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RESUMEN

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas en la diabetes
incrementan la produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a (factor de
necrosis tumoral alfa) e IL-6 (interleucina 6), que a su vez activan al factor de
transcripcion nuclear kB (NF-kB), el cual regula la expresion de proteinas
relacionadas con el dafio renal presente en la diabetes; sin embargo, las ROS
pueden ser inactivadas por la enzima glutation-S-tranferasa (GST) mediante la
conjugacion con glutation reducido (GSH). Dichos mecanismos pueden ser
regulados a través de compuestos antioxidantes presentes en diversos alimentos,
como el frijol. Diversos estudios han demostrado las propiedades antioxidantes e
hipoglucemiantes del frijol; sin embargo, poco se sabe acerca del efecto que
pudiera ejercer el frijol sobre el dafo renal. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto del consumo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) sobre
citocinas proinflamatorias involucradas en el dafio renal en ratas diabéticas. Para
ello, se determind la concentracion de taninos condensados, fenoles totales,
antocianinas y capacidad antioxidante a las harinas de frijol cocido, donde el frijol
Negro 8025 (N) presento valores 4, 1.5, 8 y 1.2 veces mayores, respectivamente,
comparados con el frijol Pinto Durango (PD). Para los estudios in vivo se trabajo
con animales diabéticos inducidos con estreptozotocina 45 mg/kg (etapa inicial
con =250 mg/dl glucosa) y 55 mg/kg (etapa avanzada con >300 mg/dl glucosa), los
cuales se alimentaron con harinas de frijol cocido PD y N incorporadas a la dieta a
las concentraciones de 3, 12.5, 25 y 50 %, cuantificandose semanalmente glucosa
sanguinea en ayuno. Al finalizar los tratamientos, se determind la concentracion
de proteina y microalbumina en orina, asi como el perfil lipidico (colesterol y
triglicéridos totales, HDL y LDL) y los niveles de TNF-a e IL-6 en sangre. El
consumo de frijol produjo un efecto hipoglucemiante e hipolipidémico en ratas
diabéticas de la etapa inicial; mientras que en animales diabéticos de la etapa
avanzada no se observo una disminucion de los niveles de glucosa, pero si un
decremento en los marcadores de dafio renal como proteina y albumina en orina;
ademas de colesterol total, LDL, IL-6 y TNF-a. Asimismo, se observdé un
incremento en la concentracion de GSH y la actividad de GST, lo que podria estar
relacionado con la regulacion de la expresion de NF-kB e IKB- en rifidn. Estos
resultados sugieren que el consumo de frijol controla los niveles de glucosa en
ratas de etapas iniciales, mientras que en etapas avanzadas, disminuye el dafio
renal relacionado con un estado inflamatorio presente en la diabetes.
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SUMMARY

Reactive oxygen species (ROS) produced in diabetes increase the
production of proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor a (TNF-a)
and interleukine (IL-6), which activate the nuclear transcription factor kB (NF-kB),
regulating the expression of proteins related to renal damage characteristic in
diabetes. However, ROS can be inactivated by the enzyme glutathione-S-
transferase (GST) by conjugation with reduced glutathione (GSH). These
mechanisms can be regulated by antioxidant compounds present in several food
items, such as beans. Several studies have demonstrated the antioxidant and
hypoglycemic properties of common beans; however, little is know about its effect
on renal damage. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of
common beans (Phaseolus vulgaris L.) on proinflammatory cytokines involved in
renal damage in diabetic rats. Determinations of condensed tannins, anthocyanins,
total phenols as well as antioxidant capacity of cooked bean flours showed higher
values (4, 1.5, 8, 1.2-fold, respectively) for Negro 8025 (N) compared to Pinto
Durango (PD) bean. For the in vivo studies, animals for early stage (=250 mg/dl
glucose) and advanced stage of diabetes (>300 mg/dl glucose) was chemically
induced with streptozotocin (45 and 55 mg/kg BW, respectively) and the animals
were fed with PD and N flour cooked bean (3, 12.5, 25 and 50 % w/w) incorporated
into the diet. Fasting blood glucose levels were determined every week. At the end
of the experiment, protein and albumin concentration in urine and lipid profile
(cholesterol, total triglycerides, HDL and LDL) were determined, as well as serum
TNF-a and IL-6. Common bean consumption produced a hypoglucemic and
hypolipidemic effects in early stage of the diabetic rats. Although a hypoglucemic
effect was not observed, diabetic rats in advanced stage of the diabetes showed
lower levels of damage renal markers such as urinary protein and albumin, as well
as serum total cholesterol, LDL, TNF-a and IL-6. Furthermore, common beans
induced GSH content and GST enzyme activity, which might regulate NF-kB and
IKB-B expression in kidney. These results suggest that consumption of common
beans controls both blood glucose and lipids levels in early stage of the diabetes,
whereas in advances stages of the diabetes decreases renal damage related to an
inflammatory process.

Keywords: Diabetes, Phaseolus vulgaris L., renal damage, cytokines, NF-kB.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares, la diabetes y el cancer, constituyen
serios problemas de morbimortalidad en el pais. Entre las enfermedades cronico
degenerativas, la diabetes mellitus muestra el ascenso mas importante en los

ultimos afios (Secretaria de Salud, 2004).

La diabetes y las complicaciones propias de la enfermedad estan
consideradas como una de las principales causas de mortalidad en México (Rivera
y col., 2004; Secretaria de Salud, 2004). Actualmente existen entre 6 y 10 millones
de diabéticos (con una prevalencia nacional de 10.7 % en personas entre 20 y 69
afios) (Aguilar-Salinas y col., 2003; Rull y col., 2005; Avila-Curiel y col., 2007).

Las complicaciones de la diabetes, principalmente la nefropatia y las
enfermedades cardiovasculares, disminuyen notablemente la calidad de vida de
los enfermos y generan un problema muy grande de salud publica. Los costos
asociados con sus tratamientos se han incrementando de forma alarmante, pero
también la incapacidad progresiva de los individuos afectados representan una
sobrecarga para los sistemas de salud, sobre todo al considerar que el 40 % de
las personas que padecen esta enfermedad son menores de 40 afos (Arredondo
y col., 2005).

La generaciéon de las complicaciones de la diabetes esta estrechamente
relacionada con un incremento de estrés oxidativo. En afios recientes se ha
propuesto que la hiperglicemia producida en la diabetes genera un incremento de
radicales libres, por ejemplo, las especies reactivas del oxigeno (ROS) en algunas
células como los macrofagos, células endoteliales (vasos sanguineos) y tejido
adiposo. Esto conlleva a un aumento en la expresion de citocinas proinflamatorias
como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 1B (IL-18) e interleucina
6 (IL-6), entre otras. Dichas citocinas a su vez activan al factor de transcripcion kB

(NF-kB), que se encuentra secuestrado por la proteina inhibitoria IkB-a en el



citosol de células mesangiales (rifidn) y en las mismas células endoteliales. Al ser
activado se transloca al nacleo para regular la expresion de un gran numero de
genes, incluyendo a las mismas citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesion
(ICAM, VCAM Yy selectina P), factores de crecimiento (TGF-), generando asi, el

dafio relacionado con las complicaciones propias de la enfermedad.

Por otra parte, se sabe que TNF-a altera la accidon de la insulina en tejido
adiposo, probablemente a través de una disminucién en la actividad del receptor a
insulina. Por lo cual, se considera que la hiperglicemia y el estrés oxidativo juegan
un papel importante en la diabetes y en sus complicaciones. Por lo tanto, en los
ultimos afios se ha recomendado que el tratamiento mas eficaz para el paciente
diabético es aquel que incluye farmacos hipoglucemiantes y compuestos
antioxidantes (Escobedo-de la Pefia y Rico-Verdin, 1996; Brownlee, 2001; Evans y
col., 2002; Flores y col., 2005).

Se ha reportado que ciertas poblaciones, entre las cuales se encuentra la
de México, muestran una fuerte predisposicion genética al desarrollo de la
diabetes (Hayes y col., 2007). Sin embargo, éste no es el Unico parametro del cual
depende la presencia de la enfermedad, ya que existen estudios que demuestran
gue la diabetes resulta de la interaccion de la susceptibilidad genética y el estilo de
vida (Schulz y col., 2006). Las causas mas importantes relacionadas con el estilo
de vida son la obesidad, la inactividad fisica y la nutricion (Aguilar-Salinas y col.,
2003; Monteiro y col., 2005).

Con respecto a la dieta, estudios epidemiolégicos han reportado que
poblaciones que consumen dietas mediterraneas tienen una menor incidencia de
enfermedades crénico degenerativas (Wahle y col., 2004). Estas propiedades se
han relacionado con alimentos que contienen compuestos fendlicos y acido graso
omega 3, entre otros. Por lo tanto, patrones dietarios tradicionales pueden ayudar
a reducir el riesgo de obesidad, diabetes y sus complicaciones, debido a un

adecuado balance de calorias y una ingesta recomendable de fitoquimicos.



En la dieta mexicana existen una serie de alimentos que han sido
recomendados para el control de la diabetes, tal es el caso del frijol, el cual es una
de las leguminosas mas importantes para la poblacion (Paredes Lopez y Valverde,
2006). El consumo de frijol ha recibido recientemente mayor interés, ya que se
considera como un alimento nutracéutico (Cavallé de Moya y col., 2003). Los
efectos fisiologicos por el consumo de frijol pueden deberse a la presencia de
fitoquimicos, tales como, compuestos fendlicos (taninos condensados, flavonoides
y antocianinas), fibra, lectinas, &cidos grasos insaturados, acido fitico,

polisacaridos, inhibidores de tripsina, entre otros (Adams y Strandidge, 2006).

El efecto hipoglucemiante del frijol se ha demostrado en estudios realizados
con conejos y con ratones diabéticos a los cuales se les administro
independientemente un extracto acuoso y etandlico de Phaseolus vulgaris,
observandose una disminucion del pico hiperglicémico y produciendo de manera
adicional un incremento en la expresion de enzimas antioxidantes (Roman-Ramos
y col., 1995; Petlevski y col., 2001; Subramanian y Leelavinothan, 2002). En base
a lo anterior, se sugiere que el frijol presenta capacidad hipoglucemiante y

antioxidante.

A pesar de ello, existe una variacion importante de su consumo como
consecuencia del urbanismo, cambio de los hébitos alimenticios, la migracion y el
empleo, principalmente (www.siap.sagarpa.gob.mx/cadenas/frijol/demanda.pdf,
2003). Por lo tanto, en este estudio se evaluo el efecto del consumo de frijol cocido
(Phaseolus vulgaris L.): Pinto Durango y Negro 8025, incorporado en la dieta a
diferentes concentraciones, sobre citocinas proinflamatorias relacionadas con en

el dano renal en ratas diabéticas.



2. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes mellitus

2.1.1 Definicion

La diabetes mellitus es un sindrome que manifiesta un trastorno metabdlico
gue cursa con hiperglicemia, es decir, un incremento persistente en los niveles
basales de glucosa (>126 mg/dl ml 6 7.0 mmol/l), la que a su vez es consecuencia
de una deficiencia en la secrecion de insulina o en el efecto biolégico de la misma
(Ramos, 1994). La diabetes mellitus es una enfermedad cronica y degenerativa
gue incapacita al cuerpo para metabolizar o usar eficazmente los carbohidratos,
las proteinas y las grasas (Islas y Revilla, 2005). Desde el punto de vista
epidemiolégico, la frecuencia, prevalencia y mortalidad de la diabetes sefialan con
claridad que se trata de un problema de salud publica (Ramos-Rodriguez y
Domingo-Méndez, 1994).

2.1.2 Clasificacion

2.1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1, también es conocida como diabetes mellitus

insulino dependiente (DMID) o diabetes juvenil.

En la diabetes mellitus tipo 1, el pancreas no produce insulina, como
resultado de la destruccién auto-inmune de las células B pancreéticas, o que se
traduce en un déficit absoluto de insulina y dependencia vital a la insulina
exogena. Por lo tanto, la glucosa no puede ser incorporada a ciertas células y se
acumula en el torrente sanguineo elevando el valor de la glicemia (Guia Mexicana
de Diabetes, 2005).



2.1.2.2 Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes tipo 2 es la mas prevalente y es también llamada diabetes

mellitus no insulino dependiente (DMNID).

En la diabetes mellitus tipo 2, aun cuando se secreta insulina, esta hormona
no funciona adecuadamente, por lo tanto la glucosa no puede ingresar a los
organos que dependen de insulina para el ingreso de la glucosa (tejido adiposo y
muscular) por lo que se acumula en el torrente sanguineo elevando el nivel de la
glicemia (Guia Mexicana de Diabetes, 2005).

El riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 incrementa con la edad, obesidad y
la falta de la actividad fisica, ocurre frecuentemente en individuos con hipertension
o dislipidemia, y varia en diferentes subgrupos raciales/étnicos, por lo que esta

asociada con una fuerte predisposicion genética (The Expert Committee, 2002).

En etapas avanzadas, la diabetes tipo 2 se asocia con un aumento en el
deterioro de las células 3 pancreaticas (Bennett y Knowler, 2001) y a largo plazo el
paciente con diabetes tipo 2 podria presentar caracteristicas clinicas similares a la
diabetes tipo 1.

