caracteristicas, son uno de los factores para el desarrollo de obesidad hoy en dia,
ya que, secciones de la poblacién los prefieren en comparacion a alimentos frescos.
A lo largo de los afios, se han buscado alternativas, de manera que se puedan
presentar alimentos practicos y saludables a la poblacién, que otorguen efectos
positivos en la salud de quienes los consumen. Para esto, se hace uso de los
alimentos funcionales, que se definen como un alimento de consumo frecuente que
tiene un efecto beneficioso sobre la salud. Para el desarrollo de los alimentos
funcionales, se pueden utilizar diversas técnicas y procesos, desde integrar
alimentos e ingredientes que tengan una cantidad elevada de compuestos
bioactivos, como su modificacion por medio de procesos alimentarios. Uno de estos
procesos es la fermentacion, en la que un microorganismo crece a partir de un
sustrato y degrada sus azucares. Este proceso hidroliza los compuestos
encontrados en los alimentos y los hace mas asimilables. Se puede llevar a cabo
por diversos microorganismos como hongos, levaduras o bacterias. La fermentacién

solida con hongos es una técnica por la cual se promueve la bioconversion de
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sustratos para obtener metabolitos bioactivos que puedan tener un efecto en la
salud. Estudios previos, han demostrado que la fermentacion con hongos tiene la
capacidad de aumentar la bioaccesibilidad de algunos de sus nutrientes y
compuestos como proteinas y aminoacidos, lipidos, fenoles, flavonoides vy
betaglucanos. Estos cambios son observables incluso después de exposicion a
altas temperaturas en procesos de coccion como el horneado. Pleurotus ostreatus,
es un hongo comestible de uso frecuente, que puede ser utilizado para la
fermentacién en estado solido. Existe evidencia que sugiere que la fermentacion de
alimentos con Pleurotus ostreatus, principalmente en leguminosas como el frijol, la
quinoa o las lentejas puede mejorar su valor nutritivo. Esto debido a que el hongo
utiliza parte de los nutrientes del sustrato para desarrollarse. Esto lleva a la
degradacion de los compuestos, lo cual tiene la capacidad de aumentar la
digestibilidad, asi como un incremento de la cantidad de polifenoles totales
(Asensio-Grau, 2020; Sanchez-Garcia, 2022). Con base a los resultados mostrados
por Espinosa-Paez (2021) acerca del analisis proximal, propiedades funcionales y
aceptabilidad de la galleta enriquecida con harina de frijol biotransformada con
Pleurotus ostreatus, se buscé evaluar el efecto del alimento funcional a nivel
biolégico, ya que no existen estudios que hayan evaluado este parametro. La
inflamacioén sistémica es uno de los efectos de la obesidad sobre el metabolismo,
por lo tanto, la evaluacién del consumo de esta galleta podria generar un mayor
conocimiento acerca del comportamiento de diversos marcadores de inflamacion
circulantes, en tejidos y cambios en la composicion corporal debido a las
caracteristicas funcionales de la galleta, como la mejora en el perfil de aminoacidos,
contenido de compuestos antioxidantes y fibra provenientes de sus ingredientes
(avenantramidas, beta-glucano, cianidinas, acido fitico). Este nuevo conocimiento
evaluado en un modelo animal busca expandir la informacién acerca del efecto y
propiedades atribuibles de la fermentacion con el hongo Pleurotus ostreatus sobre

materias alimentarias como el frijol y la avena en forma de alimento funcional.
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5. HIPOTESIS

El consumo de una galleta de avena enriquecida con harina de frijol biotransformada
por Pleurotus ostreatus regula positivamente el estado nutricional y normaliza los
niveles de marcadores inflamatorios en ratones CD1 macho con alteracion

metabdlica.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del consumo de una galleta de avena enriquecida con harina de
frijol biotransformada por Pleurotus ostreatus, sobre el estado nutricional e

inflamatorios en ratones CD1 macho con alteracién metabdlica.

6.2. Objetivos especificos
1. Determinar el efecto del consumo de una galleta de avena enriquecida con harina
de frijol biotransformada por Pleurotus ostreatus sobre el estado nutricional en

ratones CD1 macho con alteracion metabdlica.

2. Analizar el efecto del consumo de una galleta de avena enriquecida con harina
de frijol biotransformada por Pleurotus ostreatus sobre el estado inflamatorio en
ratones CD1 macho con alteracién metabdlica.

7. METODOLOGIA

7.1 Produccion de la galleta

Para la realizacion de este proyecto y el cumplimiento de los objetivos se requirié
de la manipulacién de dos matrices alimentarias (Avena sativa y Phaseolus vulgaris).
Se inicié con la reactivacion de la cepa e inoculacion de Pleurotus ostreatus en el
Laboratorio de Bromatologia de la Universidad de Monterrey. En la figura 1, se
muestra un diagrama para la obtencion de las harinas y el resto de las actividades

relacionados con la obtencion de la galleta se describen a continuacion:
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7.1.1 Inoculo
El frijol y la avena pasaron por un proceso de seleccion, en el cual se descartaron
granos que pudieran presentar signos de deterioro o dafo. Después los granos se
lavaron para eliminar impurezas. Se colocaron 155g de cada muestra (frijol y avena
por separado) en frascos de conserva con 100 mL de agua para el proceso de

esterilizacion en autoclave a 121°C por 45 min.

Segun el protocolo planteado por Espinosa-Paez, la galleta biotransformada solo
requiere inoculacién del frijol negro, por lo cual, solo la avena pasé directamente a
molienda en un procesador de alimentos (HC150B, Hamilton Beach Brands Holding
Company) y posteriormente por un método de deshidrataciéon en horno (Natural
Convection Oven DX602, Yamato Scientific Co., Ltd.) a 70°C hasta obtener un 6%

de humedad.

Se utilizé una cepa de Pleurotus ostreatus (CS155) la cual se inoculdé en medio YMG
(extracto de levadura al 0.4%, extracto de malta al 0.1%, extracto de glucosa al
0.4%) en agitacibn a 150 rpm a temperatura ambiente por 2 semanas.
Posteriormente se afiadieron 8 mL (2.6 mg de biomasa) del caldo del indculo) a los
frascos esterilizados que contenian frijol negro y posteriormente incubados por 2
semanas a temperatura ambiente. Finalmente, los granos de frijol se molieron en
un procesador de alimentos y se deshidrataron en condiciones idénticas a la avena
sin biotransformar (Espinosa-Paez, 2017). El esquema del protocolo se puede

apreciar en la figura 1.
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Y
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horno a 70 °C Molienda

Y Y

Almacenamiento en
frascos estériles
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v

Almacenamiento en
frascos estériles

Figura 1. Esquema de obtencion de harinas fermentadas con Pleurotus ostreatus.

7.1.2 Preparacion de formulaciones
Para la elaboracion de la galleta, se utilizaron la formulacion descrita por Espinosa
Paez en 2021, con una proporcion de harina de 50:50 de avena y de frijol negro
fermentado. Debido a que para este proyecto se requiere de una galleta sin
biotransformar (producto control), se consideré una galleta con una proporcién
50:50 equivalente con harina de avena y harina de frijol negro sin fermentar. Una
vez obtenidas, se anadieron ingredientes caracteristicos del producto horneado
como mantequilla, huevo, cocoa, edulcorante, polvo para hornear y canela, las

proporciones se pueden observar en la tabla 5 (Espinozsa-Paez, 2021).
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Tabla 4. Ingredientes base para la elaboracion de las galletas biotransformadas y

sin biotransformar.

Ingrediente %
Harina 30
Mantequilla 22
Huevo 20
Cocoa 14
Azucar 7
Endulzante (sucralosa) 4
Polvo para hornear 2
Canela 1

Adaptado de: Espinosa-Paez, 2021.

7.1.3 Analisis quimico proximal

Para el analisis proximal de la galleta se utilizaron los métodos oficiales de la

Association of Analytical Communities (AOAC) y se resumen en la tabla 4.

Tabla 5. Métodos requeridos para el analisis quimico proximal de la galleta

biotransformada con Pleurotus ostreatus.

Determinacién Método Cadigo
Proteina Kjeldahl 930.29
Grasa Goldfish 920.36C
Cenizas Por calcinacion 14.006
Fibra dietética Enzimatico-gravimétrico 985.29
Carbohidratos Calculo por diferencia 962.09
Contenido de taninos Espectrofotométrico 952.03
Perfil de aminoacidos Cromatografia gas-liquido 982.30 E (a,b,c)
Espectrofotometria de 982.30
masas

Adaptada de: (Espinosa-Paez, 2018)
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7.2 Diseio experimental del modelo in vivo

Para la realizacion de este proyecto y cumplimiento de los objetivos general y
especificos se utilizé un modelo animal de ratones CD1 para evaluar el efecto
fisiologico y antiinflamatorio de una galleta de avena enriquecida con harina de frijol
biotransformada con Pleurotus ostreatus. En la figura 2 se muestra el diagrama de
flujo general del disefio experimental. Este proyecto ha sido financiado por la
Universidad de Monterrey a través la Gerencia de Investigaciéon y Proyectos,
gestionado por la Dra. Edith Espinosa Paez. El responsable técnico fue el Dr.
Heriberto Castro Garcia de la Facultad de Salud Publica y Nutricion de la
Universidad Autdénoma de Nuevo Leon. El desarrollo experimental del proyecto se
realizoé en colaboracion con la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma
del Estado de Morelos, en el Laboratorio 13 de Electrofisiologia, bajo la supervision

del Dr. Juan José Acevedo Fernandez.

El disefio experimental se dividié en dos etapas:

e Etapa 1. Manejo del modelo animal (ratones CD-1) para induccion de
alteracién metabdlica (resistencia a la insulina, aumento de la grasa visceral,
dislipidemia, alteraciones en el metabolismo de la glucosa) y suplementacion
con galleta biotransformada con Pleurotus ostreatus. Esta etapa consta de
dos fases: 1) Fase de intervencion dietética, en la que se expuso a los
ratones a una dieta estandar o una dieta hipercal6rica por un periodo de 12
semanas para inducir alteracion metabdlica y 2) Fase de suplementacion con
galletas, en la que ademas de la dieta base, hipercalérica o estandar, se
suministro suplementacion ad libitum de galletas biotransformadas y sin
biotransformar por Pleurotus ostreatus.

e Etapa 2. Obtencién y procesamiento de muestras de sangre por ensayos de
inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA). Analisis de marcadores como
glucosa en ayuno, curva de tolerancia a la glucosa, triglicéridos, IL-6, IL-10 y
TNF-a.
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7.3 Dietas

El protocolo consistio en dos tipos de dieta base: hipercal6rica y estandar. Durante
la etapa de suplementacion se cuantifico el consumo de dieta base y de galleta
correspondientes al grupo. El consumo total de alimento y agua se midieron en

periodos de 24 h, registrando los remanentes que se encuentren en las jaulas.

7.3.1 Dieta control
La dieta control utilizada fue la Rodent Lab Chow Diet 5001 de la compafiia LabDiet.

Su composicion se describe en la tabla 6.

7.3.2 Dieta hipercalérica
La dieta hipercaldrica se elaboré a partir del alimento estandar Rodent Lab Chow
Diet 5001, con azucar refinada y mantequilla en proporcién 2:1:1. Se procesaron los
pellets con un molino para obtener una forma pulverizada, posteriormente, se
mezclé con el azucar y la mantequilla derretida. Se utilizaron moldes a presion para
comprimir el alimento y se hornearon a 180°c por 1 hora para eliminar el exceso de
humedad y solidificar la masa obtenida. El contenido de las dietas y suplementacion

utilizados se puede observar en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion energética de las dietas para el modelo experimental por

cada 100 gramos.