Algunas manifestaciones y sintomas mas importantes del padecimiento
para ambos tipos de diabetes son: poliuria (excrecion excesiva de orina), polidipsia
(sed excesiva), pérdida de peso, algunas veces polifagia (ingestion excesiva de
alimentos), visiobn borrosa, disminucion de la fuerza muscular, con menor

frecuencia somnolencia, cefalea, entre otros (Braunwald y col., 1998).

Por otro lado, existen diferencias entre las diabetes mellitus tipo 1 y 2,

algunas de las cuales se mencionan en el cuadro 1 (Guyton, 1999).



Cuadro 1. Diferencias entre la diabetes mellitus tipo 1y 2

DEPENDIENTE DE
INSULINA (TIPO 1)

NO DEPENDIENTE DE
INSULINA (TIPO 2)

Edad de inicio Antes de los 40 afios Después de los 40 afios
Inicio de sintomas Aguda o subaguda Lenta
Obesidad Rara Comun
Insulina Disminuida o no existe Variable
Receptores de insulina Normales Variable

Breve después del
tratamiento

Remision clinica Puede ser prolongada

Reduccion de peso,
mantener los niveles de
glucosa normal y evitar

sintomas

Sincronizar la dosis de

Objetivo de la dieta _ X s
insulina y la dieta

(Guyton, 1999)

2.1.3 Diagndstico

La mayoria de las veces la diabetes puede ser una enfermedad
asintomatica, pero una vez manifestada la sintomatologia clasica del
padecimiento, el diagnostico es relativamente simple en mas del 90 % de los
casos. Sin embargo, para establecer el diagndstico de diabetes mellitus en su fase
clinica, es indispensable detectar hiperglicemia en ayunas, o bien postprandial, asi
como glucosa en la orina (Islas y Revilla, 2005).

La evolucion clinica de la diabetes mellitus varia con el individuo y, en gran
medida, depende del tiempo en que se establezca el diagndstico y se proporcione
al paciente el manejo integral del padecimiento (Arreola y Partida, 2005).

El Comité de Expertos en el Diagnostico y Clasificacion de Diabetes
recomendd el uso de la glucosa plasmatica en ayunas como prueba para el
diagndstico de diabetes mellitus tipo 2. Dicho comité propuso disminuir los niveles
de deteccion de >140 mg/100 ml (7.8 mmol/l) a >126 mg/100 ml (7.0 mmol/l). Este



cambio se baso en la elevada incidencia y prevalencia de retinopatia diabética que

inicia con estas cifras (Islas-Andrade, 2005).

2.1.4 Causas

Los factores relacionados con la ocurrencia de diabetes son aquellos que
incrementan (factores de riesgo) o reducen su presencia, En la diabetes, los
principales factores de riesgo tienen que ver con la carga genética y con los estilos
de vida, por lo tanto, el riesgo genético es necesario pero no suficiente para
desarrollar diabetes. Una dieta rica en grasas saturadas y en azUcares simples,
asi como, el sedentarismo, son condiciones que caracterizan a la poblaciéon
moderna y que se relacionan estrechamente con la presencia de diabetes
(Escobedo de la Pefia, 2005).

Se ha calculado que mas del 90 % de los casos de diabetes pueden
atribuirse a estilos de vida de alto riesgo, de forma tal que la mayoria de los casos
de diabetes son potencialmente prevenibles. La diabetes también se asocia con la

obesidad y la hipertension arterial (Escobedo de la Pefia, 2005).

2.2 Insulina

2.2.1 Efecto de la insulina sobre el metabolismo de carbohidratos, lipidos y

proteinas

La insulina desempefia un papel importante en el almacenaje de
combustibles como el glucégeno y los triglicéridos e inhibe la degradacion de
estos; estimula la sintesis e inhibe la degradacion de proteinas. Asi mismo, ejerce
una accion directa, positiva o negativa, sobre la expresion de ciertos genes,
estimulando las sefiales de transduccion al unirse con su receptor (Flores y col.,
2005).



La insulina produce una disminucién de la glucosa disponible, mediante
tres acciones basicas: a) estimula la formacion de glucogeno al inducir la via
metabdlica de la glucogénesis por accion sobre la enzima glucdégeno sintetasa b)
inhibe la gluconeogénesis y c) promueve el aumento del consumo de glucosa en
los tejidos periféricos, como musculos y adipositos. Como resultado de este
proceso se favorece la disminucidbn de acidos grasos libres circulantes, a
consecuencia de cuatro mecanismos: a) induccion de la lipogénesis, b) inhibicion
de la lipdlisis, c) disminucidn de la cetogénesis y d) disminucion de la acidosis.
Ademés, se reduce la cantidad de aminoacidos circulantes, mediante cuatro
acciones: a) aumento del transporte activo de aminoacidos, b) aumento del
anabolismo de proteinas, c¢) inhibicion del catabolismo de proteinas,
especialmente en los musculos y d) disminucién de la oxidacion de aminoacidos
(Mathews y Van Holde, 2002).

2.3 Complicaciones de la diabetes mellitus

Los niveles elevados de glucosa (hiperglicemia), que caracterizan a la
diabetes, eventualmente generan una serie de complicaciones, que de no ser
tratadas, provocan la muerte (Reusch, 2003). Dentro de las complicaciones mas
comunes en la diabetes mellitus se encuentran las siguientes.

1) Macro-vasculares:

a) Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad en la cual las paredes de los las arterias
se hacen mas gruesas y duras. En un tipo de aterosclerosis, la grasa se acumula
en el interior de las arterias y hace més lento el flujo de sangre y afecta la
irrigacion en distintos tejidos y 6érganos, provocando infarto al miocardio, apoplejia

0 amputacion de alguna extremidad en el paciente (Wei y col., 1998).



Dicha complicacion vascular representa la causa directa de muerte en mas
del 50 % de los pacientes diabéticos, ya que favorece lesiones vasculares
miocérdicas, cerebrales, renales y la aparicion de isquemia a nivel de miembros
inferiores, que promueven la aparicion de infecciones secundarias y gangrena
(Weiy col., 1998; Eknoyan, 2007).

2) Micro-vasculares:

b) Retinopatia diabética
La retinopatia diabética es una complicacién ocular, causada por el
deterioro de los vasos sanguineos que irrigan la retina del ojo. Estos vasos
sanguineos debilitados pueden dejar salir liquido o sangre, formar ramas fragiles
en forma de cepillo y agrandarse en ciertos lugares. Cuando la sangre o el liquido
de los vasos lesionan o forman tejidos fibrosos en la retina, la imagen enviada al

cerebro se hace borrosa, si esta alteracion no es tratada, puede causar ceguera.

c) Neuropatia diabética

La neuropatia diabética es una complicacion comun de la diabetes, en la
cual se presenta dafio a los nervios como resultado de una hiperglicemia o por la
disminucion del flujo sanguineo, el cual puede ser temporal o permanente. La
neuropatia puede afectar nervios craneales o de la columna vertebral y sus

ramificaciones tienden a desarrollarse por etapas (Ginsberg, 2000).

d) Nefropatia diabética

La nefropatia es una enfermedad secundaria de la diabetes en la cual el
rinion pierde la capacidad para funcionar apropiadamente. Esta condicion se
caracteriza por los niveles elevados de albumina y presencia de proteina en la
orina. La nefropatia diabética es la causa mas comun de insuficiencia renal
cronica (Atlas de la diabetes, 2002). La microalbumina es un poderoso predictor
de riesgo renal, asi como también un marcador de dafio glomerular y considerado

como un marcador de nefropatia progresiva. Niveles elevados de albimina en la



orina aumentan progresivamente el riesgo de desarrollar macroalbuminuria y de
presentar eventos cardiovasculares. Por lo que la disminucién de la albumina en
orina no solamente protege al rifidén, también al sistema cardiovascular (Wiseman
y col, 1985; Userpater y col., 2004).

La nefropatia diabética es una de las complicaciones cronicas mas graves y
mas frecuentemente observada en los pacientes con diabetes tipo 2. Dicha
alteracion es una de las principales causas de mortalidad por diabetes (Aguilar y
col., 2000).

La mortalidad en pacientes diabéticos con nefropatia es de 20-40 veces
mayor que en pacientes sin nefropatia. Se desarrolla en aproximadamente 40 %
de los pacientes con diabetes tipo 2, particularmente cuando se presenta
descontrol metabdlico cronico, ademas de historia familiar de nefropatia diabética

o de hipertension arterial (Aguilar y col., 2000).

Estudios controlados demuestran que mantener niveles adecuados de
glucosa retarda el inicio y disminuye la progresion de las secuelas de la diabetes
mellitus. Sin embargo, el deterioro progresivo de la funcion renal no depende
unicamente del control de la glicemia, ya que otros factores contribuyen en las
manifestaciones de esta compleja patologia que presenta cambios hemodamicos,
metabolicos y estructurales como por ejemplo, las citocinas, los factores de
crecimiento, los factores genéticos, el oOxido nitrico, radicales de O, las

lipoproteinas de baja densidad glicosiladas, entre otros (Vazquez y col., 2005).
2.4 Diabetes y estrés oxidativo

Estudios clinicos han demostrado que existe una relacion estrecha entre la
hiperglicemia y las complicaciones micro y macro-vasculares de la diabetes tanto

en el tipo 1 como en el tipo 2. El estrés oxidativo, resultado de un incremento en la

produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) o de su inadecuada
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eliminacidn, juega un papel importante en la patogénesis de las complicaciones de
la diabetes mellitus. Se han propuesto diversos mecanismos para explicar los
efectos patoldgicos de la diabetes en los cuales la mayor parte de éstos se

atribuyen a los niveles elevados y persistentes de glucosa (Evans y col., 2002).

El incremento de los radicales libres, producidos por la hiperglicemia, inhibe
a la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa que participa en la via de la
glucdlisis. Este aumento conlleva a una acumulacion de metabolitos rio arriba de
esta enzima, los cuales activan otras vias metabdlicas: a) via de los azUcares
polihidroxilados, b) via de la hexosamina, c) produccién de diacilglicerol (DAG), el
cual a su vez activa a la proteina cinasa C (PKC), y d) sintesis de productos de
glicosilacion avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés), los cuales también
estimulan a PKC. Por lo tanto, tratamientos que inhiben la actividad de la PKC
mejoran la nefropatia diabética (Figura 1) (Brownlee, 2001; Evans y col., 2002;
Schultz y col., 2005; Yamagishi y col., 2007; Aronson, 2008).

La activacion de PKC se ha relacionado con cambios funcionales de las
células endoteliales vasculares mediante la activacion de factores de transcripcion
(NF-kB) y por alteraciones en la expresion de ciertas proteinas membranales
como la fibronectina. Asi mismo, los AGEs producidos por células endoteliales se
unen a los receptores AGE (RAGE) de las mismas células endoteliales, células
mesangiales, glomerulares y macrofagos, generando especies reactivas de
oxigeno (ROS) y activando NF-kB, para la expresion de genes, principalmente de
algunas citocinas, los cuales son mediadores importantes de la inflamacién
(Brownlee, 2001) (Figura 2).
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Figura 1. Posibles mecanismos inducidos por la hiperglicemia, debido a la

elevada produccion de iones superdxido por la mitocondria (Brownlee, 2001).

receptor
Glucosa AGE

Matriz lx,‘ _ g#pﬁﬁginas

' : | plasma
Transductores intracelu

receptor
AGE

Factores de

crecimiento y citocinas

Macroéfago/célula
mesangial

Célula endotelial

Figura 2. Mecanismo de accién de los AGEs relacionado con altas

concentraciones de glucosa sanguinea (Brownlee, 2001).
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2.4.1 Mecanismo de defensa celular antioxidante

El estrés oxidativo es controlado por mecanismos de defensa celular, que
consisten en sistemas enziméaticos y no enzimaticos. Los niveles de estos
mecanismos de defensa antioxidante, se ven alterados en la diabetes, ademas,
ineficiente eliminacion de los radicales libres juega un papel importante en el dafio
a tejidos (Figura 3) (Schulz y col., 2005).

Los sistemas antioxidantes enddgenos mas importantes son las enzimas
superoxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa (GPx). El sistema del
glutation esta constituido por el glutation reducido (GSH) y por la actividad de la
enzima glutation reductasa que se encarga de reducir sistematicamente al
glutation oxidado, asi mismo, la transferrina y la ceruloplasmina se consideran
proteinas antioxidantes. Como antioxidantes exdgenos se tienen a las vitaminas A,
C y E y algunos metales como el cobre y el selenio, este ultimo al actuar como

cofactor de la enzima glutation peroxidasa (GPx) (Willcox y col., 2004).

La enzima glutation-S-transferasa (GST) y el cofactor GSH son
considerados unas de las principales defensas del organismo contra el estrés
oxidativo. Sin embargo, en la diabetes dichos parametros se ven severamente
afectados, ya que disminuyen sus niveles tanto en suero como en 6érganos (Young
y col.,, 2001). Por lo que, una disminucion del estrés oxidativo, a través del
tratamiento con antioxidantes, actuando como inductores de enzimas antioxidante,
puede ser una estrategia efectiva para reducir las complicaciones de la diabetes
(Schultz y col., 2005).
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Figura 3. Generacidn de especies reactivas en la diabetes (Schultz y col., 2005).

2.5 Citocinas proinflamatorias y su relacion con co mplicaciones de la

diabetes mellitus

Las citocinas son polipéptidos producidas por una variedad de células como
los macrofagos y los monocitos durante el proceso inflamatorio, los cuales
sintetizan de manera importante interleucinas, TNF-qa, interferon gamma, TGF-(3,

entre otros (Muntaner y col., 1999).

Las citocinas y los factores de crecimiento se han implicado como agentes
gue contribuyen a los cambios estructurales, metabdlicos y de la hemodinamica
renal que se observa en la diabetes mellitus (Vazquez y col., 2005). Asi mismo, las

citocinas incrementan el estado de coagulacion, disminuyen la lipoproteina de alta
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densidad (HDL) y elevan los valores de triglicéridos y el colesterol total,

parametros relacionados con la aterosclerosis (Muntaner y col., 1999).

En los dltimos afos se ha sugerido que el proceso de inflamacion cronica,
es importante en la patologia y las complicaciones de la diabetes. A este respecto
es importante resaltar el hecho de que las enfermedades cronicas contienen un
elemento comun, que es la inflamacion, la cual en algunas ocasiones se presenta
antes de que la enfermedad sea clinicamente diagnosticada (Hwang y col., 2008).
De tal forma que, la produccion de citocinas desencadenada por un proceso de
inflamacion cronico leve ejerce un efecto deletéreo sobre la accion periférica de la
insulina y contribuye o es parcialmente la causa del desarrollo de algunas de las
complicaciones asociadas con la diabetes, como la aterosclerosis acelerada y

nefropatia diabética (Rodriguez y Guerrero, 2005).

Se ha demostrado que una vez desarrollada la enfermedad, la elevacién
cronica de los niveles de glucosa en el organismo genera radicales libres, los
cuales influyen sobre las complicaciones de la diabetes. El desarrollo y la prueba
de esta hipotesis ha ido a la par con la demostracion que citocinas como el TNF-q,
IL-1 e IL-6 tienen un papel relevante en el desarrollo de la retinopatia, la nefropatia
y la aterosclerosis, entre otras complicaciones, mientras que la IL-10 es una
citocina antiinflamatoria que regula en proceso de inflamacién y puede

contrarrestar dicho efecto (Popay col., 2007).

2.5.1 TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa)

TNF-a es un miembro de la creciente familia de péptidos mediadores, los
cuales comprenden por lo menos 19 citocinas (Popa y col., 2007). TNF-a esta
involucrada en diferentes vias de sefializacion con dos respuestas celulares bien
establecidas, la induccion de la muerte celular y la activacion de trascripcion

génica para la sobrevivencia celular. Esta citocina es producida por diferentes
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tipos de células, incluyendo macrofagos, monocitos, células T, adipocitos y
fibroblastos (Popa y col., 2007).

Entre los mecanismos de activacion de la transcripcion génica para
sobrevivencia, TNF-a activa el factor nuclear kappa B (NF-kB) (Figura 4) y la
proteina activadora 1, los cuales inducen la expresion de genes involucrados en la

inflamacion, el crecimiento celular y la regulacion de sefiales (Flores y col., 2005).

En sujetos con resistencia a la insulina se ha demostrado la expresion de
TNF-a en el musculo esquelético; ademdas, esta expresion se encuentra
incrementada en sujetos obesos y esta relacionada con la elevacion de los niveles
de insulina. Estos datos sugieren que el TNF-a altera la accién de la insulina, y el
mecanismo probable involucra una disminucién en la actividad del sustrato del
receptor a insulina, por lo cual, se considera que juega un papel patolégico
importante en la diabetes (Flores y col., 2005; Alexandraki y col., 2006).

Junto con otras citocinas proinflamatorias, TNF-a ha surgido como un factor
importante en el desarrollo de lesiones ateroescleréticas promoviendo la expresion
de moléculas de adhesion en células endoteliales, la activacion de células
inflamatorias y la iniciacion de la cascada inflamatoria dentro de la pared arterial.
Ademas, se ha demostrado que TNF-a interfiere directamente con las rutas
metabdlicas de triglicéridos y colesterol (Popa y col., 2007).

En un estudio realizado por Dipetrillo y col. (2003) demostraron que TNF-a
esta relacionado con la nefropatia diabética, la excrecion de esta citocina en la
orina precede al desarrollo de la microalbuminuria en un modelo animal. Por otro
lado, esta citocina provoca el desplazamiento de células inflamatorias a la
estructura microvascular de los rifiones, lo cual predispone al desarrollo de la
nefropatia diabética (Williams y Nadler, 2007).
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Actualmente, se sabe que la gran mayoria de los genes que codifican
proteinas clave en la respuesta inflamatoria de la aterosclerosis son modulados
por NF-kB (Sanchez y Kaski, 2001; Evans y col., 2002).
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Figura 4. Activacion del factor NF-kB por diferentes agentes y modulacion

de la expresion de diferentes genes blanco (Martinez-Gonzalez y col., 2001).
LPS=lipipolisacaridos, IL-1= interleucina 1, IL-8= interleucina 8, LDL-ox= Lipoproteina de baja
densidad oxidada, MCP-1=proteina quimiotactica de monocitos 1, VCAM= molécula de adhesion

de células vaculares 1, ICAM, ICAM= molécula de adhesion intercelular 1.

2.5.2 NF-kB (factor de transcripcion nuclear  kB)

NF-kB es un factor de transcripcion que se encuentra en el citoplasma de
linfocitos, monocitos, células endoteliales y células musculares lisas y esta
involucrado en la regulacion de genes que participan en el proceso inmunoldgico y
de respuesta inflamatoria. NF-kB puede ser activado por una amplia gama de
estimulos exdgenos y enddgenos, incluyendo hiperglicemia, ROS, un incremento
de &cidos grasos libres, TNF-a, IL-1B3, IL-6 y otras citocinas proinflamatorias
(Evans y col., 2002). En la mayoria de los tipos de células, la forma inducible NF-
KB es una heterodimero conformado por dos subunidades p50 y p65; p65 contiene

un dominio de activacién mientras que p50 tiene una subunidad regulatoria para la
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union al DNA. En el citoplasma, NF-kB se encuentra unido a la proteina inhibitoria
Ik-Ba, (Muntaner y col., 1999). Para que NF-kB se transloque al nucleo requiere
gue Ik-Ba sea fosforilada por IKK, la cual estd conformada por dos subunidades
IKKa e IKKB y la subunidad regulatoria IKKy, una vez fosforilada Ik-Ba, esta se
ubiquitina y se degrada liberando asi a NF-kB (Evans y col., 2002). NF-kB en el
ndcleo activa a los mismos genes involucrados en la respuesta inmune e
inflamatoria, regulando la misma produccion de las citocinas proinflamatorias
como al propio TNF-a, IL-1B, IL-6, IL- 8 y moléculas de adhesién ICAM y VCAM
(Figura 4) (Muntaner y col., 1999; Flores y col., 2005).

La expresion de moléculas, como las citocinas proinflamatorias, factores de
crecimiento y TGF-[3, asi como la peroxidacion de lipidos, parecen ser la causa de
la acumulacién de la matriz extracelular en la progresion del dafio renal. Ademas,
estudios han demostrado que el desarrollo de diabetes se correlaciona con niveles

elevados de activacion de NF-kB en ratones NOD (Egido y col., 2000).

Se ha calculado que mas del 90 % de los casos de diabetes pueden
atribuirse a estilos de vida de alto riesgo, de forma tal que la mayor parte de los
casos de diabetes son potencialmente prevenibles (Escobedo de la Pefa, 2005).
Por lo tanto, se sugiere que el uso de antioxidantes, encontrados en algunas
plantas y frutos con dichas propiedades y con efecto hipoglucemiante, podrian

mejorar las complicaciones de la diabetes mellitus.

2.6 Dieta y diabetes mellitus

La dieta tiene un papel fundamental en la prevencion y control de la
diabetes. Estudios epidemiolégicos han demostrado que poblaciones que
consumen dietas mediterraneas tienen una menor incidencia de enfermedades
cronico degenerativas (Wahle y col., 2004). Por lo tanto, patrones dietarios
tradicionales pueden ayudar a reducir el riesgo de obesidad y diabetes, debido a

un adecuado balance de calorias y adecuado consumo de nutrimentos. Aungue no
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es posible definir una dieta tipica para el mexicano, si se puede hablar de algunos
alimentos que se encuentran normalmente en las mesas de los mexicanos como

son el frijol y el maiz.

2.7 Frijol comun ( Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) esta ampliamente distribuido en el
mundo y se consume principalmente en paises de Latinoamérica y Africa. En
México, el frijol es un alimento que ha formado parte de la cultura gastronomica
desde tiempos prehispanicos (Rodriguez y Fernandez, 2003; Paredes Lopez y
Valverde, 2006).

Las distintas variedades de frijol se caracterizan por su tamafo, forma, color
de su semilla, tipo de crecimiento. Por la preferencia del consumidor, el frijol se
clasifica en azufrado, mayocoba, negro, peruano, flor de mayo y flor de junio. La
distribucion depende de la zona geografica; en la zona norte de México se
consumen las variedades azufradas, mientras que en las zonas centro los rosa
moteado y en el sur se consumen principalmente las variedades de frijol negro.
Practicamente cada localidad de México tiene preferencias que varian en color

tamafio y brillo del grano (Castellanos, 1997).

2.7.1 Composicion quimica

Dentro de la composicion del frijol, los carbohidratos son los componentes
mayoritarios; contiene cerca de 55-65 % de peso seco; de esta fraccion, la mayor
parte son carbohidratos complejos, almidén y fibra dietética, mientras que la
fraccion de azucares (mono, di y oligosacaridos), tales como, rafinosa, estaquiosa
y verbascosa, es significativamente menor. Aun cuando el contenido en grasa del
frijol es bajo (14 %), contiene un alto porcentaje de fosfolipidos que han
demostrado tener un potente efecto hipolipemiante, incluso a bajas
concentraciones. El frijol es una fuente importante de proteinas, su contenido varia

entre 16 y 33 % (Guzméan y Paredes, 1998). El frijol es abundante en aminoéacidos

19



como la lisina; sin embargo, es deficiente en aminoacidos azufrados como
triptofano, metionina y cisteina; ademas aporta vitaminas del complejo B y
minerales como el hierrro y calcio. También contiene factores antinutricios como
los inhibidores de tripsina, acido fitico, taninos y saponinas que reducen su valor
biolégico (Sayago-Ayerdi y col., 2005, Diaz-Batalla y col., 2006). Sin embargo, en
los dltimos afos se ha demostrado que dichos compuestos pueden tener un efecto
benéfico a la salud, protegiendo contra ciertas enfermedades crénico-

degenerativas (Serrano y Goiii, 2004, Iniestra-Gonzalez y col., 2005).

2.8 Capacidad nutracéutica del frijol

Un alimento nutracéutico es aquel que tiene el balance apropiado de
ingredientes, contiene componentes biolégicamente activos, los cuales ayudan a
funcionar mejor y méas efectivamente al organismo de los seres humanos en varios
aspectos, incluyendo la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Goldberg,
1994).

En afos recientes, el frijol ha recibido mayor atencién debido a su caracter
nutracéutico, ya que contiene componentes que juegan un papel importante en la
prevencion de enfermedades cronico degenerativas como la diabetes y el cancer.

Los efectos fisiologicos producidos por el consumo de frijol se le han
atribuido principalmente a la presencia de fitoquimicos, tales como, compuestos
fendlicos (taninos condensados, flavonoides y antocianinas) fibra, lectinas, acidos
grasos insaturados, &cido fitico, fibra soluble e insoluble, inhibidores de tripsina,
entre otros (Serrano, 2004; Adams y Strandidge, 2006).

2.9 Frijol y su capacidad hipoglucemiante y antioxi dante

La fibra soluble del frijol es particularmente eficiente para disminuir los

niveles de colesterol en la sangre, a través del tracto gastrointestinal puede
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interactuar con diferentes elementos y captar agua. Este hecho hace de la fibra un
elemento muy importante en el proceso de la digestion, ya que limita y/o
disminuye la velocidad de absorcion de algunos nutrientes y favorece el transito
intestinal. Dadas estas caracteristicas, la fibra permite una absorcion mas lenta de
la glucosa, lo cual condiciona indices glicémicos moderados y, por lo tanto,

contribuye a controlar la hiperinsulinemia (Ludwing y col., 1999).

En un estudio realizado en conejos, se demostré que la administracion de
un extracto acuoso de Phaseolus vulgaris disminuye el area bajo la curva de
tolerancia a la glucosa y el pico hiperglicémico, incluso mayor que el farmaco
tolbutamida (Roman-Ramos y col.,, 1995). Por otra parte, Petlevski vy
colaboradores (2001) analizaron en ratones no obesos diabéticos, inducidos con
aloxano, el efecto de dos extractos etandlicos de Phaseolus vulgaris (concentrado
a 45 °C y otro sin concentrar), obteniendo como resultado una disminucion en un

10 y 20 %, respectivamente, de los niveles de glucosa en sangre.

Otro componente importante relacionado con diabetes son los compuestos
fendlicos. En el frijol se ha determinado la presencia de flavonoides (quercetina,
camferol), acidos fendlicos (acido vanillinico, &cido ferdlico), isoflavonas y
cumestrol (Diaz Batalla y col., 2006) y se ha sugerido que estas propiedades

benéficas se deben a que dichos compuestos intervienen como antioxidantes.