Dietas base Suplementaciéon
Dieta STD HIP Galleta B Galleta SB
Kcallg 4.75 7.35 4.87 5.5
Hidratos de carbono (%) 58 40 56 50
Proteina (%) 28 8 17 20
Lipidos (%) 14 52 27 30
Fibra (g) 5.3 5.3 9 6.41

Kcal = kilocaloria, g = gramo, mg = milligramo, STD = dieta estandar; HIP = dieta

hipercaldrica; B= biotransformada, SB = sin biotransformar.
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7.3.3 Dieta de suplementacion: galleta biotransformada

La produccion de las harinas fermentadas con Pleurotus ostreatus, asi como la
elaboracion de la galleta, se llevaron a cabo en las instalaciones de la Universidad
de Monterrey. El fundamento experimental se basa en dos proyectos previos
realizados por Espinosa-Paez en 2017 y 2021, en los cuales se analizaron
variedades de matrices fermentadas para la elaboracion de harinas vy
posteriormente formulacién de una galleta con potencial nutracéutico. La galleta
para este proyecto se seleccion6 en base a los resultados que mostraron el frijol
negro fermentado con Pleurotus ostreatus y avena sin fermentar. Esta formulacién
reportd la mayor cantidad de actividad antioxidante durante el analisis proximal.
Ademas, posee avenantramidas, betaglucano, cianidina, los cuales se han
relacionado con la regulacion del peso corporal, metabolismo de lipidos y efecto
antiinflamatorio, por lo que se podria considerar la opcién mas viable para analizar
su efecto antiinflamatorio. Ademas, la biotransformaciéon con el hongo mejoré el
perfil de aminoacidos de la galleta, otorgando una mayor calidad a su proteina, asi
como la disminucién de taninos, que pueden interactuar con otros nutrientes, entre
ellos las proteinas y prevenir su absorcion y aprovechamiento (Espinosa-Paez,
2017, 2021)

Los modelos animales consumieron galletas elaboradas a partir de la fermentacién
de frijol y avena para consumo ad libitum. Ya que la galleta no cubre las necesidades
nutricionales totales de los animales, se complementaron con dieta estandar o
hipercaldrica. En los grupos suplementados se administro la dieta y la galleta en
una proporcion de 50:50 y se registré el consumo de manera independiente. La

composicién calérica de la galleta se describe en la tabla 6.
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7.4 Calculo de consumo de alimento

Para el calculo del alimento requerido, se considero6 la curva de crecimiento de los
ratones a utilizados. Basado en los resultados de los estudios de Gao (2015) y
Guerra-Cantera (2023), el peso promedio de un raton de 6 semanas es de
aproximadamente 20 gramos, y el peso maximo durante una intervencién de al
menos 8 semanas con una dieta alta en grasa es de 40 gramos. En base a lo
anterior, se utilizé el peso maximo como referencia de consumo. Ensayos previos
por Breslin (2010), sefialan que un ratdén es capaz de consumir alrededor de 8.4
gramos de alimento por dia. Tomando en cuenta una intervencién con duracion de
8 semanas, el consumo total de un solo animal es de 537.6 g de alimento, cada uno
de los grupos a estudiar constara de 8 ratones por grupo, por lo que el consumo
total por grupo es de 4300 gramos de alimento. Para los dos grupos de intervencion,
se requirieron 8.6 kg de galletas elaboradas a partir de harina de frijol
biotransformada con Pleurotus ostreatus. Para el grupo control, se utilizaron 8.6 kg

de galletas sin el proceso de fermentacion.

7.5 Ratones crias macho

Se utilizaron 45 crias de raton CD-1 macho de 3 semanas de edad. El disefio
experimental se llevé a cabo en el Laboratorio de Electrofisiologia y Bioevaluacion
Farmacoldgica a cargo del Dr. Juan José Acevedo Fernandez y en colaboracion con
la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. La primera semana del periodo
experimental correspondié a una semana de adaptacion, manteniendo a los ratones
en jaulas a 20~22°C y ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (periodo de luz de 8:00 a
20:00). El resumen del protocolo se puede observar en la figura 2 Posterior a la
semana de adaptacién, los ratones se separaron en 9 grupos de 5 ratones cada
uno: dieta estandar + galleta sin biotransformar, dieta estandar + galleta
biotransformada, dieta estandar sin galleta, dieta hipercalérica + galleta sin
biotransformar, dieta hipercaldrica + galleta biotransformada, dieta hipercalérica sin
galleta, dieta hipercaldrica-estandar + galleta sin biotransformar, dieta hipercalérica-

estandar + galleta biotransformada, dieta hipercalérica-estandar + sin galleta.
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La intervencion consistio en dos fases: la fase de induccién de alteracion metabdlica
y la fase de suplementacién. Durante la fase de induccion de alteracion metabdlica,
los grupos de dieta hipercaldrica recibieron intervencion dietética para el aumento
de peso y alteracion de parametros bioquimicos por un periodo de 12 semanas. Una
vez concluida esta etapa, a los grupos se les administro 50% de dieta base
(estandar, hipercaldrica, hipercaldrica-estandar) y 50% de suplementacion (galleta

biotransformada, galleta sin biotransformar) por 8 semanas mas.

Las variedades de galleta que se utilizaron se describen a continuacion:
1. Galleta de harina de avena y harina de frijol biotransformado.

2. Galleta de harina de avena y harina de frijol sin biotransformar.

Durante la semana de adaptacion de los modelos animales, fue posible observar su
comportamiento, identificar enfermedades, posibles heridas u otros factores que
puedan descartar ejemplares para la intervencion. Durante este periodo todos los
grupos de ratones recibieron dieta estandar por igual. La ingesta se registro
diariamente para determinar el consumo promedio mediante balanza analitica
(Reznor LLC, Missouri, USA) (Fuentes Paredes, 2008).

En lafase 1 con una duracion de 12 semanas, los grupos control fueron alimentados
con la dieta Rodent Lab Chow Diet 5001, de la compafiia LabDiet, mientras que los
grupos con alteracion metabdlica recibieron una dieta hipercalérica (tabla 6). El peso
de los ratones se registré 3 veces por semana y al inicio de la administracion de la
dieta control y cafeteria se tomaron muestras de sangre para determinar los niveles
de glucosa por puncion de la cola y se analizé por medio de tiras reactivas con
glucometro en estado de ayuno. Para el pesaje de los animales, se utilizé una
balanza analitica, colocando el ejemplar sobre la balanza, con un contenedor para
restringir parcialmente el movimiento y la toma de mediciones se realizé a partir de
las 10 am.

La segunda fase de 8 semanas, consistié en una suplementacion con la galleta
enriquecida con harina de frijol biotransformada con Pleurotus ostreatus. Solo los

grupos HIPSTD tuvieron un cambio de dieta (hipercaldrica -> Estandar), el resto de
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los grupos preservaron la dieta llevada durante la fase 1 (Hipercalérica ->
Hipercaldrica, Estandar -> Estandar). Los grupos control recibieron suplementacion
con una galleta de harina de frijol sin biotransformar, mientras que los grupos
suplementados recibieron la variedad elaborada a partir de harinas
biotransformadas. También hubo grupos a los que no se les administrd6 ninguna
variedad de galleta y solo se evaluo el efecto de la dieta. Al inicio de este periodo,
se tomo otra muestra de sangre, asi como registro de niveles de glucosa en el raton.
Al alcanzar las 20 semanas del periodo experimental, los ratones se sacrificaron por
decapitacion, para recolectar la sangre en tubos separadores de suero y se
centrifugaron a 1,000 g por 15 min para obtencién de suero y plasma que se utilizd
para analisis de biomarcadores proinflamatorios. Una vez obtenido el suero, las
muestras se almacenaron a -70°C. Asi mismo, se recupero el tejido adiposo
inguinal, mesentérico, retroperitoneal, higado e intestino, se determiné su peso
utilizando una balanza analitica (Reznor LLC, Missouri, USA) y se almacenaron en

formaldehido al 4% en refrigeracion a 4°C.

Toma de muestras™ Sacrificio
v v N
FASE 1: INTERVENCION DIETETICA FASE 2: SUPLEMENTACION CON GALLETAS
+ Galleta sin biotransformar STD SB
@ Dieta Estandar —_— @ Dieta Estandar ‘ Galleta Biotransformada STD B
x Sin galleta STD SG
+ Galleta sin biotransformar HIP SB

. Dieta Hipercalorica — ' Dieta Hipercaldrica ‘ Galleta Biotransformada  HIP B

x Sin galleta HIP SG

Galleta sin biotransformar ;b5 Tp SB

+

. Dieta Hipercaldrica —_— @ Dieta Estandar ‘ Galleta Biotransformada HIPSTD B

x Sin galleta HIPSTD SG
*Toma de muestras: Glucosa en ayuno /Curva de tolerancia oral a la glucosa
Peso e ingesta (3 veces por semana)

Figura 2. Representacion grafica del disefio experimental. 20 ratones CD-1 se
distribuiran de manera aleatoria en 9 grupos de 5 animales cada uno. Dividido en 2
etapas: 1) intervencion dietética (12 semanas) y 2) suplementacion (8 semanas).
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Durante el protocolo, los ratones que presentaron estrés extremo y/o persistente,
signos de infeccidn, lesiones, comportamiento inusual, pérdida de peso o datos

incompletos fueron eliminados del estudio.

7.6 Tamaio muestral

El tamafo de muestra se determind inicialmente con base en antecedentes
experimentales de consumo de alimento y curvas de crecimiento en ratones CD-1,
asi como en la viabilidad logistica del proyecto. Se utilizaron 45 ratones CD-1 macho,
distribuidos aleatoriamente en nueve grupos de cinco animales cada uno, de
acuerdo con el disefio de dos fases (induccién de alteracion metabdlica y
suplementacién con galletas biotransformadas o sin biotransformar). Esta
distribucion se apoyo en estudios previos que reportan pesos corporales, tasas de
consumo Yy respuesta metabdlica comparables en modelos de obesidad vy
suplementacion dietética, asegurando la factibilidad del manejo, la disponibilidad de
alimento y el cumplimiento de las normas de bienestar animal.

Para fortalecer la justificacion estadistica del numero de animales utilizado, se
realizd un andlisis de sensibilidad posterior al experimento siguiendo las
recomendaciones de Zhang y Hartmann (2023). Este enfoque permite estimar el
tamano de efecto minimo detectable con la muestra disponible. En un disefio de dos
muestras con varianzas homogéneas, el tamafio de muestra y el tamafo de efecto

estan relacionados mediante la expresion:

donde Z1-a12 corresponde al valor critico de la distribucion normal estandar para el
nivel de significancia bilateral (a), Z1-g corresponde al valor critico asociado a la
potencia estadistica deseada (1-B), y d representa el tamafo de efecto de Cohen
(diferencia de medias dividida entre la desviacién estandar agrupada).

Cuando el numero de animales es fijo, como en este estudio, la misma relacién
puede utilizarse para estimar el tamano de efecto minimo detectable, despejando la

formula anterior:
2
dmin ~ (Zl—a/z + Zl—ﬁ)\/;
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Aplicando un nivel de significancia bilateral de 0.05, una potencia estadistica de
80 % y un tamafio de muestra de cinco animales por grupo, el célculo arroja un
tamano de efecto minimo detectable aproximado de d = 1.77, lo que corresponde a
diferencias grandes entre las medias de los grupos. En caso de aplicar una
correccion estricta por comparaciones multiples (por ejemplo, Bonferroni), el umbral
de deteccion aumenta a valores cercanos a d = 2.6, lo que implica la necesidad de
diferencias de magnitud muy grande para ser identificadas con la misma potencia.