En general, se acepta que los flavonoides tienen diversas actividades sobre
la salud, entre otras razones porque tienden a mejorar la resistencia capilar e
inhibir la inflamacién, atrapan radicales libres e inhiben una variedad de enzimas
como la cinasa de residuos de tirosina, la proteina cinasa C, la ciclooxigenasa y la
lipooxigenasa y otras que participan en las vias de transduccion de sefiales y que

interfieren con la activacion de NF-kB (Soriano Bello, 2006).

Pari y Venkateswara (2003) reportaron que un extracto acuoso de vainas de

frijol, administrado via intragéstrica por 45 dias, induce enzimas antioxidantes
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como la glutation reductasa, la superoxido dismutasa, catalasa, glutation-S-
transferasa y glutation peroxidasa, cuyo papel principal se basa en disminuir el

estrés oxidativo.

Estas propiedades hipoglucemiantes y antioxidantes se le han atribuido
principalmente a los compuestos fendlicos presentes en frijol y a otros posibles
constituyentes bioactivos con capacidad antioxidante (Serrano y Goiii, 2004), los
cuales también podrian contribuir en la disminucion del estrés oxidativo presente
en la diabetes.

Se ha demostrado que las complicaciones de la diabetes son originadas por
un estado inflamatorio del organismo, producido por los altos niveles de glucosa.
Aun mas, el frijol es un alimento que contiene compuestos fendlicos con alta
actividad antioxidante y pueden ser capaces de disminuir el estado de inflamacion,
previniendo asi el desarrollo de complicaciones que puedan llevar a la muerte del

paciente diabético.

En general, el frijol contiene compuestos fendlicos que estan relacionados
con la disminucion del estrés oxidativo y de la inflamacion. Los polifenoles
presentan un amplio espectro de actividades biologicas y se han propuesto como
una herramienta terapéutica para desordenes crénicos debido a su actividad
antiinflamatoria. A este respecto, se ha sugerido que los polifenoles inhiben a NF-
kB, al contrarrestar la degradacion de Ik-B, lo que genera una disminucion de la
produccion de enzimas proinflamatorias como la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y a la
sintasa de oxido nitrico inducible (iINOS). Ademas, los compuestos fendlicos
activan enzimas antioxidantes, inhiben a PKC y a la proteina cinasa activadora de
mitdégenos (MAPK) (Santangelo y col., 2007). Lo cual puede ayudar a mejorar las

complicaciones de la diabetes y el estado inflamatorio presente en ella.
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3. JUSTIFICACION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L) es una leguminosa de gran
importancia, ya que para cierta poblacion mexicana se considera como un
alimento basico. Ademas, se ha vinculado con el control de algunas enfermedades

como la diabetes y este beneficio se atribuye a sus compuestos bioactivos.

La prevalencia de diabetes ha incrementado notablemente en los dltimos
afos y actualmente México ocupa el noveno lugar de mortalidad por diabetes en el
mundo. Esta enfermedad responde a la sobrepoblacion pero también a los
cambios en el estilo de vida. La diabetes es una enfermedad caracterizada por
hiperglicemia cronica, que esta asociada con un largo periodo de dafio, disfuncion
y falla de varios dérganos, que conlleva a complicaciones como la nefropatia
diabética, en donde el deterioro progresivo no depende Unicamente del control de
la glicemia ya que diversos factores contribuyen en las manifestaciones de esta
compleja patologia como por ejemplo: el estrés oxidativo, citocinas, factores de
crecimiento, factores genéticos, radicales de O,, lipoproteinas de baja densidad

glicosiladas, entre otros.

Se ha comprobado que el consumo de frijol tanto en altas como en bajas
concentraciones disminuye niveles de glucosa y tiene efecto antioxidante en
estudios con modelos animales; sin embargo hasta el momento poco se sabe
acerca del efecto que pudiera ejercer sobre las complicaciones de la diabetes

como dafio renal, el cual se ha relacionado con el proceso de inflamacion.

4. HIPOTESIS

El frijol incorporado a la dieta regula el proceso inflamatorio relacionado con

dafio renal en animales diabéticos inducidos con estreptozotocina, dichos efectos

son dependientes de la variedad y concentracion de frijol.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de dos variedades y diferentes concentraciones de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) cocido Pinto Durango y Negro 8025 sobre la expresion de
citocinas proinflamatorias involucradas en el dafio renal en ratas diabéticas

inducidas con estreptozotocina.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Cuantificar fenoles totales, taninos condensados, antocianinas y evaluar la

capacidad antioxidante in vitro en las harinas de frijol cocido.

5.2.2 Evaluar el efecto hipoglucemiante y antilipidémico de diferentes
concentraciones de frijol incorporado a la dieta de ratas diabéticas en etapas

iniciales y avanzadas de la enfermedad.
5.2.3 Determinar en ratas diabéticas el efecto de frijol cocido sobre la actividad de
la enzima antioxidante GST y su cofactor GSH en rifién, asi como, la expresion de

citocinas proinflamatorias séricas (IL-6 y TNF-q).

5.2.4 Evaluar en rifidn la actividad de NF-kB y la expresion de IkB-B en animales

diabéticos alimentados con frijol cocido.
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6. METODOLOGIA

6.1 Materiales

6.1.1 Material biolégico

Se utilizaron ratas Wistar macho de peso entre 250-300 g, procedentes del
bioterio CINVESTAYV, México.

Las variedades de frijol Pinto Durango y Negro 8025 fueron proporcionadas
por el campo experimental del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) cosecha 2007, Unidad Celaya.

6.1.2 Material quimico

Para la induccion de la diabetes mellitus se utiliz6 el farmaco
estreptozotocina (STZ) de la marca Sigma®.

Tiras reactivas para la determinacion de glucosa en sangre, marca
ACCUTREND ®.

Tiras reactivas para el examen general de orina, Multistix 10SG, marca
Bayer ®.

Tiras reactivas para la determinacién de microalbumina en orina, Clinitek ®,
marca Bayer ®.

Kits para la determinacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL
en suero, marca Randox Laboratories.

Estandar de sodio (1000 g/l) para espectroscopia atdmica, marca Perkin
Elmer.

Estandar de potasio (1000 g/l) para espectroscopia atdbmica, marca Fluka.
Sistema inmunoensayo para IL-6 y TNF-a marca BioSource.

Anticuerpos monoclonales de NF-kB, Ik-B3 y actina de la marca Santa Cruz

Biotechnology.
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6.2 Métodos

6.2.1 Elaboracion de harinas de frijol cocido

Las distintas variedades de frijol (PD y N) se cocieron en una relacion 1:1.6
p/v con agua potable a una temperatura de 96 + 2 T, hasta obtener una coccion
homogénea. Se trituraron y después se secaron en un horno a 60 C por 24 horas;
posteriormente, se molieron en un molino pulvex para la obtencion de las harinas,
las cuales se almacenaron en refrigeracion hasta su uso. A estas harinas de frijol
se les determiné la concentracion de compuestos fendlicos totales, taninos

condensados, antocianinas y se evaluo su capacidad antioxidante.

6.2.2 Extraccién de compuestos fendlicos

Para poder cuantificar compuestos fendlicos totales, taninos condensados,
y capacidad antioxidante en las harinas de frijol cocido primero se realiz6 una

extraccion de dichos compuestos.

A un gramo de harina de frijol se le adicionaron 10 ml de metanol, se
protegio de la luz y se agitd durante 24 horas. El material obtenido se centrifugo a
5000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente, finalmente se recupero el

sobrenadante.

Para la cuantificacion de antocianinas se realizé la siguiente extraccion: a
0.5 g de harina de frijol se le adicionaron 4 ml de etanol acidificado (85 ml de
etanol al 95 % + 15 ml de HCI 1.0 N); se protegio de la luz y se mezclé durante 2
minutos, se ajusto el pH a 1.0 con HCI. Después se agité durante 30 minutos y, de
ser necesario, se reajusto el pH. El material obtenido se centrifugd a 10 000 x g

por 20 minutos a temperatura ambiente, finalmente se recuperé el sobrenadante.
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6.2.3 Cuantificacion de compuestos fendlicos y capa  cidad antioxidante

6.2.3.1 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determin6 usando el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Este método se
basa en la oxidaciéon de los compuestos fendlicos por el reactivo de Folin-
Ciocalteu, el cual esta formado por una mezcla de acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico que se reduce por accion de los fenoles, en una mezcla de 6xidos
azules de tungsteno y de molibdeno. La coloracion azul producida absorbe a una

longitud de onda de 760 nm.

Para la cuantificacion de fenoles totales, se tomé alicuota (40 ul) del
sobrenadante obtenido de la extraccion y se llevo a un volumen total de 500 pl,
posteriormente se mezcld6 con 250 pl del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N) y
después se adicionaron 1250 pl de Na,COsz (20 %) y se dejé reposar en la
obscuridad por 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se ley6
la absorbancia a 760 nm. La cuantificacion se realizo interpolando los resultados
en una curva estandar de acido gélico (0 a 20 ug). Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de acido gélico (AG) por gramo de harina (mg equivalentes
AG/g de harina).

6.2.3.2 Cuantificacion de taninos condensados

La cuantificacion de taninos se realizo de acuerdo al método de la vainillina,
descrito por Desphande y Cheryan (1987), adaptado para el uso de microplaca. Al
sobrenadante obtenido de la extraccion (50 ul) se le agregaron 200 ul de la
solucién de vainillina al 0.5 % recién preparada (vainillina 1 % en metanol y HCI 8
% en metanol en una relaciénl:1). Posteriormente se preparo un blanco al cual se
le adicionaron 50 pl de metanol y 200 pl de HCI al 4 %. Para cuantificar los taninos
condensados se leyo la absorbancia a 500 nm en un espectrofotometro (Thermo,

Multiskan Ascent). Se utilizé una curva estandar de (+)catequina ( 0-0.2 mg/ml) y
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los resultados obtenidos se expresaron como mg equivalentes de (+)catequina/g
de harina.

6.2.3.3 Cuantificacién de antocianinas

La determinacion de antocianinas totales se realizo siguiendo el método de
Abdel-Aal y Hucl (1999) y algunas modificaciones de Rivera-Lépez (1998).
Brevemente se realiz6 como sigue: después de la extraccién, el sobrenadante se
afor6 a 10 ml usando etanol acidificado. Posteriormente se leyé la absorbancia en
un espectrofotdmetro UV-visible a 535 nm. El valor de la absorbancia obtenido se

sustituye en la siguiente férmula:
C = (Alg) x (V/1000) x PM x (1/g de muestra) x 10°

Donde:
C = concentracion de antocianinas totales (mg/kg),
A = lectura de absorbancia a 535 nm,
€ = coeficiente de absortividad molar cianidina 3-glucésido (25 965 cm™M™),
V = volumen total del extracto de antocianinas,
PM = Peso molecular de la cianidina 3-glucosido (449 g/mol),

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de cianidina 3-

glucosido/kg de muestra.

6.2.3.4 Determinacion de la capacidad antioxidante del frijol empleando la
técnica de ABTS

La determinacién se realizé en las harinas de frijol cocido siguiendo el

ensayo de capacidad antioxidante en equivalentes de trolox (TEAC, por sus siglas
en inglés) descrito por Re y col. (1999) y Van Den Berg y col. (1999). La técnica
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consistié en mezclar ABTS 7 mM y persulfato de potasio 2.45 mM en agua, para
producir el radical ABTS'.

Posteriormente la solucién concentrada de ABTS' se diluyé con un buffer de
fosfatos salino (PBS), pH 7.4, hasta obtener una absorbancia final de 0.7+ 0.02 a
una longitud de onda de 734 nm. Después se adicionaron 10 pl de muestra en 990
pl de la dilucion de ABTS a 734 nm y después de 6 minutos se midio la
absorbancia a la misma longitud de onda. Para la determinacion de la capacidad
antioxidante se realizé una curva estandar de Trolox preparado con PBS (0-20

MM). Los resultados se expresaron como PM equivalentes de Trolox/g de harina.

Estudios In vivo

6.2.4 Induccioén de diabetes

Los experimentos in vivo se dividieron en dos etapas, en todos los
experimentos se utilizaron ratas Wistar macho de 250-300 g de peso donadas por
el bioterio CINVESTAV, México. Los animales se sometieron a un periodo de
adaptacion de por lo menos una semana a 25 °C, bajo un ciclo de luz-oscuridad de
12 horas, con acceso libre a comida y agua. Antes de iniciar el experimento, los
animales se alimentaron una semana con alimento comercial Zeigler (NIH-31
Rismart S.A. de C.V.) molido. Para la induccion de la diabetes, las ratas
permanecieron 15 horas en ayuno y posteriormente se les inyecté una dosis Unica
de estreptozotocina (STZ) via intraperitoneal. Se realizaron dos etapas de
experimentacion, en la etapa inicial se empled una dosis de STZ de 45 mg/kg de
peso corporal, para inducir una diabetes que no presenta dafio renal y para la
etapa avanzada se utilizé una dosis de STZ 55 mg/kg de peso corporal, con esta
dosis se presenta dafio renal a partir de la tercer semana de induccion. Cinco dias
después de la administracion de STZ se cuantificé glucosa en sangre y los
animales se asignaron aleatoriamente para formar los grupos de experimentacion.

Se consideraron para la etapa inicial, animales con glucosa sanguinea en el rango
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de 180-250 mg/dl y para la etapa avanzada animales en el rango de 250-300
mg/dl. Las ratas del grupo control negativo (sanas) recibieron via intraperitoneal

solucién salina.

6.2.5 Determinacion de glucosa

La glucosa se cuantificO en muestras de sangre obtenidas de la vena caudal
de las ratas (localizada en el extremo de la cola del animal), con un minimo de 8
horas en estado de ayuno. Para ello se emple6 un glucémetro marca ROCHE, el
cual tiene un rango de sensibilidad que va de 10-600 mg/dl (0.6-33.3 mmol/l) de

glucosa, utilizando tiras reactivas de la marca Accutrend.

El glucometro mide el poder reductor generado por la enzima glucosa
deshidrogenasa, al metabolizar la glucosa a gluconolactona, indicando la

concentracion de glucosa en mg/dl.

6.2.6 Grupos de estudio

La metodologia se dividié en dos etapas. Para la etapa inicial se utilizaron
un total de 60 ratas (54 diabéticas y 6 sanas), las cuales fueron divididas en diez
grupos de seis ratas cada uno (cuadro 2). Los animales fueron alimentados
durante cinco semanas con harinas de frijol cocido Pinto Durango y Negro 8025
incorporado a la dieta, a diferentes concentraciones 3, 12.5, 25y 50 %. Para la
etapa avanzada se emplearon un total de 36 ratas (30 diabéticas y 6 sanas), las
cuales fueron divididas en seis grupos de seis ratas cada uno (cuadro 3). Los
animales fueron alimentados durante tres semanas con harinas de frijol cocido
Pinto Durango y Negro 8025 incorporado a la dieta, a dos concentraciones 3 y 50
% (representando el consumo per capita urbano y rural, respectivamente). Al
finalizar cada experimento se realizaron evaluaciones en rifidn y en muestras de

orina y suero.
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Cuadro 2 . Grupos experimentales para la evaluacion del consumo de frijol sobre

el control de la diabetes en su etapa inicial

1 Sanos Alimento Zeigler molido

2 Diabéticos * Alimento Zeigler molido

3 Diabéticos * Frijol Pinto Durango 3 %
4 Diabéticos * Frijol Pinto Durango 12.5 %
5 Diabéticos * Frijol Pinto Durango 25 %
6 Diabéticos * Frijol Pinto Durango 50 %
7 Diabéticos * Frijol Negro 8025 3 %

8 Diabéticos * Frijol Negro 8025 12.5 %
9 Diabéticos * Frijol Negro 8025 25 %
10 Diabéticos * Frijol Negro 8025 50 %

! | a diabetes fue inducida con una dosis de estreptozotocina de 45 mg/kg

Cuadro 3. Grupos experimentales para la evaluacién del consumo de frijol sobre

el control de la diabetes en su etapa avanzada

1 Sanos Alimento Zeigler molido

2 Diabéticos 2 Alimento Zeigler molido

3 Diabéticos 2 Frijol Pinto Durango 3 %
4 Diabéticos 2 Frijol Pinto Durango 50 %
5 Diabéticos 2 Frijol Negro 8025 3 %

6 Diabéticos 2 Frijol Negro 8025 50 %

% | a diabetes fue inducida con una dosis de estreptozotocina de 55 mg/kg
6.2.7 Determinaciones semanales
Para la evaluacién de los tratamientos se llevé un control semanal de los

siguientes parametros: a) peso corporal, b) glucosa sanguinea en ayuno, c)

consumo de agua y d) consumo de alimento.
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6.2.8 Sacrificio y obtencion de muestras

Los animales de la etapa inicial se sacrificaron al término de cinco semanas
y los animales de la etapa avanzada al final de 3 semanas. Los tiempos de
sacrificio fueron diferentes debido a que a mayores dosis de estreptozotocina
administrada es mayor la severidad de la enfermedad, por lo tanto el tiempo de
vida de las ratas es menor. Una vez finalizada cada etapa, los animales
permanecieron en ayuno y se recolectd una muestra de orina de 12 horas,
posteriormente, los animales se anestesiaron colocandolos en una camara con
éter etilico. Una vez anestesiados se tomé una muestra de sangre por puncién
cardiaca, ésta se centrifugo para la obtencion de suero el cual se congeld y se
almacen6 a -20 C para posteriores determinaciones bioquimicas, después se
cortd la arteria principal para su sacrificio. Posteriormente, se removieron los
rifiones, los cuales fueron pesados y congelados con nitrégeno liquido finalmente

se almacenaron a -70 T para andlisis moleculares.

6.2.9 Evaluacion del efecto de frijol cocido sobre dafio renal en ratas
diabéticas

6.2.9.1 Determinacion del perfil de lipidos en suer o

La determinacion de perfil de lipidos (triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL
y VLDL) se llevé a cabo en el suero sanguineo de las ratas en estudio, para esto,
se utilizaron kits enzimaticos de la marca Randox.
6.2.9.2 Cuantificacion de IL-6 y TNF- a en suero

La determinacion de IL-6 y TNF-a en suero, se realiz6 con un kit comercial
marca BioSource, siguiendo la técnica de inmunoensayo (ELISA tipo sandwich).

Para determinar la concentracién se utilizé una curva estandar derivada de cada

una de las citocinas y se expres6 como picogramos por mililitro.
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La técnica se realiza en una microplaca estéril de fondo plano, sensibilizada
con el primer anticuerpo especifico para IL-6 (Rat Interleucina 6). Primero se
agregaron 100 pl de muestra a cada pozo de la placa, o es su caso su estandar
correspondiente 0, 31.2, 62.5, 125, 250, 500, 1000 y 2000 pg/ml y se incuba por
dos horas a 37 °C sin agitacion. Durante esta primera incubacion el antigeno
presente en la muestra (IL-6) se une al primer anticuerpo inmovilizado en la placa.
Transcurrido el tiempo se realizan lavados para eliminar el antigeno que no se
unid, una vez lavada la placa se depositd en los pozos un segundo anticuerpo

unido a biotina, incubandose una hora a temperatura ambiente.

Durante la segunda incubacion, el antigeno, ya inmovilizado en la placa, se
une al segundo anticuerpo. Después de remover el exceso de anticuerpo, se
adicion6 una solucion que contiene la enzima estreptavidina peroxidasa, que se
une a este segundo anticuerpo y se incuba por 30 minutos. Estas uniones al
anticuerpo con biotina, completa las cuatro partes del sandwich. Después se
removi6 toda la enzima que no se ligé y se adiciond una solucion que contiene el
sustrato de la enzima estreptavidina peroxidasa, incubandose durante 30 minutos
a temperatura ambiente, este actia sobre la unién de la enzima para producir un
compuesto colorido (azul). Finalmente se detuvo la reaccion y el producto se leyo
a 450 nm en un lector de ELISA dentro de los 30 minutos posteriores de haber
detenido la reaccion. La intensidad de este producto colorido (amarillo) es
directamente proporcional a la concentracidon de antigeno IL-6 presente en la
muestra original. Se incluyeron controles negativos para confirmar la ausencia del

antigeno buscado.

Para la cuantificacion de TNF-a el procedimiento es muy similar al descrito
anteriormente, la Unica diferencia es que para esta citocina el antigeno se une
simultaneamente al anticuerpo inmovilizado en la placa y a la solucién que
contiene el segundo anticuerpo, por lo que no se lleva a cabo la incubacién a 37

T durante 90 minutos descrita par IL-6.
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6.2.9.3 Determinacion de glucosa, proteina y microa  Ibumina en la orina

Para la obtencién de la muestra de orina, los animales se separaron en
jaulas individuales en condiciones de ayuno, por un lapso de 12 horas.
Posteriormente, las muestras recién recolectadas se emplean inmediatamente
para la determinacion de glucosa y proteina, para esto. Se utilizaron tiras reactivas
Multistix 10SG. En cuanto a la determinacion de microalbumina se emplearon tiras
reactivas de Microalbumin de la marca Bayer, las cuales se sumergieron en la
orina y, posteriormente, se realizo la lectura de todos pardmetros en un analizador
Clinitek. La orina restante se filtr6 y se congel6 hasta su uso para las

determinaciones de sodio y potasio.

6.2.9.4 Determinacion de sodio y potasio en laorin  a

Para esta determinacion se utilizaron las muestras de orina recolectadas
previamente, las cuales fueron descongeladas vy filtradas. Primero se realizaron las
curvas de calibracion para sodio y potasio, para ello, se prepar6 una serie de
diluciones a concentraciones de 0, 10, 30, 50, 80, 120 y 150 mg/l, a partir de una
solucion patrén (1000 mg/l) para cada i6n disuelto en acido nitrico al 2 % y
lantano. Las soluciones se leyeron a una longitud de onda de 303.3 nm para el
sodio y a 404.4 nm para el potasio, en un espectrofotometro de flama marca
Perkin-Elmer. Se emple6 como blanco una solucion de &cido nitrico al 2 % y

lantano.

Para realizar el analisis de las muestras, se prepard una dilucion (1:10) de
cada una de las muestras y se leyo su absorbancia. Se determinaron los mg/l de
sodio y potasio con la ayuda de su respectiva curva de calibracion. Los resultados

se expresaron como ppm de cada ion.
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6.2.9.5 Determinacion de la actividad enzimatica de glutation- S-transferasa
(GST) enrifion

Se pesaron 0.5 g de rifibn y se homogenizaron con 2 ml de solucién
amortiguadora de Tris-sacarosa en un politron, se centrifugaron a 8750 x g
durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se centrifugé a 100, 000 x g durante
60 minutos a 4 °C. Después se recuperoé el sobrenadante (citosol) y se almaceno
-70° C para su posterior andlisis. El extracto citosolico se diluyé con solucién
amortiguadora de fosfatos 1 M pH 6.5 (1:30). A cada pozo de la microplaca se le
adicionaron 50 pl de citosol previamente diluido, posteriormente se le adicioné 100
Ml de solucién amortiguadora de GSH y finalmente 150 ul de una solucidén de
cloro-dinitro-benceno (CDNB); el producto de esta reaccion se midié6 cada 20
segundos durante 2 minutos a 340 nm en un lector de ELISA Turnable Versamax.
Se cuantifico la concentracion de proteinas totales mediante el kit de proteinas
BCA-Pierce, empleando una curva estandar de albumina. La actividad enzimatica

se expres6 como nmol/min mg proteina, empleando la siguiente ecuacion:

nmol/ min mg prot =abs min 2 — abs min 1
(0.0096) (mg proteina)

Donde:

abs min 2 es la absorbancia a 340 nm en el minuto 2
abs min 1 es la absorbancia a 340 nm en el minuto 1
mg proteina son los miligramos de proteina en el citosol

0.0096 el coeficiente de extincion de CDNB en mmol™* cm™.
6.2.9.6 Determinacion del factor glutation reducido (GSH) en riiidn
Para la cuantificaciobn primero se precipitaron las proteinas del extracto

citosolico con &cido tricloro acético al 20 % y se dejo reposar 30 minutos en hielo,

después se centrifugd a 8 500 x g durante 5 minutos a 4 °C, el sobrenadante se
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utilizo para los posteriores analisis. A cada pozo de la microplaca se le adicionaron
150 pl de solucion amortiguadora Tris-EDTA, después se le adicionaron 50 ul de
muestra, 80 pl de metanol y finalmente 20 ul DTNB, para leerse después de cinco
minutos en un lector de ELISA Turnable Versamax a 412 nm. La concentracion de
GSH en pM se obtuvo extrapolando la absorbancia de las muestras en la curva de
calibracion de GSH (0-200 uM). Finalmente se cuantificO la concentracion
proteinas totales, mediante el kit de proteinas BCA-Pierce, empleando una curva

estandar de albumina. Los resultados se expresaron como uM/mg de proteina.

6.2.9.7 Evaluacion de la actividad del factor de tr  anscripcion nuclear (NF-kB)

y la expresion e IKB- B

La evaluacion de la actividad del factor de transcripcion NF-kB p65 y de la
expresion de IKB-B se realiz6 mediante la técnica de Western blot. Para esto se
llevaron a cabo extracciones de las fracciones proteicas citosélicas y nucleares de
los riflones para la actividad de NF-kB, asi como extracciones totales para la
expresion de IKB-B. Para la obtencion de proteina total, el tejido se homogenizé
con 500 pl de solucidon amortiguadora de extraccién, esta mezcla se mantuvo en
agitacion durante 45 minutos a 4 °C. Después se centrifug6 a 10, 000 x g durante
30 minutos a 4 °C. Para la obtencion de la fraccion citosélica y nuclear, el tejido se
homogenizé con 300 pl de solucién amortiguadora de extraccion y se centrifugd a
10 000 x g por cinco minutos a 4 °C. Se recuperé el sobrenadante o la fraccion
citosodlica y la pastilla restante se resuspendio en otra solucion amortiguadora de
extraccion, esta mezcla se mantuvo en hielo y se agité en vortex y finalmente se
centrifugd a 10 000 x g por diez minutos a 4 °C. El sobrenadante de las tres
fracciones se colectd y se determino la concentracion de proteinas por el método
de Lowry (1951).