Finalmente, la diferencia absoluta minima detectable en cada variable se puede
expresar como el producto entre el tamafio de efecto minimo y la desviacidon
estandar agrupada observada en el estudio, de acuerdo con la ecuacion:

Amin= dimin X SDpooied

Este analisis confirma que el disefio adoptado es apropiado para identificar efectos
de magnitud moderada a grande en los parametros primarios de interés,
asegurando la transparencia metodoldgica y evitando el uso de un numero mayor

de animales sin justificacion cientifica.

7.7 Andlisis de muestras

7.7.1 Ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA)

Esta prueba permite identificar antigenos en muestras biolégicas con resultados
cuantitativos. La modalidad tipo sandwich se basa en el uso de dos anticuerpos
dirigidos a un antigeno diana. Las placas de trabajo se recubren con un antigeno
policlonal inicial, para luego incorporar las diluciones de las muestras y afnadir un

segundo antigeno de deteccion (Alhajj, 2023).

7.7.1.1 Preparacion de las muestras
Las muestras de sangre se recuperaron en tubos sin aditivos para suero.
Posteriormente, se centrifugaran por 15 min a 1000 g dentro de los 30 min previos
a la recoleccion. Una vez centrifugadas, se alicuotaron y se almacenaron a -70°C

hasta su uso.
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7.7.2 Factor de Nectrosis Tumoral Alfa

Para el analisis del Factor de Necrosis Tumoral- a (TNF-a) se utilizé el kit Invitrogen
TNF alpha Mouse ELISA Kit de Alta Sensibilidad (Thermo Fisher Scientific). Basado
en un estudio realizado por Ore (2020), en el que los valores promedio de TNF-a en
ratones alimentados con dieta alta en grasa rondan los 58 pg/mL en una
intervencion de 4 semanas, mientras que, con una dieta estandar, se encuentran
cerca de los 35 pg/mL en plasma. El anticuerpo conjugado utilizado en esta reaccién
para la deteccion de antigenos fue la Estreptavidina-HRP (Horseradish Peroxidase,
Peroxidasa del rabano), proteina de union a biotina con la enzima de peroxidasa del

rabano picante.

7.7.2.1 Preparacion de reactivos
Se utilizaron: buffer de lavado, buffer de ensayo 1x, conjugado de biotina, solucién
de Estreptavidina-HRP, soluciones de amplificacion | y I, estandar de TNF-a y la
solucion estandar. Para el buffer de lavado, se diluyeron 50 mL del concentrado de
buffer de lavado en 950 mL de agua destilada. Se mezcld gentilmente para evitar la
formacion de burbujas. El buffer de lavado es estable por 30 dias previo a su
preparacion manteniéndose a temperaturas de 2-25 °C. El buffer de ensayo se
preparé diluyendo 5 mL en 95 mL de agua destilada. El conjugado de Biotina se
preparard 30 min previos a su uso, se diluyé en una proporcién 1:100, agregando
0.03 mL de conjugado de biotina con 2.97 mL de buffer de ensayo en un tubo estéril
por cada 6 columnas de la placa. La solucion de Estreptavidina-HRP se preparé 30
min antes de su uso por medio de una dilucion 1:100 en buffer de ensayo,
agregando 0.06 mL de Estreptavidina-HRP en 5.94 mL de buffer ensayo en un tubo
estéril por cada 6 columnas de la placa. La solucién estandar de TNF-a se
reconstruyd, anadiendo el diluyente calibrador y dejando reposar por 15 min. Para
la solucién estandar, se utilizaron 6 tubos de dilucion (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13
pg/mL). En todos los tubos, se afadieron 150 uL de diluyente de calibracion. Del
tubo de solucion de TNF-a previamente reconstituida, se tomaran 150 uL y se

mezclaron suavemente con la pipeta. Con una puntilla nueva, se tomaron 150 uL
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de la dilucion y se afadieron a la siguiente. El ultimo tubo solo contenia diluyente
de calibracién. Para la preparacion de las soluciones de amplificacion | y Il se
diluyeron en buffer de ensayo (1x) de acuerdo con las instrucciones del certificado

de analisis del kit.
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7.7.2.2 Protocolo de ensayo
Las columnas se lavaron con 400 uL de buffer de lavado, dejando la solucion por
10 segundos, se repitid el proceso y se decanto el contenido. Se agregaron 50 pL
de diluyente de muestras en los pocillos. Posteriormente, se incorporaron 50 pL de
las diluciones de la solucion estandar y 50 pyL de las muestras. Se adicionaron 50
ML de conjugado de biotina en todos los pocillos utilizados. Se sellé la placa y se
envio a incubacion a temperatura ambiente (18~25 °C) por 2 horas en agitacion.
Una vez concluida la incubacion, se decant6 el contenido y se lavaron las placas 6
veces con el buffer de lavado. Se agregaron 100 pL de Estreptavidina-HRP, se sell6
la placa y se incubaron a temperatura ambiente (18~25 °C) por 1 h en agitacion. Se
lavé con buffer de lavado 6 veces. Después de preparar la solucion de amplificacion
I, se agregaron 100 pL de la solucion de amplificacion |, cubriendo la placa e
incubando a temperatura ambiente por 15 minutos en agitacién. Finalmente se lavé
con buffer de lavado 6 veces. Posterior a la preparacién de la solucion de
amplificacion Il, se agregaron 100 pL de la solucion de amplificacion |, se cubrid la
placa e incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos en agitacion y se lavé con
buffer de lavado 6 veces. Para poder analizar la reaccién enzimatica, se anadieron
100 pyL de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y se dejoé incubar las placas a
temperatura ambiente por 10 minutos, evitando la exposicidon a la luz intensa y
directa. La reaccion se detuvo con 100 uL de solucion de parada, para leer la

absorbancia a 450 nm inmediatamente.

7.7.3 Interleucina 6

Para el analisis de Interleucina 6 (IL-6) se utilizé el kit Invitrogen Mouse IL-6 ELISA
kit (Thermo Fisher Scientific). Un estudio de intervencién en modelo murino con
dieta alta en grasa de 16 semanas report6 niveles de entre 60 a 35 pg/mL en suero
de IL-6. El kit seleccionado tuvo un rango de sensibilidad de 7.8 a 500 pg/mL (Xu et
al., 2014).
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7.7.3.1 Preparacion de reactivos
Previo al ensayo, se prepararon los reactivos necesarios: el buffer de lavado, la
solucion estandar, y la solucion de Estreptavidina-Peroxidasa del rabano (HRP). La
soluciéon de Estreptavidina-HRP se prepardé 15 minutos antes de utilizarse. Para la
solucién de lavado, se diluyeron 16 mL de buffer de lavado concentrado (16x) en
385 mL de agua destilada. La solucidén estandar se reconstruyo y se dejo reposar
por 10 minutos. Se diluyeron 50 pyL de estandar reconstituido en 950 pL de buffer
de dilucion (500 pg/dL. Se realizaron diluciones de 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8
pg/dL y un blanco. En cada uno de los tubos de dilucion, se agregaron 300 uL de
buffer de dilucién. Se tomaron 300 pL del tubo de 500 pg/mL, mezclaron bien y se
transfiereronn 300 pL al tubo de 250 pg/mL. Se repitid el proceso con los tubos
subsecuentes. El blanco unicamente contiene 300 pL de buffer de dilucion. Para la
preparacion de la solucion de estreptavidina-HRP, se diluyeron 10 pyL de solucién
de estreptavidina-HRP (100x) en 1 mL de diluyende de estreptavidina-HRP por cada

8 pocillos a utilizar de la placa.

7.7.3.2 Protocolo de ensayo
Una vez preparados los reactivos, en las placas de 90 pocillos, se afiadieron 100
ML de la dilucidén estandar y de las muestras en los pocillos a correspondientes. Las
muestras se diluyeron en proporcion 1/2 (50 uL de muestra en 50 uL de buffer de
dilucion). Se cubrio la placa y se incubd por 120 minutos a temperatura ambiente.
Se decanto la solucion y las placas se lavaron 3 veces con buffer de lavado (1x). Se
afadieron 100 pL del reactivo de conjugado de IL-6-Biotina, se sell6 la placa y se
incubo por 30 minutos a temperatura ambiente. Se decantd la solucion y se lavo 3
veces con buffer de lavado (1x). Se agregaron 100 pL de la solucidén de
Estreptavidina-HRP, se sell6 la placa y se incub6 por 30 minutos a temperatura
ambiente. Se decanto la solucidn y se lavo 3 veces con buffer de lavado (1x). Para
visualizar la reaccion enzimatica, se anadieron 100 pL de sustrato TMB para incubar
por 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez concluido el tiempo
de incubacién, se afadieron 100 yL de solucion de parada, la lectura de las

muestras se realizé a 450 nm.
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7.7.4 Interleucina 10

Para el analisis de Interleucina 10 (IL-10) se utilizo el kit Invitrogen IL-10 Mouse
ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific). Segun De Almeida-Souza et al. (2018), el
promedio de IL-10 en suero en ratones expuestos a una dieta alta en grasa por 56
dias es de 19.8 pg/mL. Otro estudio de Hong et al. (2009), reporté un valor promedio
de 10 pg/mL en ratones. Estos valores se encuentran dentro del rango del ensayo,
de 5 pg/mL a 1,000 pg/mL.

7.7.4.1 Preparacion de reactivos

Previo al ensayo, se prepararon los reagentes necesarios: buffer de lavado, buffer
de ensayo, conjugado de biotina, Estreptavidina-HRP, estandar de IL-10 de ratén y
la solucion estandar. Para la solucidon de lavado, se diluyeron 50 mL de buffer de
lavado concentrado (25x) en 1000 mL de agua destilada. La solucién de ensayo se
prepararo afadiendo 5 mL de concentrado de buffer de ensayo (20x) en 95 mL de
agua destilada. El conjugado de Biotina se preparé 30 minutos previos a su uso, se
diluyé en una proporcién 1:100, agregando 0.03 mL de conjugado de biotina con
2.97 mL de buffer de ensayo en un tubo estéril por cada 6 columnas de la placa.

La solucién de Estreptavidina-HRP también se preparé 30 minutos antes de su uso
por medio de una dilucion 1:100 en buffer de ensayo, agregando 0.06 mL de
Estreptavidina-HRP en 5.94 mL de buffer ensayo en un tubo estéril por cada 6
columnas de la placa. La solucion estandar de IL-10 se reconstruyd, afadiendo
agua destilada hasta el volumen que indica el frasco, se mezcldé suavemente para
homogeneizar y dejando reposar por 15 minutos. Para la solucion estandar, se
utilizaron 6 tubos de dilucion (1250, 625, 313, 156, 78, 39 pg/mL). En todos los tubos,
se anadieron 225 uL de diluyente de muestra. Del tubo de solucién de IL-10
previamente reconstituida, se tomaron 225 uL y se mezclaron suavemente con la
pipeta. Con una puntilla nueva, tomar 225 pL de la dilucion y afadirla a la siguiente.

El ultimo tubo solo contenia diluyente de muestra.
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7.7.4.2 Protocolo del ensayo

Las columnas por utilizar se lavaron con 400 yL de buffer de lavado, dejando la
solucion por 10 segundos, repitiendo el proceso y decantando el contenido. Se
agregaron 100 uyL de diluyente de muestras en los pocillos. Posteriormente, se
incorporaron 100 yL de las diluciones de la solucion estandar y 50 yL de las
muestras con 50 pL de diluyente de muestras. En los pocillos se agregaron 50 uL
de conjugado de biotina. Se cubrié la placa adecuadamente y se incubaron a
temperatura ambiente (18~25 °C) por dos horas en agitacion. Se decantd el
contenido y se lavd 3 veces con el buffer de lavado. Se afiadieron 100 uL de TMB
en todos los pocillos. Se sell6 la placa y se incubaron a temperatura ambiente
(18~25 °C) por 10 minutos. Una vez concluido el tiempo de incubacién, se anadieron
100 pL de solucidén de parada, la lectura de las muestras se realizé inmediatamente
a 450 nm.

7.8 Andlisis estadistico
Los resultados se reportaron como media = error estandar (EEM). Para el peso y

la ingesta de los ratones, se realizé un ANOVA de medidas repetidas y para analizar
el efecto de la suplementacién con una galleta biotransformada por fermentacion
con Pleurotus ostreatus se hizo uso de la prueba ANOVA de dos factores para
permitir la comparacion entre grupos. Para poder estudiar las diferencias entre
grupos, se utilizé la prueba pos-hoc de Tukey. Para la ingesta se utilizé una prueba
t de Student para analizar las diferencias entre los grupos estandar e hipercaléricos.
Un valor de p<0.05 sera considerado como estadisticamente significativo. En caso
de presentar valores no normales se utilizaron las pruebas de Friedman (ingesta y
peso), U de Mann-Whitney (Tolerancia oral a la glucosa, fase 2) y Kruskal-Wallis

(suplementacién) como alternativas no paramétricas.

7.9 Bioética

Este proyecto se apegd estrictamente a la NOM-062-ZO0-1999 sobre
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de
laboratorio, asi como a las guias ARRIVE 2.0 (Animal Research: Reporting of In
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Vivo Experiments) y a los principios internacionales de Reemplazar, Reducir y
Refinar (3R). Durante la fase experimental, se garantizd el alojamiento en
condiciones controladas (temperatura 20-22 °C, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas,
agua y alimento ad libitum) y la reduccion de estrés mediante manipulacién
cuidadosa y periodos de adaptacion previos. Se implementaron métodos
humanitarios de eutanasia (decapitacion rapida por personal capacitado) conforme
ala NOM-062-ZO0-1999 y las guias de la American Veterinary Medical Association

(AVMA) para la eutanasia de animales de laboratorio.

7.10 Bioseguridad

Durante la ejecucion del protocolo se considera indispensable el uso de guantes,
bata de laboratorio, cubreocas, lentes protectores y proteccién de calzado.

Segun la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccién ambiental - Salud ambiental -
Residuos peligrosos bioldgicoinfecciosos - Clasificacion y especificaciones de
manejo, los desechos bioldgicos contaminados con sangre se deberan almacenar
en bolsas RPBI (Residuos Peligrosos Bioldgico-infecciosos), cerrados
adecuadamente, evitando llenar las bolsas a mas del 80% de su capacidad, una vez
almacenadas no podran ser abiertas ni vaciadas. Se mantendran en congelacion y
en zonas adecuadas para desechos para su posterior incineracion. Durante el
proyecto no se hara uso de isétopos radiactivos o dispositivos de radiacion ionizante.
Debido a la manipulacion de un organismo vivo, existe la posibilidad de que sean
huéspedes de microorganismos patdégenos, por lo que se tomaron las medidas

preventivas de barrera antes mencionadas.
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8. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 7. Tabla de operacionalizacion de variables.

Variable

Tipo de
variable

Definiciéon operacional

Unidad Método

de

medicion

Dieta control

Dieta
hipercaldrica

Galleta de frijol y
avena
fermentados con
Pleurotus
ostreatus

Galleta de frijol y
avena sin
biotransformar

Glucosa

TNF-a

IL-6

IL-10

Independiente
cuantitativa

Control
Independiente
cuantitativa

Independiente
cuantitativa

Control
Independiente
cuantitativa

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dependiente

Dieta de mantenimiento para
roedores. Ideal para cualquier
etapa del ciclo de vida.

Dieta modelo de uso en
experimentacién que busca
simular la dieta occidental y
es utilizada para la induccion

de obesidad.

Galleta elaborada a partir de
harina de frijol
biotransformada con
Pleurotus ostreatus.

Galleta elaborada de frijol y
avena sin biotransformacion
con la finalidad de actuar
como control.

Niveles de glucosa en sangre

Catequina involucrada en la
respuesta inflamatoria
sistémica. Es posible

relacionarla con la alteracion

de la funcién endocrina de los
adipocitos.

Interleucina que puede tener
un efecto en el metabolismo
mediante mecanismos
reguladores de la expresion
de genes en tejido adiposo,
liberacion de triglicéridos,
regulacion de la lipoproteina,
lipasa y sensibilidad a la
insulina.

Interleucina antiinflamatoria

g Medicion
con

balanza

analitica

g Medicién
con

balanza

analitica

g Medicién
con

balanza

analitica

g Medicién
con

balanza

analitica

Glucometr
oy tiras
reactivas

mg/dL

Lector de
absorbanc
ia de
microplac
as

pg/mL

Lector de
absorbanc
ia de
microplac
as

pg/mL

pg/mL Lector de

53



Peso

Dependiente

encargada de inhibir la
sintesis de citocinas
proinflamatorias.

Parametro que se utiliza

absorbanc
ia de
microplac
as

Balanza
analitica
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9. Resultados
2.1. Fase 1

2.1.1. Cambios relacionados con la dieta en el aumento de peso e ingesta
Los ratones fueron asignados a un grupo con dieta hipercalorica o estandar.
Respecto a la evolucion del peso, no se observé diferencia significativa entre los
grupos con dieta Hipercalérica (HIP) y estandar (STD) durante las semanas 1, 4, 8
y 12 (Figura 3).

45
40
35
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25
20

15 Q sTD
10 ® HP

Peso (g)

a

1 a 8 12

Tiempo (Semanas)
Figura 3. Evolucion del peso durante la Fase 1. Los resultados se expresan como
media + SEM. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de medidas
repetidas y prueba post-hoc de Tukey (Grupos: STD (n=15); HIP (n=25)). ** p <
0.001.

Al comparar el punto inicial (semana 1) y punto final (semana 12), se encontro
ganancia de peso 2,48 g (p < 0,001) en el grupo STD y de 3,45 g (p < 0,001) en el
grupo HIP. Sin embargo en las mediciones intermedias de las semanas no se
observaron diferencias significativas. Durante las semanas 8 y 12, se observé una
estabilizacion del peso, lo cual es consistente con los resultados observados en el
consumo de alimento, probablemente debido a la regularizacion de la ingesta
(Figura 4).
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Figura 4. Evolucion de la ingesta durante la Fase 1. Los resultados se expresan
como media £ SEM. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de medidas

repetidas y prueba post-hoc de Tukey (Grupos: STD (n=15); HIP (n=25))

Aunque no hubo diferencia significativa en la ingesta de alimentos (Figura 4), se
pudo mostrar una diferencia en los niveles de proteina y lipidos (p<0.001, p<0.02)
durante la primera fase, asi como cambios en los niveles de energia durante las
semanas 1 (p < 0.04) y 4 (p < 0.001) entre los grupos HIP y STD. Como se pudo
analizar, las principales diferencias se encontraron en la distribucion de
macronutrientes. En el grupo STD, se aprecid un aumento en la ingesta de
carbohidratos y proteinas durante la semana 1 en comparacion con el grupo HIP
(HC p<0.01, PT p< 0.001, LP <p 0.001). Desde la semana 4 hasta la semana 12,
unicamente los niveles de proteina y lipidos permanecieron elevados (proteina, p=
0.001, lipidos, p<0.001). Por otro lado, el grupo HIP mostré niveles mas altos de
energia y lipidos desde la semana 1 hasta la semana 4 (Semana 1: energia, STD
11.57 vs HIP 16.54, lipidos, STD 0.34 vs HIP 1.17; Semana 4: energia, STD 24.81
vs HIP 41.84, lipidos, STD 0.73 vs HIP 2.96), mientras que unicamente los niveles

de lipidos permanecieron elevados en las semanas 8 y 12 (Tabla 8).
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Tabla 8. Consumo total de macronutrientes durante la fase 1. Los resultados se

expresan como media + SEM. Se utilizé la prueba t-Student para el analisis

estadistico de los grupos desde la semana 1 a la 12. Kcal = Kilocalorias, HC =

Hidratos de carbono, PT = Proteinas, LP = Lipidos. * p < 0.05, ** p < 0.005. (Grupos:

STD (n=15); HIP (n=25))

Semana Grupo Ingesta (g) Kcal HC (g) PT (9) LP (g) Fibra (g)

STD 244 +0.098 1157+052 1.41+0.225 0.68+0.031 0.34+0.051 0.13+£0.024

1 HIP 225+0117 1654+066 0.90+0.213 0.18+0.008 1.17+0.028 0.12+0.015
p 0.037 0.04* 0.01* 0.001** 0.001** 0.80

STD 522+0.102 2481+098 3,03+0.051 1,46+0.027 0,73+0.025 0,27 +0.026

4 HIP 570+0.141 4189+1.02 228+0.056 0.46+0.011 296+0.074 0.30+0.031
p 0.10 0.001** 0.46 0.001** 0.001** 0.10

STD 531+0.102 2523+1.20 3,08+0.109 1,49+0.021 0,74+0.143 0,28 +0.028

8 HIP 524+0.274 3849+1.09 209+0.051 0.42+0.027 2.72+0.025 0.28+0.037
p 0.95 0.18 0.09 0.001** 0.02* 0.95

STD 591+0126 28.07+1.30 343+0.062 1.65+0.033 0.83+0.030 0.31+0.021

12 HIP 564+0333 4149+146 2,26+0.132 0,45+0.026 2,94+0.174 0,30 +0.046
p 0.77 0.07 0.02* 0.001** 0.001** 0.77

2.1.2. Cambios relacionados a la dieta en parametros bioquimicos

Se realizaron dos tomas de los niveles de glucosa durante la fase 1: Semana 4 y

12. No se encontraron cambios significativos entre los grupos HIP y STD (Figura 5).
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Figura 5. Niveles de glucosa durante la Fase 1. Los resultados se expresan como

media + EEM. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de medidas

repetidas y prueba post-hoc de Tukey (Grupos: STD, n=15; HIP, n=25).
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No se observaron cambios significativos en los niveles de tolerancia oral a la
glucosa entre los grupos que recibieron una dieta hipercaldrica y aquellos con dieta
estandar durante la semana 4. Sin embargo, el analisis por tiempos de toma, del
minuto 1 al minuto 15, se observo un aumento en los niveles de glucosa en ambos
grupos (p < 0.001), el grupo HIP alcanzé niveles ligeramente mas altos que el grupo
STD, como era de esperar, dado que el minuto 15 suele corresponder al pico de
respuesta de glucosa. Del minuto 15 al minuto 30, los niveles se mantuvieron
relativamente estables, para luego disminuir hasta el minuto 120. Durante este
periodo, los niveles de glucosa se reestablecieron en niveles similares al del minuto
1 (STD 89 mg/dL, HIP 92.63 mg/dL) (Figura 6).
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Figura 6. Prueba de tolerancia oral a la glucosa durante la Fase 1 (semana 4). Los
valores se presentan como media £ EEM. El analisis estadistico se realizé
mediante la prueba t de Student para los puntos de tiempo de 30 y 45 minutos,
y la prueba U de Mann-Whitney para los puntos de tiempo de 0, 15, 60 y 120
minutos, de acuerdo con los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (p > 0.05). (Grupos: STD, n=15; HIP, n=25).
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No se observaron diferencias significativas en los niveles triglicéridos circulantes
durante las semanas 4 y 12. En la semana 4, el grupo HIP mostrd niveles de
triglicéridos similares a los del grupo STD (p = 0.297). Esta tendencia se mantuvo
hasta la semana 12, en la que ambos grupos alcanzaron niveles de triglicéridos
similares (p = 0.836). Estas tendencias no fueron estadisticamente significativas
(Figura 7).
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Figura 7. Triglicéridos circulantes durante la Fase 1. Los resultados se expresan
como media £ EEM. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA de medidas

repetidas y prueba post-hoc de Tukey (Grupos: STD, n=15; HIP, n=25).