Posteriormente, se llevo a cabo una electroforesis de las proteinas en gel

de poliacrilamida al 10 %. Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF

y se incubaron con un primer anticuerpo monoclonal, para NF-kB conejo anti-NF-
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kB p65 (1:2000) y para IKB-B conejo anti-IKB-B (1:2000) por tres horas. El
segundo anticuerpo para ambas proteinas fue cabra anti-conejo (1:2000) con el
cual se incub6 durante una hora. La membrana se incub6 con una solucion de
guimioluminiscencia y el revelado se realizO en peliculas fotograficas Kodak,
empleando una solucion reveladora y una solucién fijadora (Kodak). La peliculas
se digitalizaron y se obtuvo el area de pixeles de las bandas mediante el programa
ImageJ 1.39d. Para verificar la cantidad de proteina cargada en el gel se realizo la

proteina actina con la cual fue posible normalizar la cantidad de proteina en el gel.

7. ANALISIS ESTADISTICOS

Los resultados obtenidos fueron expresados como la media *+ el error
estandar (EE). La evaluacion estadistica de los datos se determin6 mediante el
analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza de 95 %, ademas se realiz6
el andlisis de comparacion de medias aplicando la prueba de Tukey-Kramer y la
prueba de Dunnet. Los analisis estadisticos se realizaron en el programa
estadistico JMP 5.0.1.
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante d e las harinas de frijol

cocido

Diversos estudios han demostrado que el frijol es capaz de regular los
niveles de glucosa, asi como, disminuir el estrés oxidativo. Estas propiedades
hipoglucemiantes y antioxidantes se le han atribuido, principalmente, a la
presencia de los microconstituyentes bioactivos y a las caracteristicas
fisicoquimicas del almidon resistente, inhibidores de proteasas y los compuestos

fendlicos (Subramanian y col., 2002; Pari y col., 2003).

Respecto a los compuestos fendlicos, un gran nimero de éstos ya se han
identificado en diferentes variedades de frijol (Guzmén y col., 1998; Diaz-Batalla y
col., 2006; Aguilar y col., 2008), y se ha sugerido que sus propiedades benéficas
estan relacionadas a su capacidad antioxidante (Tsimidou, 1998). Ademas que
estan asociados con la disminucion en el riesgo de padecer enfermedades
cronico-degenerativas (Scalbert y col.,, 2005). Asi mismo, la capacidad
antioxidante est4d dada principalmente por la naturaleza de los compuestos
fendlicos presentes en el alimento (Agostini y col., 2004). Sin embargo, la
concentracion y la naturaleza de estos compuestos presentes en las diferentes
variedades de frijol podrian afectar sus efectos nutracéuticos. Es por esto que se
realizé la cuantificacion de compuestos fendlicos totales, taninos condensados,

antocianinas y su capacidad antioxidante.

En cuanto a los compuestos fendlicos, los resultados obtenidos muestran
gue la harina del frijol N present6 1.5, 4 y 8 veces mas concentracién de fenoles
totales, taninos condensados y antocianinas, respectivamente, que el frijol PD, lo
cual pudiera estar relacionado con una mayor capacidad antioxidante del frijol N,

en comparacion con el frijol PD (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Concentracién de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de

las harinas de frijol cocido

Parametro PD N
Fenoles Totales * 0.63 +0.01° 0.92+0.06 @
Taninos condensados 2 3.73+0.12° 14.55 +0.02 @
Antocianinas 3 18.06 +1.88 ° 150.03 +6.85%
Capacidad Antioxidante * 94.35+5.00°" 112.18 +3.08 2

Los valores representan la media £ E.E. a y b indican diferencia estadistica significativa entre
variedades para cada parametro evaluado (p<0.05), evaluado por la prueba de Tukey. PD= Pinto
Durango, N= Negro 8025.

! Expresados en mg eq. acido galico/g de harina,

2 Expresados en mg eq. (+)catequina/g de harina,

3 Expresados en mg eq. cianidina 3-glucésido/kg de harina,

4 Expresada en M eq. Trolox/g de harina.

En la literatura existen pocos estudios relacionados con la cuantificacion de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en harinas de frijol cocido. Sin
embargo, los resultados obtenidos en nuestro estudio pueden compararse con lo
reportado por Serna y col. (2007), quienes evaluaron la concentracion de taninos
condensados y antocianinas en harinas de frijol cocido, encontrando
concentraciones para taninos condensados de 2.9y 12.1 mg eq. (+)catequina/g de
harina; antocianinas de 14.02 y 160.53 mg eq. cianidina 3-glucosido/kg de harina
para las variedades Pinto Zapata y Negro 8025, respectivamente, los cuales son

similares a los resultados obtenidos en este estudio.

Espinosa-Alonso y col. (2006) evaluaron diversas variedades de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) tales como, negro, gris moteado, cafeto, amarillo
palido, mestizo, crema moteado. Ellos reportan una concentracion de fenoles
totales, taninos condensados y antocianinas en un rango de 0.90-2.11 mg &cido
galico/ g de harina, 10.05-35.7 mg eq (+)catequina/g de harina y 10-1850 mg eq.
cianidina 3-glucésido/kg de harina, respectivamente. A pesar de que la
concentracion de fenoles totales y taninos condensados para el frijol N se
encuentran dentro del intervalo reportado por estos autores, los valores son bajos,
asi como también para PD, lo que podria atribuirse a que en el estudio realizado

por Espinosa-Alonso, ellos emplearon harinas de frijol crudo y en nuestro estudio
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ambas variedades se sometieron a coccion. Aparicio-Fernandez y col. (2005)
evaluaron el contenido de taninos condensados en la variedad Negro Jamapa con
y sin tratamiento térmico observando una disminucion, hasta de un 10 %, en dicho
parametro, al llevar a cabo la coccion del frijol, lo que se sugiere que parte de los
compuestos fendlicos presentes en el frijol se degradan al recibir tratamiento
térmico, o bien se acomplejan con otros componentes (carbohidratos y/o

proteinas).

En cuanto a los resultados obtenidos de capacidad antioxidante de las
harinas de frijol, se obtuvo para PD un valor de 94.35 +5.00 y para N de 112.18 +
3.08 UM eq. Trolox/g de harina (Cuadro 4). Se puede observar que el frijol N
mostré 18 % mayor capacidad antioxidante. Lo cual puede compararse con lo
reportado por Serna-Gutiérrez (2007), quienes encontraron una capacidad
antioxidante para la variedad de Pinto Zapata de 257.1 £ 5.89 uM eq. Trolox/g de
harina y para N 357.4 £ uyM eq. Trolox/g de harina. Al igual que en nuestros
resultados el frijol N mostré6 mayor capacidad antioxidante (28 %) que un frijol
Pinto.

Estudios han demostrado que el contenido de compuestos fendlicos asi
como la actividad antioxidante varian de un cultivar a otro (Cardador-Martinez y
col., 2005). Esto puede deberse atribuirse a que la capacidad antioxidante esta
dada principalmente por la naturaleza de los compuestos fendlicos presentes en el
alimento (Agostini y col., 2004). En este contexto, Rios y col. (2007) evaluaron el
contenido de acidos fendlicos presentes en un extracto metandlico de frijol Pinto
Zapata y Negro 8025, encontrando una mayor concentracion de estos compuesto
en el frijol negro, entre dichos acidos se encuentran el galico, protocatecuico,
catequina, vanilico, siringico, cumarico, salicilico, entre otros. A este respecto se
han realizado estudios in vitro en donde se ha observado que dichos acidos tienen
alta capacidad antioxidante expresado como equivalentes de trolox (TEAC), para
el &cido vanilico de 1.8, fertlico de 3.2, cuméarico de 2.3, entre otros. Asi mismo se

ha demostrado que tienen la capacidad de modular enzimas de destoxificacion
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(Yeh, y col.,, 2003). La capacidad antioxidante in vitro es utilizada como una
prueba preeliminar para evaluar aquellos compuestos que tengan la propiedad de
donar electrones y/o protones a radicales libres inhibiendo los procesos oxidativos.
En base a los resultados anteriores fue posible demostrar que las harinas de frijol
cocido pueden ser fuentes potenciales de compuestos antioxidantes y dichos
resultados sugieren que esta actividad podria inactivar los radicales generados en

un organismo en un estado de hiperglicemia.

8.2 Evaluacion del efecto del frijol ( Phaseolus vulgaris L.) en etapas iniciales

y avanzadas de la diabetes

8.2.1 Efecto del consumo de frijol sobre los nivele s de glucosa en sangre de

ratas Wistar diabéticas

La diabetes experimental inducida en los animales se realizé mediante una
inyeccion via intraperitoneal de 45 mg/kg (etapa inicial) y 55 mg/kg (etapa
avanzada) de STZ. A estas dosis el farmaco provoca la destruccion parcial de las
células B pancreaticas encargadas de producir y secretar insulina al organismo,
por lo tanto, la diabetes presentada es parecida a una diabetes tipo 1. La ausencia
de insulina provoca una disminucion de la incorporacion de glucosa en tejidos
periféricos como el adiposo y muscular, por lo que disminuye la utilizacién de la

misma generando incrementos de la glucemia (Wilson y col., 1990).

En la figura 5 se puede observar el efecto que tiene la alimentacion diaria
de frijol PD y N incorporado en la dieta sobre los niveles de glucosa sanguinea en
ayuno de ratas Wistar sanas y diabéticas a lo largo del experimento, en ambas
etapas del estudio. Desde la primera semana de tratamiento (Figura 5a) se
observd un efecto hipoglucemiante en los grupos alimentados con ambas
variedades, sosteniéndose asi hasta el final de la quinta semana. En el caso del
frijol PD hay una disminucion de los niveles de glucosa de hasta un 25 %, y para el

N hasta un 28 %. Por lo tanto, la alimentacion con frijol mantiene cierto control de
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la enfermedad, ya que a pesar de que para algunos grupos la disminucién de la
glicemia no es estadisticamente significativa, la diabetes no avanza como en el
caso del grupo control. Esto puede deberse a que los carbohidratos presentes en
el frijol se encuentran estrechamente relacionados con el cambio en los niveles de
glucosa sérica. Se ha reportado que el frijol contiene carbohidratos glicémicos, los
cuales son digeridos y absorbidos por el intestino delgado, modificando asi los
niveles de glucosa en sangre en el organismo. Cabe mencionar que el frijol
presenta un bajo indice glicémico debido a que solo el 37.3 % del total del almidon
disponible puede repercutir directamente en la respuesta glucémica. Ademas, la
mitad de este valor corresponde a carbohidratos de digestién lenta, por lo que son

absorbidos méas lentamente (Foster-Powel y col., 2002).

Por otra parte, el gran aporte de fibra por parte del frijol produce una mayor
saciedad, ademas de elevados niveles de colecistocina y arrastre de grasas, lo
cual, se ha relacionado con disminucién en los niveles de glucosa y colesterol
(Serrano y Gofii, 2004). Asi mismo, algunos compuestos fendlicos tienen actividad
sobre la enzima a-amilasa, dificultando la digestion de los carbohidratos
glicémicos e incrementando el porcentaje de carbohidratos resistentes a la

digestion.

Se ha reportado que los compuestos fendlicos pueden regular
gluconeogénesis en animales diabéticos, al disminuir la actividad hepatica de las
enzimas glucosa 6-fosfatasa y fructosa 1,6-bifosfatasa (Pari y col., 2003), cuya
funcion es obtener glucosa a partir de precursores no glucosidicos como los
aminoacidos, lactato, piruvato y glicerol (Mathews, 1998). Asi mismo, compuestos
fendlicos tales como acido gélico, catequina, acido siringico, &cido cafeico,
clorogénico y vainillina (Guzman y col., 2004), ayudan a la sensibilizacion de la
insulina, por lo que se incorpora glucosa a tejido dependientes de esta hormona y
puede verse reflejado en una disminucién de glucosa en sangre. Ademas, estos
compuestos intervienen como antioxidantes naturales, contribuyendo con su

accion protectora sobre el estrés oxidativo (Tsimidou, 1998).
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Figura 5. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre la concentracion de glucosa en sangre de
ratas diabéticas en etapas a) iniciales y b) avanzadas de la enfermedad

Los valores se presentan como media de la concentracién de glucosa en sangre + E.E. * Indica
diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto
Durango, N= Negro 8025.

Los resultados para la etapa avanzada (Figura 5b) mostraron que no hubo
una disminucion en los niveles de glucosa sanguinea, en animales que tienen
niveles de glucosa superiores a 350 mg/dl. Es importante mencionar que una vez

gue los animales presentan diabetes, ésta evoluciona rapidamente y se generan
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las complicaciones, por lo que a este nivel, ya no es posible observar una
proteccion con frijol, en cuanto a los niveles de glucosa. Por lo tanto, en etapas
avanzadas los niveles de glucosa en sangre no pueden controlarse sélo con

alimentacion, se requiere ademas de farmacos hipoglucemiantes.