2.2. Fase 2

2.2.1 Cambios en el peso y la ingesta relacionados a la suplementacion
Los ratones se dividieron y analizaron en nueve grupos (n = 5 por grupo): dieta
estandar + galleta no biotransformada (STD SB), dieta estandar + galleta
biotransformada (STD B) y dieta estandar + sin galleta (STD SG), dieta hipercaldrica
+ galleta no biotransformada (HIP SB), dieta hipercaldrica + galleta biotransformada
(HIP B), dieta hipercaldrica + sin galleta (HIP SG), dieta hipercaldrica-estandar +
galleta no biotransformada (HIPSTD SB), dieta hipercalérica-estandar + galleta
biotransformada (HIPSTD B), dieta hipercalérica-estandar + sin galleta (HIPSTD
SG).
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Figura 8. Evolucion del peso por grupo. A) Grupos con dieta estandar (SB, B, SG,
n = 5/grupo), B) Grupos con dieta hipercalérica (SB, B, SG, n = 5/grupo), C) Grupos
con dieta hipercaldrica-estandar (SB, B, SG, n = 5/grupo). Los datos se expresan
como media + EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA

de una via y la prueba post hoc de Tukey. * p < 0.05, ** p < 0.005.

En los grupos STD, no se observaron diferencias significativas durante las semanas
12 ala 20. En los grupos HIP, aunque no se reportaron diferencias significativas en
las semanas 12 y 16, el grupo SB present6 un peso corporal menor en comparaciéon
con el grupo B (semana 12: p = 0.046, semana 16: p = 0.005, semana 20: p <0.004).
Solo en la semana 20 se observé una diferencia significativa entre los grupos B y
SB (p < 0.004). En los grupos HIPSTD, el grupo B mostré un peso corporal menor
que los grupos SB y SG en la semana 12, mientras que en las semanas 16 y 20 no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (semana 12: p = 0.033,

semana 16: p = 0.093, semana 20: p = 0.464). Sin embargo, se observé una
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diferencia entre los grupos B y SG en las semanas 12, 16 y 20 (p = 0.041, 0.006 y

0.011, respectivamente) (Figura 8).
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Figura 9. Evolucién de la ingesta por grupo. a) Grupos con dieta estandar (SB, B,
SG, n= 5/grupo), b) Grupos con dieta hipercalérica (SB, B, SG, n= 5/grupo), c)
Grupos con dieta hipercaldrica-estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo). Los datos se
expresan como media £ EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante

ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey. n = 5/grupo.

En los grupos con dieta estandar, el grupo no biotransformado mostré una diferencia
significativa en comparaciéon con el grupo biotransformado en la semana 16 (p <
0.001). Este grupo también presentd una ingesta mayor y equilibrada de la galleta
no biotransformada y de la dieta estandar. El grupo hipercalérico no biotransformado
mostré una mayor ingesta de macronutrientes (carbohidratos, proteinas y lipidos)

en la semana 16 (p = 0.007), mientras que el grupo biotransformado presentd un
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aumento en la ingesta de lipidos en la semana 20 (p = 0.007), en concordancia con
la reduccién en la ingesta de la galleta biotransformada observada en la semana

anterior (Figuras 8, 9 y Tabla 9).
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Tabla 9. Composicién de la ingesta en los grupos Estandar. Presentada por semana
EEM. Las

diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post

y tipo de suplementacion. Los datos se expresan como media *

hoc de Tukey. Kcal = Kilocalorias, HC = Hidratos de Carbono, PT = Proteinas, LP =
Lipidos, ac = SB vs SG, bc = B vs SG, ab = SB vs B. n = 5/grupo. ** p<0.001

Semana Grupo Ingesta (g) Kcal HC (g) PT (9) LP (9)
12 SB 10.872 52.3233¢ 5.3842¢ 2.8562¢ 2.63
B 11.033 53.093  5.464°Pc 2.898¢b¢ 2.669b¢
SG 10.94 51.965°¢ 5.418°¢ 2.874¢ 2.646°¢
p 0.890 <0.001** <0.001** <0.001** <0.001**
16 SB 6.9052 P 33.26%>  3.42%b 1.814 1.67
B 4.124¢p 19.883b2¢ 2 (042ba 1.084bc 1.098b¢
SG 11.36° 53.96%°  5.626% 2.984¢ 2.748¢
p <0.001** <0.001** <0.001** <0.001** <0.001**
20 SB 5.351 25.804 2.65 1.406 1.295
B 4.734 22.841 2.344 1.244 1.146
SG 9.468 44 973 4.688 2.488 2.29
p 0.441 0.430 0.421 0.414 0.470

Tabla 10. Composicién de la ingesta en los grupos Hipercaldricos. Presentada por
semana Yy tipo de suplementacion. Los datos se expresan como media + EEM. Las
diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post
hoc de Tukey. Kcal = Kilocalorias, HC = Hidratos de Carbono, PT = Proteinas, LP =
Lipidos, ac = SB vs SG, bc = B vs SG, ab = SB vs B. n = 5/grupo. ** p<0.001, *
p<0.05

Semana Grupo Ingesta (g) Kcal HC (g) PT(g) LP(g)
12 SB 10.4343° 63.645%° 4. 152¢ 0.8112¢  5.465%¢
B 11.284bc 68.067°2 4.488bc (0.877°¢ 5.911bc
SG 8.976¢ 65.974  3.57¢ 0.698¢ 4.702¢
p <0.001** <0.001** <0.001** <0.001** <0.01**
16 SB 4.864 27.904 1.9343  (0.3783  2.548%
B 4.458 25.636 1.772ba  (0.346%2  2.335b2
SG 4.706 34.589 1.872 0.366 2.464
p 0.707 0.007 0.007*  0.007* 0.007*
20 SB 4.692 27.282¢  1.865%¢ 0.364%> 24573
B 4.587°¢ 27.862b¢ 1.825b°  0.356°¢  2.402b¢
SG 6.676¢ 49.069¢ 2.726° 0.532¢ 3.59¢
p 0.007 * 0.007* 0.006*  0.007* 0.007*
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Tabla 11. Composicion de la ingesta en los grupos Hipercaldrico-estandar.

Presentada por semana y tipo de suplementacion. Los datos se expresan como

media + EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una

via y la prueba post hoc de Tukey. Kcal = Kilocalorias, HC = Hidratos de Carbono,
PT = Proteinas, LP = Lipidos, ac = SB vs SG, bc =B vs SG,ab=SB vs B. n =

5/grupo. * p>0.05

Semana Ingesta (g) Kcal HC(g) PT(g) LP(g)
12 SB 9.309 44.8692¢ 3.7023¢ 0.723%¢ 4.876%°
B 9.301 44.84bc  3,699°¢ (0.723bc 4.871Pc

SG 11.112 52.782¢ 4.42° 0.864¢ 5.82°
0.114 0.015* 0.017*  0.017* 0.017*

16 SB 4.216 20.403 1.676 0.327  2.209

B 4.196 20.269 1.669 0.326  2.198

SG 4.86 23.668 1.933 0.378  2.546

0.701 0.687 0.689 0.693 0.697

20 SB 5.498 26.5 2.187 0.427 2.88

B 5.906 28.433  2.349 0.459  3.094

SG 6.672 32.48 2.689 0.525 3.542

0.507 0.486 0.508 0.544  0.503
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Tabla 12. Comparacion del consumo de dieta y galletas durante la fase 2 en
los grupos suplementados. Presentado por semana y por grupo suplementado.
Los datos se expresan como media + error estandar de la media (EEM). Las
diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una via y prueba post

hoc de Tukey. n = 5 por grupo. *p=<0.05 , **p=<0.005.

Semana 12 Semana 14 Semana 16 Semana 18 Semana 20
Dieta Galleta Dieta Galleta Dieta Galleta Dieta Galleta Dieta Galleta
(@ (9 p (@ (9 P (@ (9 p @ (9 p @ (@ p
STD SB 0.885 4.55 4.74  0.87 3.06 385 0.24 2.08 506 <0.001** 213 3.22  0.02*
STDB 0.915 3.15 6.49 0.92 1.67 245 025 325 5.04 <0.001**1.78 295 0.01*

HIP SB 5.17 5.26 0.776 7.35 4.61 0.11 1.70 3.16 <0.001** 2.04 3.65 <0.001** 1.79 2.90 0.02*

HIPB 529 6.00 0.13 7.43 4.39 0.29 1.58 2.88 <0.004** 1.94 3.18 0.01* 223 2.36 0.83

HIPSTD
SB 3.89 542 0.318 2.33 5.05 <0.001** 1.07 3.14 <0.001** 1.72 4.70 <0.001** 2.29 3.21 0.11
6 3.80 5.50 0.145 3.53 2.39 <0.001** 1.38 2.81 <0.001** 0.41 5.99 <0.001** 2.74 3.16 0.88

En el grupo STD, se pudo observar un mayor consumo de galletas biotransformada
y sin biotransformar durante la semana 18 (STD SB p <0.0001, STD B p <0.001) y
la semana 20 (STD B p = 0.02, STD SB p = 0.01). En los grupos HIP, durante la
semana 16 (HIP SB p <0.001, HIP B p <0.004) hubo un mayor consumo de galleta
biotransformada y sin biotransformar, durante la semana 18 se mantuvo esta
tendencia (HIP SB p <0.001, HIP B p =0.01) y durante la semana 20 unicamente el
grupo que consumié galleta sin biotransformar tuvo un consumo mayor respecto a
la dieta base (HIP SB p =0.02). En los grupos HIPSTD, durante la semana 14
(HIPSTD SB p <0.001, HIPSTD B p <0.001) se encontro preferencia por las galletas
biotransformadas y sin biotransformar, esto se mantuvo durante las semanas 16
(HIPSTD SB p <0.001, HIPSTD B p <0.001) y 18 (HIPSTD SB p <0.001, HIPSTD B
p <0.001).
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2.2.2 Cambios relacionados a la suplementacion en parametros
bioquimicos
Los niveles de glucosa no variaron significativamente entre los grupos durante las
semanas 12 y 20. En los grupos STD, durante la semana 12, el grupo SB presento
niveles de glucosa mas altos en comparacion con el grupo B (p = 0.022), tendencia
que persistié hasta la semana 20, aunque sin significancia estadistica (p = 0.928).
En los grupos HIP, no se observaron cambios significativos. Por otra parte, en los
animales del grupo HIPSTD, se observé una diferencia entre los grupos SB 'y SG (p
= 0.040), finalmente, cabe destacar que esta diferencia desaparece para la semana
20 (p = 0.456) (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de glucosa por grupo. Fase 2 (semanas 12 y 20). a) Grupos con
dieta estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo), b) Grupos con dieta hipercaldrica (SB, B,
SG, n=5/grupo), ¢) Grupos con dieta hipercaldrica-estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo).

Los datos se expresan como media + EEM. Las diferencias entre grupos se
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analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey. n = 5/grupo.
*p < 0.05.

Respecto a la prueba de tolerancia oral a la glucosa, los grupos STD e HIP no
mostraron una diferencia significativa durante la totalidad de prueba (min O al
min120). Por otra parte, en los grupos HIPSTD, se observé una diferencia
significativa en el minuto 15, donde el grupo SB mostro niveles de glucosa mas altos
que los grupos SG y B (p < 0.05, 0.022). En el minuto 30, el grupo SB mantuvo

niveles mas altos unicamente en comparacion con el grupo SG (p = 0.002) (Figura
11).
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Figura 11. Prueba de tolerancia a la glucosa por grupo. Fase 2 (semana 20). a)
Grupos con dieta estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo), b) Grupos con dieta
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hipercaldrica (SB, B, SG, n= 5/grupo), c) Grupos con dieta hipercalérica-estandar
(SB, B, SG, n=5/grupo). Los datos se expresan como media + EEM. Las diferencias
entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc de

Tukey. n = 5/grupo. *p < 0.05.

Referente a los niveles de triglicéridos circulantes no difirieron significativamente
entre los grupos durante las semanas 12 y 20 en los tres tipos de intervencion
dietética (STD, HIP e HIPSTD) (Figura 12).
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Figura 12. Evolucion de los triglicéridos por grupo. Fase 2 (semanas 12 y 20). A)
Grupos con dieta estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo), B) Grupos con dieta
hipercaldrica (SB, B, SG, n= 5/grupo), c¢) Grupos con dieta hipercalérica-estandar
(SB, B, SG, n=5/grupo). Los datos se expresan como media + EEM. Las diferencias
entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc de

Tukey. n = 5/grupo.
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2.2.3 Cambios relacionados con la suplementacién en tejidos
En los grupos STD, se observaron diferencias significativas entre el grupo STD B y
STD SG (p = 0.010), por otra parte, los grupos HIPER, presentaron dos efectos
significativos al comparar HIPER SG contra HIPER B (p = 0.46) e HIPER SB (p =
0.49) (Figura 13).
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Figura 13. Relacion higado/peso corporal. A) Grupos con dieta estandar (SB, B, SG,
n= 5/grupo), B) Grupos con dieta hipercaldrica (SB, B, SG, n= 5/grupo), C) Grupos
con dieta hipercaldrica-estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo). Los datos se expresan
como media + EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA

de una via y la prueba post hoc de Tukey. n = 5/grupo. *p < 0.05, **p < 0.005.

Nuestro estudio incluy6 fotografias de tejido hepatico de ratones pertenecientes a
los grupos suplementados. Los higados de los grupos STD B y SB presentaron un
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aspecto uniforme y saludable. En contraste, los higados de los grupos HIP
mostraron alteraciones en la textura de la superficie y en la uniformidad del color.

Dentro de los grupos HIPSTD (C,F), el grupo HIPSTD B (C) presenté una mejora

macroscoépica en el tejido hepatico en comparacion con el grupo SB (F) (Figura 14).
A) B) C)

»~
»

HIPSTD SB

F)

STDB HIP B HIPSTD B

Figura 14. Comparacién del tejido hepatico por grupos suplementados. STD =
estandar, HIP = hipercaldrica, HIPSTD = hipercalérica estandar, SB = sin

biotransformar, B = biotransformada.
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Figura 15. Relacién tejido adiposo/peso corporal. a) Grupos con dieta estandar (SB,
B, SG, n= 5/grupo), b) Grupos con dieta hipercalérica (SB, B, SG, n= 5/grupo), c)
Grupos con dieta hipercaldrica-estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo). Los datos se
expresan como media £ EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante

ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey. n = 5/grupo. **p < 0.005.

Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de tejido adiposo en
relacion con el peso corporal de los modelos. En este sentido, se encontré un mayor
porcentaje de este tejido en el grupo STD SG respecto al grupo STD B (p = 0.019).
Por otra parte, se encontré una reduccion en el grupo HIPSTD SG en comparacion
con el grupo HIPSTD SB (p = 0.01) (Figura 15).
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Figura 16. Relacion intestino/peso corporal. a) Grupos con dieta estandar (SB, B,
SG, n= 5/grupo), b) Grupos con dieta hipercalérica (SB, B, SG, n= 5/grupo), c)
Grupos con dieta hipercalérica-estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo). Los datos se
expresan como media £ EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante

ANOVA de una via y la prueba post hoc de Tukey. n = 5/grupo.

No se observaron diferencias significativas en los tres tipos de intervencion dietética
(STD, HIP e HIPSTD) sobre el porcentaje de intestino en relacion al peso corporal
de los modelos. Sin embargo, cabe resaltar que el peso promedio del 6rgano en el
grupo HIP fue de 4.390 g, similar al del grupo STD B (4.438 g) (Figura 16).

2.2.4 Cambios en parametros inflamatorios
Se determinaron los niveles de IL-6 en los diferentes grupos experimentales. Los
grupos STD, no presentaron diferencias significativas. En los grupos HIP, los grupos
suplementados (SB, B) mostraron niveles mas bajos de IL-6 en comparacion con el

grupo SG (p < 0.05). En los grupos HIPSTD, que pasaron de dieta estandar a
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hipercalorica, el grupo SB presentd niveles significativamente mas altos en

comparacion con los grupos B y SG (p < 0.005) (Figura 17).
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Figura 17. Niveles de IL-6 por grupo. a) Grupos con dieta estandar (SB, B, SG, n=
5/grupo), b) Grupos con dieta hipercaldrica (SB, B, SG, n= 5/grupo), ¢) Grupos con
dieta hipercaldrica-estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo). Los datos se expresan como
media + EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una

via seguido de la prueba post hoc de Tukey. n = 3/grupo. p < 0.05; p = 0.005.
Otro marcador proinflamatorio analizado fue TNF-a. Sin embargo, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas en este marcador sobre los tres tipos de
intervencion dietética (STD, HIP e HIPSTD) (Figura 18).
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Figura 18. Niveles de TNF-a por grupo. a) Grupos con dieta estandar (SB, B, SG,
n= 5/grupo), b) Grupos con dieta hipercaldrica (SB, B, SG, n= 5/grupo), c) Grupos
con dieta hipercaldrica-estandar (SB, B, SG, n= 5/grupo). Los datos se expresan
como media + EEM. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante ANOVA

de una via seguido de la prueba post hoc de Tukey. n = 3/grupo. p < 0.05; p = 0.005.
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Finalmente, se evaluaron los niveles de IL-10. En los grupos STD e HIP, no se
observaron diferencias significativas. Por otra parte, se encontraron mayores

niveles de dicho marcador en el grupo HIPSTD SG respecto al grupo HIPSTD SB
(p =0.031) (Figura 19).
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Figura 19. Niveles de IL-10 por grupo. a) Grupos con dieta estandar (SB, B, SG),
b) Grupos con dieta hipercalérica (SB, B, SG), ¢) Grupos con dieta hipercaldrica-
estandar (SB, B, SG). Los datos se expresan como media + EEM. Las diferencias

entre grupos se analizaron mediante ANOVA de una via y la prueba post hoc de

Tukey. n = 3/grupo. p < 0.05.

2.2.5 Correlacién entre el peso y los niveles de glucosa

Se observo una correlacion positiva entre los niveles de glucosa al minuto 15
de la prueba de tolerancia oral a la glucosa y el peso corporal durante la
ultima semana de la intervencion. Esta relacion indicé que niveles mas altos
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de glucosa se asociaron con un mayor peso corporal (r = 0.602, p = 0.018)

(Figura 20).
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Figura 20. Correlacion entre los niveles de glucosa al minuto 15 en la prueba de
tolerancia oral a la glucosa y el peso durante la semana 20. El analisis se realizd

mediante la prueba de Pearson.

2.2.5 Correlacion entre los niveles de TNF-a y de glucosa
Ademas, nos interes6é evaluar correlaciones entre diferentes variables. En ese
sentido, se observo una correlacidon negativa entre los niveles de glucosa al minuto
15 de la prueba de tolerancia oral a la glucosa y los niveles de TNF-a. Niveles mas
bajos de glucosa se asociaron con un aumento en los niveles de la citocina TNF-a
(r=-0.910, p < 0.001) (Figura 21).
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Figura 21. Correlacion entre los niveles de glucosa al minuto 15 en la prueba de

tolerancia oral a la glucosa y los niveles de TNF-a. El analisis se realizé mediante

la prueba de Pearson.

2.2.6 Correlacién entre los niveles de IL-10 e IL-6
Finalmente, se observo una correlacion negativa entre los niveles de IL-6 e IL-10,
de tal manera que una disminucion en la IL-6 circulante estuvo acompafada por un
aumento en IL-10 (r=-0.681, p = 0.044) (Figura 22).

7



° r=-0.681

w
o
L

IL6 (pg/mL)
N
o

—
o
L

0 200 400 600 800 1000 1200
IL-10 (pg/mL)

Figura 22. Correlacion entre los niveles de IL-6 e IL-10. El analisis se realizé

mediante la prueba de Pearson.
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10. Discusién

La inflamacién sistémica cronica es una condicién frecuentemente asociada con
alteraciones metabdlicas inducidas por factores dietéticos. Este estudio tuvo como
objetivo evaluar los efectos del consumo de una galleta enriquecida con harina
biotransformada por Pleurotus ostreatus sobre parametros nutricionales, tisulares e
inflamatorios en ratones con alteracion metabdlica inducida por una dieta
hipercaldrica y alta en grasa. Nuestra hipotesis fue que el consumo de esta galleta
suplementada podria ejercer un efecto modulador sobre marcadores nutricionales,
bioquimicos e inflamatorios post-suplementacién en este modelo.

10.1 Peso e ingesta

Durante estados de disfuncion metabdlica, el peso corporal y la ingesta de alimentos
son algunos de los parametros mas sensibles, dado que la composicion dietética
influye directamente en la densidad y distribucion de nutrientes. Las alteraciones en
los patrones de ingesta, especialmente aquellas caracterizadas por altas
proporciones de azucares y grasas, pueden alterar el metabolismo de carbohidratos,
proteinas y lipidos, contribuyendo directamente a la fluctuacion de peso de los
ejemplares (Dewhurst-Trigg et al., 2020).

La ausencia de diferencias significativas en el peso corporal durante la Fase 1
puede explicarse por la composicion especifica de macronutrientes de la dieta
hipercaldrica. En un estudio de Solano-Mendieta (Sollano-Mendieta et al., 2023),
Ratones CD-1 alimentados con una dieta hipercalérica durante 10 semanas
mostraron un mayor aumento de peso respecto al grupo control con dieta estandar.
En el experimento de Sollano, el peso maximo registrado alcanzé los 48 g, mientras
que en el presente estudio el peso corporal maximo fue de 42 g. Esta discrepancia
puede atribuirse a diferencias en la composicion de la dieta: la formulacion de
Solano-Mendieta contenia 48.5% de carbohidratos y 4.5% de grasas, mientras que
en el estudio actual se empled una dieta con 40% de carbohidratos y 52% de grasas.
Ademas, Guimaraes et al. (2020) reportaron que las dietas altas en carbohidratos
fueron mas efectivas que las dietas altas en grasas para inducir alteraciones
metabdlicas en ratones. Otro estudio observd que el uso de grasas de origen animal,

como la manteca de cerdo, en dietas altas en grasas resulté en un mayor aumento
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de peso en ratones C57BL/6J después de 10 semanas de intervenciéon, en
comparacion con dietas basadas principalmente en lipidos de origen vegetal. Los
ratones de ese grupo alcanzaron los 33 g para la semana 8, lo cual es consistente
con los hallazgos presentes en los grupos con dieta hipercalérica de este estudio
(Catta-Preta et al., 2011).