8.2.2 Efecto del consumo de frijol sobre el peso co rporal de ratas Wistar

diabéticas

La insulina es importante para incorporar glucosa en las células musculares
para la obtencién de energia, por lo que la ausencia de esta hormona inicia un
proceso catabolico al incrementar la degradacion tanto de la grasa acumulada
como de proteinas musculares (Klimes, 1997), lo cual correlaciona con la pérdida
de peso. Por lo que una de las caracteristicas de una diabetes no controlada es la
pérdida de peso corporal la cual correlaciona con un progreso de la enfermedad,

por lo tanto dicho parametro fue determinado en este estudio.

En la figura 6 se muestra el peso de los animales sanos y diabéticos con
respecto al tiempo de experimentacion de cada etapa en estudio. Cabe mencionar
gue en ambas etapas se inicia de pesos similares. Sin embargo, la enfermedad en
los animales de la etapa avanzada (Figura 6b) avanza con mayor severidad ya
gue semanalmente las ratas diabéticas control perdieron aproximadamente 30 g
(36%), obteniendo un peso promedio de 189 g al final del experimento (3
semanas). En tanto que para la etapa inicial (Figura 6a) la evolucion fue mas lenta
ya que al final del experimento (5 semanas) los animales muestran pesos mayores
gue los observados para la etapa avanzada a pesar de que el tiempo de
experimentacion es mayor. Por ejemplo, el peso promedio en las ratas diabéticas
inducidas con 45 mg/kg de STZ (etapa inicial) a la quinta semana es de 216 g; por
otro lado, las que fueron inducidas con 55 mg/kg de STZ presentaron un peso

similar de 210 g pero a la segunda semana de experimentacion.
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Figura 6. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre el peso corporal de ratas diabéticas en a)

etapas iniciales y b) avanzadas de la enfermedad
Los valores se presentan como media del peso corporal = E.E. * Indica diferencia estadistica

significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.

Con respecto al tratamiento, en la etapa inicial se observa (Figura 6a) que
la incorporacion de frijol en la dieta de los animales produce un ligero incremento
(16 %, 35 g) en el peso corporal a lo largo de las cinco semanas de tratamiento
respecto a su control de ratas diabéticas. A pesar de que estos valores no fueron
estadisticamente significativos, si tienen relevancia fisiologica, ya que el grupo
alimentado con frijol PD al 12.5 % presenté un peso promedio de 247 g en la
primer semana y después de 4 semanas, su peso corporal fue de 244 g,
corroborando que el frijol en etapas iniciales de la enfermedad ayuda a que esta
no evolucione. Con estos resultados se puede sugerir que algunos componentes

del frijol pudieran estar regulando la incorporacion de glucosa a tejidos
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dependientes de insulina, incrementando la sintesis de triacilglicéridos y de
proteinas musculares. Por otro lado, estudios previos han reportado que los
flavonoides pueden regenerar el dafio a las células B pancreaticas en animales
diabéticos (Chakravarthy y col., 1982) y el frijol es una leguminosa que contiene
cantidades considerables de estos compuestos fendlicos. Sushmita y col. (1997)

reportaron que P. vulgaris contiene cerca de 50 mg de flavonoides/100 g de frijol.

Por otra parte, el frijol no tuvo ningun efecto sobre el peso corporal en
etapas avanzadas (Figura 6b), ya que los grupos tratados con ambas variedades
evolucionan de la misma manera que su grupo control de ratas diabéticas. Por lo
gue, en esta etapa la enfermedad progresa de manera mas acelerada y esto
aumenta el riesgo de desarrollar las complicaciones de la diabetes. Esto también
puede deberse a que en estados avanzados de la enfermedad, la incorporacion de
frijol en la dieta de las ratas ya no es capaz de regular o evitar que progrese este
parametro. Asi mismo, en esta etapa avanzada tampoco se observé una

disminucion de los niveles de glucosa.

8.2.3 Efecto del consumo de frijol sobre el agua co  nsumida en ratas Wistar

sanas y diabéticas

La diabetes es una enfermedad que se caracteriza, entre otros sintomas,
por polidipsia (sed excesiva) (Braunwald y col., 1998). El exceso de glucosa en la
sangre necesita de la excrecion de cantidades elevadas de agua, via urinaria, para
eliminar la glucosa disuelta en el organismo (King, 1991). Debido a esto hay una
deshidratacién ocasionada por el arrastre de liquido, como consecuencia, el
consumo de agua en los animales diabéticos se hace evidente (Federacion
Mexicana de Diabetes, 2003). Por lo que, en el presente experimento se
determind el consumo de agua como un indicador de la evaluacion del control de

la enfermedad.
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Figura 7. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre la ingesta de agua de ratas sanas y
diabéticas en a) etapas iniciales y b) avanzadas de la enfermedad

Los valores se presentan como la media de los mililitros de agua consumida + E.E. * Indica

diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control de ratas diabéticas, analizados
con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.

En la figura 7a se observa el promedio de agua consumida (ml) durante

cinco semanas por los animales en experimentacion (etapa inicial). En primera

instancia se puede observar, en general, que el grupo de ratas diabéticas ingirid
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mayor cantidad de agua (295 ml) en comparacion con las ratas sanas (28 ml). Por
otro lado, a partir de la primera semana de tratamiento existe una disminucién del
consumo de agua para los animales alimentados con ambas variedades de frijol a
las concentraciones de 25 y 50 %, en comparacion con el grupo control de ratas
diabéticas (p<0.05). Este comportamiento se sigue presentando a lo largo del
experimento y persiste hasta el final de la quinta semana, lo que nos indica que las
dietas con las harinas de frijol cocido a altas concentraciones regula esta

alteracion de la enfermedad.

Por otro lado, los resultados obtenidos de la ingesta de agua para la etapa
avanzada del experimento se muestran en la figura 7b donde, al igual que en la
etapa inicial, se observa una disminucion en el consumo de agua a partir de la
primera semana para el frijol N y PD al 50 % (en un 30 % y 50 %,
respectivamente), mostrando este mismo comportamiento hasta el final del
experimento. Después de la segunda semana, la concentracion de 3 % para
ambas variedades también disminuye el consumo de agua comparado con el
grupo control de ratas diabéticas (p<0.05). En ambas etapas el frijol que presenté
un menor consumo de agua fue el frijol PD al 50 % (hasta un 70 %), seguido de N
al 50 % (hasta un 55 %).

8.2.4 Efecto del consumo de frijol sobre la ingesta de alimento en ratas

Wistar sanas y diabéticas

Otra caracteristica importante en la diabetes es la polifagia, es decir, un
incremento en el consumo de alimento. La figura 8a corresponde a la cantidad
promedio (g) de alimento consumido semanalmente por los grupos sanos y
diabéticos. A este respecto, en la etapa inicial se observdé que los animales
diabéticos consumieron mayor cantidad de alimento (55 %) que los animales
sanos. Por otro lado, los grupos diabéticos tratados con las harinas de frijol cocido
consumieron una cantidad menor de alimento (hasta un 50 % menos) durante las

semanas de tratamiento, con respecto a su control.
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En la etapa avanzada los resultados se muestran en la figura 8b, en donde,
a diferencia de la etapa inicial, a lo largo del tratamiento con las harinas de frijol no
se observa ningun efecto sobre el alimento consumido, esto puede deberse a la
severidad de la enfermedad ya que, como se menciond, el frijol no regul6 los
niveles de glucosa sanguineos y, por lo tanto, no se presentd un control del
consumo de alimento.
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Figura 8. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre la ingesta de alimento de ratas sanas y

diabéticas en a) etapas iniciales y b) avanzadas de la enfermedad
Los valores se presentan como la media de los gramos consumidos de alimento. *Indica diferencia
estadistica significativa (P<0.05) con respecto al control (ratas diabéticas), analizados con la

prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.
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Con los resultados obtenidos de la etapa inicial se puede sugerir que el frijol
pudiera ejercer una sensacion de saciedad producida por el contenido de fibra, o
bien podria aumentar la concentracién de insulina (Pari y col., 2003), mejorando
asi la expresion de péptidos anorexigénicos. La insulina inhibe la expresion de
péptidos orexigénicos, encargados de inducir el hambre, ademas estimula la
expresion de los anorexigénicos, los cuales provocan una sensacion de saciedad
(Milagro y col., 2002). Por lo tanto, si se incrementan los niveles de insulina,
también se ve reflejado en una disminucién en los niveles de glucosa, por lo que
los resultados de ambas etapas corroboran lo mencionado anteriormente, ya que
en la etapa inicial existe una disminucion en los niveles de glucosa en sangre, asi
como del consumo de alimento, mientras que para la etapa avanzada hay
regulacion en los niveles de glucosa en sangre y tampoco se observa una

disminucion en el consumo de alimento.

Un control adecuado de la diabetes es importante, los cambios que ocurren
en etapas tempranas pueden ser reversibles. Con el fin de disminuir el nUmero de
complicaciones de la diabetes y retrasar su desarrollo, se ha recomendado el uso
de componentes biologicos activos presentes en plantas. Los principios activos
biolégicos mas importantes para este propdsito son vitaminas y minerales,
proteinas, polisacéaridos, lectinas, saponinas y flavonoides. Segun datos cientificos
dentro de las plantas mas empleadas con este fin se encuentra el frijol (Phaseolus

vulgaris) (Savickiene, 2002).

8.2.5 Efecto del consumo de frijol sobre el perfil de lipidos en ratas Wistar

sanas y diabéticas

Ademas de los trastornos del metabolismo de la glucosa que caracterizan la
diabetes mellitus, en los pacientes diabéticos suelen asociarse cambios en el
patrén de los lipidos séricos que constituyen un riesgo importante desde el punto

de vista vascular.
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El dafio vascular aterosclerético es la complicacion mas comudn en los
diabéticos. La enfermedad coronaria y la enfermedad cerebrovascular ocurren en
el diabético en una frecuencia de 2 a 3 veces mayor que en aquellas personas que
no padecen esta enfermedad. Estudios epidemiologicos destacan de manera
especial que la frecuencia de insuficiencia arterial periférica es de 20 a 40 veces
superior en los diabéticos en relacion con las personas no diabéticas. Por lo tanto,
los trastornos cardiovasculares en el diabético es no s6lo mayor que en las
personas no diabéticas, sino que ademas resulta mas letal, sobre todo si se

presenta acompafada de hipertension arterial y albuminuria (llinait, 1997).

La hipertrigliceridemia es la dislipidemia mas frecuente en la diabetes. Es
bien conocido que en la diabetes mellitus tipo 1, la deficiencia aguda de insulina
produce un aumento rapido de la movilizacion de &acidos grasos desde los tejidos
periféricos hacia el higado, y determina un aumento de la formacion y liberacion
de lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) en este 6rgano. Al mantenerse el
déficit de insulina, se inhibe la sintesis de triglicéridos hepéaticos y la formacion y
liberacion de VLDL. Por otro lado, existe una deficiencia de la depuracién de
triglicéridos plasmaticos, bien por disminucién de la actividad de la lipoproteina
lipasa (LpL), enzima estimulada por insulina, o por una posible modificacion
estructural de las VLDL (que las hace menos susceptibles a la accion de la
enzima), incrementando la concentracion plasmatica de esta lipoproteina. En la
diabetes mellitus tipo 2, la insulinemia es normal o algo elevada en la mayoria de
los pacientes (aunque bajos en relacion con la alta concentracion plasmatica de
glucosa). En estos casos, la presencia de insulina en el higado aumenta la
formacion y la liberacion de VLDL, por lo que también se detecta
hipertrigliceridemia. Sin embargo, a pesar de las cifras elevadas de insulina,
persiste un defecto del catabolismo de la VLDL por inhibicion de la LpL al nivel del
tejido adiposo (llinait, 1997).

Los pacientes con diabetes presentan incremento en la prevalencia de

anormalidades de los lipidos que contribuyen a la enfermedad cardiovascular. La
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disminucion de colesterol LDL, incremento del colesterol HDL y disminucion de los

triglicéridos ha demostrado reduccion de la enfermedad y mortalidad.

En el cuadro 5 se muestra el perfil lipidico correspondiente a la etapa inicial
de experimentacion. En cuanto a los niveles de triglicéridos podemos observar que
existe un incremento significativo en el grupo de ratas diabéticas control (204
mg/dl) comparado con el grupo de ratas sanas (86 mg/dl), como era de esperarse.
Ramesh y col. (2006) reportaron que las ratas sanas control tuvieron niveles de

triglicéridos de 80 mg/dl y las ratas diabéticas de 180 mg/dl.