Sin embargo, durante la Fase 2 se observaron alteraciones en varios parametros,
incluyendo el peso corporal, tolerancia oral a la glucosa, acumulacion de tejido
adiposo, relacion higado-peso corporal y los niveles de IL-6. Estos cambios podrian
atribuirse a los patrones acumulativos de ingesta y a la composicion dietética
establecida durante la Fase 1. Especificamente, el grupo con dieta estandar
mantuvo una ingesta consistentemente alta de proteinas desde el inicio hasta el
final de la fase 1, mientras que el grupo hipercalérico presenté un aumento continuo
en el consumo de grasas. Estas observaciones reflejan los perfiles contrastantes de
macronutrientes de las dietas estandar e hipercaldrica: alto en proteinas versus alto
en grasas, respectivamente.

A pesar de la similitud en el peso corporal total entre los grupos, el grupo HIP B
presento un incremento superior al grupo SB. Este fendmeno podria atribuirse a una
mayor ingesta de alimento hacia la semana 20, impulsada por una marcada
preferencia hacia la dieta hipercal6rica, aumentando su ingesta total de lipidos.

La ausencia de cambios en la ingesta, especialmente en los ratones con dieta
hipercaldrica, podria atribuirse a la sobreexpresién de genes relacionados con la
saciedad (por ejemplo, Lepr, Lep, POMC) bajo condiciones de sobrealimentacion,
fendbmeno comunmente observado en modelos murinos, pero no en humanos (Cai
et al., 2023). También se ha documentado que la supresion de estos genes aumenta
la susceptibilidad a dietas hipercaldricas en ratones (Challis et al., 2004).

Durante la Fase 1, aunque los niveles de ingesta fueron similares entre los grupos
HIP y STD, la composicion de macronutrientes de los alimentos consumidos difirio
significativamente, resaltando las formulaciones respectivas de las dietas. Los
ratones con dieta estandar consumieron una mayor proporcién de proteinas vy
carbohidratos, mientras que los grupos hipercaléricos reportaron un mayor consumo

de lipidos. En consecuencia, un aumento de su ingesta calédrica, en linea con el
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perfil energético denso y rico en grasas de su dieta. Estos perfiles de ingesta
probablemente contribuyeron a las alteraciones inflamatorias y metabdlicas
observadas durante la Fase 2.

En la Fase 2, a pesar de la ausencia de diferencias en la ingesta total de
macronutrientes entre los grupos con dieta estandar e hipercalérica, se evidencio
una preferencia marcada por las galletas suplementadas (tanto biotransformadas
como no biotransformadas). Esto puede explicarse por similitudes organolépticas,
como textura, color y dulzura, que se asemejaban al alimento hipercalérico y hacian
que las galletas fueran mas atractivas que el alimento estandar. Dada la exposicion
previa de 12 semanas a la dieta hipercaldrica, esta similitud pudo haber influido en
la seleccion alimentaria. Esta preferencia heddnica coincide con evaluaciones
sensoriales humanas realizadas durante la fase de desarrollo del producto, donde
ambos tipos de galletas demostraron alta aceptabilidad (Zhu et al., 2025). No
obstante, los cambios en la distribucion dietética también pudieron haber contribuido
a los resultados inflamatorios. Se observaron niveles mas altos de IL-6 en el grupo
que consumié galletas no biotransformadas en comparacion con los grupos que
consumieron galletas biotransformadas y los que no consumieron galletas. Se
encontraron diferencias paralelas en la masa de tejido adiposo. Estos resultados
sugieren que la suplementacion con galletas, cuando se acompaina de un cambio
dietético, puede potenciar la bioactividad de Pleurotus ostreatus de manera mas
efectiva que en los grupos alimentados con dieta hipercalérica sin transicion
dietética. Sin embargo, no surgieron diferencias significativas entre los subgrupos
biotransformados y no biotransformados. Esta bien establecido que los ratones con
dieta hipercalérica pueden mantener o incluso aumentar su peso a pesar de
consumir volumenes similares a los de los ratones con dieta estandar. Esto se debe
a la alta eficiencia energética de las dietas ricas en grasas y a un aumento asociado
en la oxidacion de lipidos, lo que eventualmente promueve la deposicién ectdpica
de grasa (por ejemplo, en higado o musculo) y la aparicion de resistencia a la
insulina (Catta-Preta et al., 2011).
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10.2 Metabolismo de glucosa

El metabolismo de los carbohidratos suele verse alterado bajo estrés metabdlico,
debido a una carga glucémica excesiva, lipotoxicidad persistente e ingesta
insuficiente de fibra dietética y compuestos bioactivos (Santamarina et al., 2023).
Aunque los niveles de glucosa durante la Fase 2 se mantuvieron similares en los
grupos STD e HIPSTD, de manera consistente con la Fase 1, las fluctuaciones
glucémicas fueron mas pronunciadas en el grupo HIPSTD, especialmente hacia la
semana 20. Estos niveles se mantienen dentro del rango esperado para ratones
alimentados con dietas hipercaldricas, que tipicamente presentan niveles de
glucosa en ayunas entre 81 y 90 mg/dL (Su et al., 2022). En este estudio, las
concentraciones promedio de glucosa fueron de 84.9 mg/dL en los grupos HIP y de
98.6 mg/dL en el grupo HIP SG.

Aunque no se observaron diferencias significativas en las curvas de tolerancia a la
glucosa, los niveles al minuto 15 (pico glucémico) en el grupo hipercaldrico
alcanzaron 261 mg/dL, valores similares a los reportados en estudios con
intervenciones de 8 a 16 semanas. (Terreros et al., 2025; Sollano et al. 2023). Por
ejemplo, en un estudio que utiliz6 extracto de Codonopsis pilosula como
intervencidon dietética, los ratones expuestos a una dieta hipercalorica similar
durante 8 semanas presentaron valores maximos de glucosa de 261.2 mg/dL al
minuto 30 (Su et al., 2022). En el presente estudio, al minuto 30, el grupo que
consumio la galleta biotransformada mostré un regreso mas rapido hacia los valores
basales de glucosa (198 mg/dL) en comparacién con el grupo SG (223.6 mg/dL).
Estos resultados reflejan las alteraciones metabdlicas establecidas inducidas por la
alimentacion hipercaldrica, el deterioro de la sefalizacion de la insulina, la reduccion
en la captacion periférica de glucosa y el aumento de la produccién hepatica de
glucosa, factores que a menudo se ven exacerbados por niveles elevados de
triglicéridos y acidos grasos libres (Liu et al., 2015).

10.3 Metabolismo de lipidos

La dislipidemia frecuentemente se asocia con la obesidad, resistencia a la insulina

y esteatosis hepatica. Las dietas altas en aporte energético y caldrico favorecen la
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lipogénesis de novo, el almacenamiento de grasa visceral y la produccion de
trigicéridos a nivel hepatico, asi como la secrecién de VLDL (Hidalgo et al., 2022).
En nuestro estudio, aunque la exposicidon durante la Fase 1 fue insuficiente para
inducir alteraciones lipidicas importantes, pueden haberse producido cambios
sutiles en el manejo de lipidos, especialmente bajo condiciones inflamatorias. Por
ejemplo, se ha demostrado que la IL-6 afecta negativamente la lipdlisis y promueve
la expansioén del tejido adiposo (Chalkiadaki & Guarente, 2012), como lo que se
pudo observar en los grupos HIP que mostraron niveles elevados de IL-6 en relacion
con los grupos HIPSTD y STD (Zhang et al., 2024).

10.4 Tejidos

La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (NAFLD) es una comorbilidad comun
de la obesidad, caracterizada por la acumulaciéon progresiva de lipidos en los
hepatocitos y la consiguiente inflamacion hepatica. La sobrealimentacion,
especialmente con dietas ricas en azucares simples y grasas, promueve la
lipogénesis hepatica de novo y la infiltracion de macréfagos, contribuyendo al dafio
hepatico. Sin embargo, generalmente se requieren al menos 40 semanas para
provocar cambios hepaticos avanzados en modelos murinos (Van Der Heijden et
al., 2015). Por lo tanto, aunque se observaron diferencias hepaticas macroscopicas,
es probable que la progresidn histopatolégica aun se encuentre en etapas
tempranas.

En cuanto al volumen hepatico, la diferencia significativa observada en el grupo
estandar biotransformado en comparacién con el grupo sin suplementacion con
galleta podria sugerir un efecto preventivo de la galleta biotransformada en un
modelo saludable. En contraste, en los grupos hipercaléricos se notaron mejoras
con la suplementacion independientemente del tipo de galleta. Entre estos, el grupo
HIP mostré la menor diferencia entre los subgrupos biotransformado y no
biotransformado, posiblemente debido a la exposicidn prolongada a la dieta
hipercaldrica, exposicidon ausente en los otros grupos experimentales, y a una
disminucién en la preferencia por la galleta biotransformada durante la fase final del
estudio, lo que condujo a un aumento en el consumo del alimento hipercaldrico. No

obstante, la ingesta de ambos tipos de galletas aumentd durante la semana 16.
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La disfuncion del tejido adiposo es una caracteristica clave de las alteraciones
metabdlicas inducidas por la dieta. Esta disfuncién resulta principalmente de la
sobrealimentacion crénica, lo que provoca una alteracion en el metabolismo de
lipidos y carbohidratos, asi como un aumento en la sefalizacion proinflamatoria. A
medida que se expande la reserva de tejido adiposo, tanto su estructura como su
funcién endocrina se ven alteradas, contribuyendo a la resistencia a la insulina y a
la inflamacién sistémica (Hydes et al., 2021).

Un estudio previo en ratones expuestos a una dieta alta en grasas durante ocho
semanas, seguida de una dieta baja en grasas durante siete semanas, mostré que
la reversion dietética puede reducir la masa de grasa visceral (Rodrigues et al.,
2020); sin embargo, el estado inflamatorio inducido por la dieta inicial puede no
revertirse completamente. En el presente estudio, los grupos biotransformados
mostraron resultados positivos en el tejido adiposo en comparacion con los grupos
sin galleta, lo que podria indicar una recuperaciéon metabdlica parcial. No obstante,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el volumen de tejido
adiposo entre estos grupos. Los niveles de IL-6 también fueron menores en el grupo
estandar biotransformado que en el grupo sin galleta, respaldando la evidencia
previa sobre el papel de esta citocina en la inflamacion. El aumento de la adiposidad
puede estar asociado con dafos inflamatorios tempranos debido a la exposicion a
una dieta hipercalérica. Un estudio realizado en ratones C57BL/6J alimentados con
una dieta alta en grasas durante 52 semanas reporté6 cambios en los niveles de IL-
10 después de la semana 24, los cuales se atribuyeron a un incremento en la
expresion de genes inflamatorios (MCP-1, F4/80, IL-10) (Van Der Heijden et al.,
2015b). Este patrdn se observo particularmente en el grupo HIPSTD, especialmente
al comparar el grupo suplementado con la galleta sin biotransformar con el grupo
sin galleta. Este grupo es de especial interés, ya que la administracion de galleta
biotransformada o sin biotransformar parecié reducir la masa de tejido adiposo de
manera mas efectiva en los animales que hicieron la transicion de una dieta
hipercaldrica-estandar comparado a las dietas que solo llevaron variantes
hipercaldricas o estandar sin cambio. Este efecto se vio incrementado entre el grupo

sin suplementacion y el que llevd galleta sin biotransformar, este grupo también
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presento preferencia por la galleta sin biotransformar. Si bien, parte de sus efectos
son atribuidos a la biotransformacion, los componentes base de la galleta como la
avena y el frijol también tienen propiedades beneficiosas sobre el metabolismo de
lipidos debido al contenido de antioxidantes y fibra. Esto podria indicar que la mejora
dietética y el consumo de alimentos funcionales también cumplen un papel
importante en la regulacién lipidica sobre esta citocina independientemente de la
biotransformacion.

Este patron se asemeja a las adaptaciones fisioldgicas tipicamente observadas
durante la rehabilitacion nutricional en humanos, donde las mejoras dietéticas y el
consumo de alimentos funcionales contribuyen a la restauracién de la homeostasis.
En contraste, no se observd un beneficio comparable en el grupo HIP,
probablemente debido a la ingesta continua de una dieta rica en lipidos, lo que pudo
haber disminuido los efectos potenciales de la suplementacion.

Cabe destacar que, incluso en el grupo STD, compuesto por ratones mantenidos
bajo un régimen nutricional saludable, se evidenciaron mejoras en los parametros
del tejido adiposo. Esta respuesta puede atribuirse a las propiedades bioactivas
intrinsecas de los ingredientes de la galleta, incluyendo: avena (avenantramidas, -
glucanos, acidos ferulico y cafeico, flavonoides); frijoles negros (antocianinas,
péptidos bioactivos, acido p-cumarico); y micelio de Pleurotus ostreatus (B-glucanos,
lectinas, acidos grasos poliinsaturados, pleurostrina) (Y. Zhang et al., 2020; Mio et
al., 2020). Estos compuestos se han asociado con la modulacion de la microbiota
intestinal, mejoras en el metabolismo de lipidos y una mejor regulacion glucémica.
Los cambios en el tejido adiposo asociados con dietas hipercaléricas han sido
descritos previamente. En un estudio realizado en ratas propensas o resistentes a
la obesidad, alimentadas con una dieta alta en grasas durante siete semanas, el
analisis posterior del tejido adiposo inguinal y epididimo reveld hipertrofia y aumento
de masa en ambos fenotipos. Ademas, se documentaron niveles elevados de
citocinas como IL-1a, IL-183, IL-10, TNF-a e IL-6 (Poret et al., 2017). Estos hallazgos
respaldan la idea de que los cambios metabdlicos e inflamatorios tempranos ocurren

incluso en respuestas genéticamente divergentes al estrés hipercaldrico.
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No se observaron diferencias significativas en el tejido intestinal recuperado de los
ratones; sin embargo, se not6é una tendencia hacia un mayor peso del érgano en los
grupos suplementados con la galleta biotransformada.

En un estudio realizado con ratones C57/BI6 sometidos a reseccion del intestino
delgado, Choi et al., (2013) observaron que una dieta alta en grasa indujo una
mejora significativa en la altura de las vellosidades y la proliferacion de enterocitos
en un periodo de 7 dias. Este efecto, que se mantuvo durante los 30 dias del
experimento a pesar de una ingesta de alimento similar entre los grupos, sugiere
que los cambios tisulares derivan directamente de la composicion dietética. Dichos
hallazgos, sugieren que las dietas densas en energia, ricas en fibra o grasas
promueven la reparacion tisular, proceso posiblemente mediado por la expresion
del receptor CD3.

De manera similar a lo reportado en la literatura, los pesos promedios en el presente
estudio muestran que los grupos alimentados con la galleta biotransformada
mantuvieron un peso de tejido intestinal cercano al 5% del peso corporal. Este
fendmeno, detectado en los grupos STD, HIP y HIPSTD. El efecto observado podria
estar relacionado con la disponibilidad de nutrientes proporcionada por la galleta
biotransformada. Aunque esto se observé tanto en los grupos con galleta
biotransformada como no biotransformada dentro de los conjuntos HIP, la tendencia
fue mas marcada a favor de la galleta biotransformada en los grupos STD.

10.4 Marcadores de inflamacién

La produccién de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias se ha asociado con
las alteraciones metabdlicas tipicas de dietas poco saludables, especialmente
cuando la expansién del tejido adiposo conduce a un aumento en la resistencia a la
insulina y a la infiltracion de macréfagos. Este efecto se amplifica cuando ocurre una
acumulacién de grasa visceral (Oliveira et al., 2013).

En el grupo HIPSTD, se observaron diferencias en los niveles de IL-6 entre el grupo
SB y los grupos B y SG. El grupo biotransformado mostré niveles de IL-6 similares
al grupo sin galleta, lo que sugiere una posible reduccion de esta citocina asociada

con la suplementacion. Aunque también se observé una reduccién de IL-6 en los
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grupos HIP (SB vs B), la diferencia entre los grupos SB y B no fue significativa
aunque los niveles reportados fueron similares.

Si bien el mecanismo puede ser diferente, otro estudio que utiliz6 extracto de P.
ostreatus en cultivos de macrofagos y esplenocitos reportd una disminucién en los
niveles de IL-6, probablemente mediante la inhibicion de las vias de sefalizacion
NF-kB y AP-1 (Jedinak et al., 2011). De manera similar, estudios previos han
demostrado que las dietas ricas en grasas saturadas de origen animal pueden
aumentar los niveles de IL-6 en un periodo de 10 semanas, alcanzando
concentraciones promedio de 17.6 pg/mL. Estos valores son comparables a los
registrados en nuestro estudio para el grupo HIP SG (20.63 pg/mL) y el grupo
HIPSTD SG (9.93 pg/mL). El grupo HIPSTD, tras cambiar a una dieta estandar,
alcanzo niveles comparables al grupo STD SG. Se observaron reducciones en los
niveles de IL-6 en los grupos HIP suplementados, independientemente de la
biotransformacién, en comparacién con los ratones no suplementados que
recibieron dieta hipercalérica (Catta-Preta et al., 2011). El grupo HIPSTD B, en
particular, mantuvo una alta ingesta de la galleta biotransformada durante la fase 2,
especialmente a partir de la semana 16. Esto podria haber influido en la regulacién
de IL-6, sobre todo en los grupos que experimentaron tanto el cambio dietético como
la suplementacion. La combinacion de estos dos factores parece potenciar el efecto
regulador de la galleta, mas que la suplementacion por si sola. Esto puede ser
relacionado con el contenido de B-glucanos y compuestos fendlicos presentes en la
galleta, que se han relacionado con la interrupcion de la via de sefalizacion de NF-
KB y que desencadena alteraciones en la producciéon de IL-6 (Sido et al., 2017).

En cuanto a la IL-10, no se observaron diferencias marcadas entre los grupos STD
e HIP, pero si se registré una reduccion en el grupo HIPSTD. Esto podria atribuirse
al cambio dietético en dicho grupo, ya que la suplementacion con P. ostreatus en
los otros grupos no afectd los niveles de IL-10. Dentro del grupo HIPSTD, surgieron
diferencias entre los subgrupos suplementados y no suplementados.

Se observo una reduccion de IL-10 en el grupo HIPSTD, lo cual se ha asociado con
inflamacion y obesidad, principalmente en el tejido adiposo. La IL-10 puede suprimir

los niveles de IL-6 y TNF-a, los cuales se encontraron elevados en los grupos
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HIPSTD SB y B, respectivamente. Esto sugiere una posible regulacion
compensatoria. Ademas, la IL-10 podria desempefiar un papel paraddjico en el
tejido adiposo, posiblemente favoreciendo la resistencia a la insulina y la
termogénesis (Acosta et al., 2019). En los grupos STD e HIP, la IL-6 y la IL-10 se
mantuvieron elevadas, lo que podria reflejar una regulacién mutua. En cambio, el
grupo HIPSTD mostré variabilidad en los niveles de IL-6, reflejando las fluctuaciones
de la IL-10 (Kern et al., 2018). Un estudio realizado en ratas con predisposicion a la
obesidad se encontraron niveles disminuidos de IL-10, sugiriendo una reparacion
mas efectiva en modelos con resistencia a la inflamacion (Poret et al., 2017). La
inflamacion persistente puede dar lugar a la hiperplasia del tejido adiposo y a la
infiltracion de macrofagos, siendo los macrofagos M1 responsables de la produccion
de citocinas proinflamatorias y los macréfagos M2 de las respuestas
antiinflamatorias. La predominancia de macrofagos M1 en la obesidad favorece la
inflamacion crénica (De Luca & Olefsky, 2007). En este estudio, la combinacion de
cambio dietético y suplementacion condujo a la regulacién de la IL-6, especialmente
al comparar los subgrupos SB y sin galleta. La elevacion de la IL-6 podria haber
desencadenado una reduccion en la produccion de IL-10. Este efecto parece mas
evidente en el grupo HIPSTD, donde el cambio dietético sin suplementacion
simultanea podria haber impulsado este patrén de respuesta, en contraste con los
grupos STD y HIP.

Los niveles de TNF-a no mostraron diferencias significativas entre los grupos
suplementados y no suplementados. Sin embargo, se observaron ligeros cambios
en los subgrupos B y SG dentro del grupo HIPSTD. Estos resultados son
consistentes con los patrones de IL-6 en el mismo grupo. La IL-10 podria haber
compensado la reduccién de la IL-6. En estados inflamatorios, la IL-6, la IL-10 y el
TNF-a tiende a aumentar, siendo la IL-6 la que presenta las mayores fluctuaciones
durante la inflamacién sistémica (De Cassia Coelho Moraes De Brito et al., 2016).
Esta correlacion se observé en el presente estudio, donde la disminucion de la IL-6
coincidié con un aumento del TNF-a. Esto podria reflejar una regulacion propia de
la inflamacion crénica. Otro estudio realizado con ratones obesos y células adiposas

humanas reportd que niveles elevados de TNF-a pueden promover la producciéon
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de IL-6, lo que posiblemente explique las tendencias de citocinas observadas en
este trabajo (Al-Roub et al., 2021).

Cabe destacar que el grupo HIPSTD experimentdé un cambio dietético particular,
pasando de una dieta alta en grasas a una dieta estandar. Esto podria haber
atenuado gradualmente los efectos de la alteracion metabdlica previa. Una
limitacion de este estudio es la duracion relativamente corta de la exposicion
hipercaldrica (<26 semanas), lo que podria haber dado lugar a resultados mas
sutiles en comparacion con intervenciones mas prolongadas. No obstante, los
cambios tisulares y en citocinas observados respaldan las alteraciones metabdlicas
e inflamatorias inducidas por dietas altas en grasas. En los grupos HIPSTD, la
regulacion de citocinas parece haber sido modificada por el nuevo régimen dietético,
lo que podria haber influido tanto en respuestas inflamatorias positivas como

negativas.

11. Conclusiones

1. No se observaron diferencias bioquimicas significativas durante la fase 1, las
variaciones en la composicion de la dieta podrian haber contribuido a las
alteraciones metabdlicas observadas en la fase 2.

2. La combinacién de la suplementacion con galletas biotransformadas y la
transicion de una dieta hipercalérica a una dieta estandar parece favorecer la
reversion de las alteraciones metabdlicas inducidas por la ingesta previa de una
dieta hipercaldrica.

3. En los grupos mantenidos con una dieta estandar, la suplementacién con
Pleurotus ostreatus podria ejercer un efecto preventivo contra la acumulacion de
tejido adiposo y el aumento del volumen hepatico.

4. Los resultados obtenidos sugieren que, en un modelo sano, el consumo de galleta
biotransformada podria desempenar un papel preventivo frente a la acumulacion de
tejido adiposo.

5. A pesar de la corta duracion del estudio, la suplementacion con la galleta
biotransformada por Pleurotus ostreatus demostrd ser efectiva en la regulacion de

los niveles de IL-6 en ratones con alteracion metabdlica inducida por dieta
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hipercaldrica, efecto que se vio potenciado al combinar el cambio dietético con la
galleta biotransformada.

6. El uso de alimentos funcionales representa una propuesta relevante para influir
en el estado nutricional e inflamatorio, ya que no solo aportan nutrientes basicos,
sino que también contribuyen a la regulacion glucémica, acumulacion de tejido

adiposo y alteraciones de marcadores de inflamacion.
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