Cuadro 5. Concentracioén del perfil de lipidos en suero de ratas sanas y diabéticas

(etapa inicial) alimentadas con diferentes concentraciones de frijol

Colesterol

Triglicéridos HDL LDL VLDL
total
Control 86.32 +11.43 52.27 +2.52 49.56 +4.17 12.34 + 4.63 17.26 +1.86
sanas
_CO'?t_m' 204.64 +4528 80.00+6.64  34.67+7.53  48.68+6.11 40.92 +9.05
diabéticas
PD 3 % 161.63+48.53 61.49+7.61 4552+7.32 17.49 +6.24 32.32 +8.68
PD 12.59%  142.02+1051 60.84+4.06 54.76+4.79* 10.33+513*  27.47+2.10
PD 25 % 161.62 +35.87 55.13+1.89* 43.23+3.91 10.02+4.77* 32.32+7.17
PD 50 % 87.75+18.69* 5159+459* 34.63+4.83 13.72+1.74* 19.21+3.72*
N 3 % 01.02+9.14*  63.84+8.43 42.72+536 24.02+4.75 18.20+1.82*
N 12.5 % 01.42 +13.34* 64.97+6.13  47.79+0.77 26.68+14.21 20.11+2.66*
N 25 % 48.80+3.92* 5449+522* 43.25+0.94 10.18+2.93* 9.76+0.78*
N 50 % 4434 +6.84* 63.76+9.17 39.23+3.51 26.17+7.45 8.86 +1.36 *

Los valores se presentan como la media de la concentracion (mg/dl) de triglicéridos, colesterol
total, HDL, LDL o VLDL en suero sanguineo * E.E. * Indica diferencia estadistica significativa
(p<0.05) con respecto al control (ratas diabéticas), analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto
Durango, N= Negro 8025

Con respecto a los niveles de triglicéridos en los grupos tratados con frijol
PD la solo la concentracion al 50 % los niveles significativamente, no siendo asi
para el frijol N, ya que este frijol produce una disminucion a todas las
concentraciones (hasta en un 78 %), aunque no es dosis dependiente. Se puede

decir que a altas concentraciones de ambas variedades existe una regulacion de
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los niveles de triglicéridos, siendo mejor la variedad N para las etapas iniciales de
la enfermedad. En este mismo contexto, podemos observar una tendencia similar
a la disminucion en los niveles de VLDL, por lo que en este estudio, la disminucién
de los niveles de VLDL Yy triglicéridos en sangre sugiere una proteccion a nivel

vascular.

En cuanto al colesterol total (cuadro 5), al igual que los triglicéridos, el grupo
de ratas sanas presenta una menor concentracion de colesterol (52.27 + 2.52
mg/dl), comparada con el grupo de ratas diabéticas control (80 £ 6.64 mg/dl). Se
observa que las dietas con frijol disminuyen el colesterol total, siendo la
concentracion al 50% del frijol PD que presentd una menor reduccion de este
parametro, alcanzando los niveles del grupo de ratas sanas. También el frijol N

disminuy®d los niveles, siendo significativo al 25 %.

La hipercolesterolemia en el paciente diabético podria deberse a un
incremento en la sintesis de colesterol independiente de insulina, por aumento de
VLDL circulante que aporta el 20 % del colesterol total y por disminucion del
catabolismo de LDL, lo cual explicaria una disminucion de colesterol en la ratas

tratadas con frijol.

Un parametro de riesgo cardiovascular, son los niveles elevados de LDL en
sangre. Por lo que en el cuadro 5 se puede observar que las ratas sanas
presentan niveles bajos de LDL (12.34 + 4.63 mg/dl) comparada con las ratas
diabéticas control (48.68 £ 6.1 mg/dl) las cuales presentan hasta 4 veces mas
concentracion de LDL, incrementando el riesgo cardiovascular. El tratamiento con
frijol de ambas variedades produjo una disminucion de LDL, para algunos grupos
de frijol PD llegando a los niveles de las ratas sanas, y el frijol N redujo en un 50 %
los niveles de LDL, a excepcion del grupo N 25 % el cual tuvo una disminucion
hasta del 80 %.
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Cuadro 6. Concentracién del perfil de lipidos en suero de ratas diabéticas (etapa

avanzada) alimentadas con diferentes concentraciones de frijol

Triglicéridos CO':;;‘TO' HDL LDL VLDL

Diabétticlas 160.16 +7.65  85.28+9.97 19.09+0.44 53.29+6.61 32.03+1.53
contro

PD 3 % 162.00+3.37 60.48+4.61* 2571+391 42.83+4.29 33.99+1.15
PD509%  171.82+1358 49.83+587* 11414077 53.53+892 34.36+2.71

N 3 % 164.39+6.90  71.94+880 2561+3.81 43.44+10.65 32.87+1.38
N 50 % 162.24+6.57 58.17+6.71* 40.35+8.38* 26.19+ 4.93* 33.59 * 1.59

Los valores se presentan como la media de la concentracion (mg/dl) de triglicéridos, colesterol
total, HDL, LDL o VLDL en suero sanguineo * E.E. * Indica diferencia estadistica significativa
(p<0.05) con respecto al control de ratas diabéticas, analizados con la prueba de Dunnet. PD=
Pinto Durango, N= Negro 8025.

Por otro lado, en la etapa avanzada (cuadro 6) podemos observar que no
existe una regulacion de los niveles de triglicéridos por lo que podemos sugerir
qgue en nuestro estudio la regulacion de estos esta dada como ya se menciond por
la incorporacién de glucosa al tejido adiposo. Debido a que en la etapa inicial si se
observa una disminucién de la glucosa y a su vez de los triglicéridos. Como ya se
menciond, el control de triglicéridos esta dado por la incorporacion de glucosa al
tejido adiposo. Por ello, en la etapa inicial se observa una disminucion de glucosa
y a su vez de triglicéridos. Por otro lado, en la etapa avanzada no existe una
regulacion de los niveles de glucosa y tampoco de la concentracion de
triglicéridos. Sin embargo, si existe una disminucion de la concentracion de
colesterol para los grupos alimentados con frijol PD al 3 y 50 % (hasta de un 42
%), asi como para N al 50 % (31 %). Ademés, la alimentacibn con N 50 %,

disminuye los niveles de LDL, asi como incrementa los niveles de HDL.

La disminucion de colesterol pudiera estar relacionado con la produccion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), debido a que los carbohidratos
indigestibles tales como la fibra soluble e insoluble, almidon resistente y los
oligosacéridos presentes en el frijol pueden ser fermentados por la microflora
colonica, dando origen a los AGCC como acético, propionico y butirico. Los AGCC

tienen efectos fisioldégicos que repercuten sobre el metabolismo lipidico, ya que el

54



acido propiénico se ha relacionado con la disminucion de colesterol debido a la
inhibicion de la colesterogénesis, a través de la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
CoA reductasa (HMG-CoA) (Serrano y Gofii, 2004).

8.2.6 Efecto del consumo de frijol sobre el peso re lativo de los rifiones en

ratas Wistar sanas y diabéticas

Una de las complicaciones propias de la diabetes es la nefropatia diabética,
en donde una de las caracteristicas mas comunes es la hipertrofia de los rifiones.
Debido a que se mantiene elevada el azlcar en la sangre existe una mayor
filtracion de los rifiones, debido a que hay un aumento del flujo de sangre y éstos
se hacen mas grandes. Por ello en este experimento se tomo en cuenta el peso de

los rifiones como un indicador del control de esta complicacion.

En la etapa inicial del experimento se puede observar que el peso relativo
de los rifilones de las ratas diabéticas (0.012) fue mayor comparado con el de las
ratas sanas (0.005) (p<0.05) (Figura 9a). Por otro lado, los grupos de ratas
diabéticas a los que se les incorporo frijol en su dieta mostraron un menor peso de
los rifiones (16-25 %), siendo estadisticamente significativo para las
concentraciones de 25 y 50 % para ambas variedades. Estos resultados
concuerdan con lo descrito por Yamabe y col., (2007), quienes observaron que en
ratas Wistar macho diabéticas inducidas con estreptozotocina existe un aumento
en el peso de los rifiones respecto a las ratas sanas, y que la administracion
intragastrica de polifenoles extraidos de Corni fructus (20 mg/kg P.C.) a ratas
diabéticas disminuye significativamente el peso de los rifiones, sugiriendo que

estas fracciones mejoran los cambios renales y la hipertrofia.

También, en la etapa avanzada se puede observar que también existe una
disminucion estadisticamente significativa del peso relativo de los rifiones, en los
grupos tratados para ambas variedades al 50 % (Figura 9b). Sin embargo, no se

observa una regulacién con respecto al control de la concentracion de 3 %. Esto
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puede deberse a la severidad de la enfermedad y a este nivel la proteccion se
observa principalmente a mayores concentraciones de frijol. Este comportamiento
protector se observa para ambas etapas, en donde se sugiere que ambas
variedades de frijol producen una proteccion similar a altas concentraciones.
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Figura 9. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre el peso relativo de rifiones de ratas sanas

y diabéticas en a) etapas iniciales y b) etapas avanzadas
Los valores se presentan como el peso relativo de los riflones (peso de ambos rifiones/peso
corporal) * E.E. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control de ratas

diabéticas, analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.
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8.2.7 Efecto del consumo de frijol sobre la concent  racion de glucosa en la
orina de ratas Wistar sanas y diabéticas

La determinacién de glucosa en orina (glucosuria) suele formar parte del
analisis de orina rutinario. En condiciones normales no deberia haber glucosa en
la orina, pero cuando la concentracion en sangre de dicho carbohidrato supera un
determinado limite (160-180 mg/dl), se elimina a través del rifion con la orina, ya
gue la cantidad de glucosa filtrada a través de los glomérulos excede a la

capacidad maxima de resorcion de los tabulos renales.

Los resultados correspondientes a los niveles de glucosa en la orina
excretada durante 12 h de ratas sanas y diabéticas se muestran en la figura 10.
En la etapa inicial (Figura 10a), se puede observar que las ratas diabéticas
presentaron niveles de glucosa mayores (1000 mg/dl) que las ratas sanas (33
mg/dl) y aunque no estadisticamente significativo, se observa que los grupos
alimentados con ambas variedades de frijol disminuyen los niveles de glucosa en
orina hasta en un 50 % en las ratas diabéticas. Esto también derivado de una
disminucion en los niveles de glucosa en sangre, asi mismo esta disminucion de

glucosa en orina se reflejé en un menor consumo de agua.

En la etapa avanzada (Figura 10b), se observa una disminucién de los
niveles de glucosa en orina (hasta en un 30 %); sin embargo, esta disminucion

tampoco fue estadisticamente significativa.

Cabe mencionar que es probable que no se observe una disminucién
estadisticamente significativa debido a que los intervalos de medicion de la
glucosa a través de las tiras reactivas son muy amplios y, por lo tanto, esto pueda
estar originando un margen de error mayor. Sin embargo, con estos resultados, se

puede sugerir que si existe una regulacion de la glucosa en la orina.
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Figura 10. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre los niveles de glucosa en orina de ratas

sanas y diabéticas en a) etapas iniciales y b) etapas avanzadas
Los valores se presentan como la media de la concentracion (mg/dl) de los niveles de glucosa en
orina £ E.E. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control de ratas

diabéticas, analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.

8.2.8 Efecto del consumo de frijol sobre la concent  racion de albumina en la

orina de ratas Wistar sanas y diabéticas

La nefropatia diabética es una enfermedad secundaria de la diabetes en la
cual el rifidn pierde la capacidad para funcionar apropiadamente. Esta condicién

se caracteriza por los niveles elevados de albumina y presencia de proteina en la
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orina. La nefropatia diabética es la causa mas comun de insuficiencia renal
cronica (Atlas de la diabetes, 2002).

El primer cambio detectable en el curso de una alteracion renal a causa de
la diabetes es un engrosamiento en el glomérulo y durante esta etapa, el rifion
comienza a permitir la salida a través de la orina de cantidades anormales de una
proteina plasmatica llamada albumina. Asi, los niveles de microalbuminuria en
orina son un marcador de dafio glomerular y se considera como un marcador de
nefropatia progresiva (Wiseman y col, 1985). Por lo cual uno de los parametros
gue se tomo en cuenta para evaluar el dafio renal fue la presencia de albumina en

la orina.

En este estudio se midieron los niveles de albumina en orina de 12 h en
ratas sanas y diabéticas, encontrandose que para la etapa inicial (Figura 11a), los
valores de las ratas diabéticas y sanas no son estadisticamente diferentes; asi
mismo, no existe diferencia estadistica significativa entre los grupos tratados con

ambas variedades de frijol y las ratas diabéticas control y sanas control.

A este respecto podemos observar que los niveles de albuminuria de las
ratas diabéticas control en la etapa avanzada (1.36 mg/12 h) son mayores
comparados con los niveles de la etapa inicial (0.65 mg/12 h); en donde, como ya
se menciond anteriormente, la diabetes de la etapa avanzada fue inducida con
una dosis de STZ mayor (55 mg/kg), por lo que en base a los resultados
obtenidos, en la etapa inicial no se observa un dafio a nivel renal, durante el
periodo de experimentacion. Ademas, esta etapa no mostré niveles detectables de
proteina en la orina; no siendo asi para los animales de la etapa avanzada. Estos
datos concuerdan con lo reportado por Ambriz y col. (2007), quienes evaluaron los
niveles de albumina urinaria de ratas Wistar macho diabéticas después de 45 dias
de inducidas con 45 mg/kg STZ y encontraron niveles de 0.3-0.7 mg/12 h de
albumina, en ese mismo estudio realizaron analisis histopatoldgicos, y concluyen

gue a este dosis de STZ no hubo cambios morfoldgicos y estructurales del rifidon.
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Figura 11. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre los niveles de albimina en orina de ratas
sanas y diabéticas en a) etapas iniciales y b) etapas avanzadas

Los valores se presentan como la media de la concentracion (mg/12 h) de los niveles de albumina
en orina + E.E. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control de ratas

diabéticas, analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.

En la etapa avanzada del experimento (Figura 11b), el consumo diario de
frijol incorporado en la dieta de las ratas produce una disminucion de los niveles

de albumina urinaria, comparada con grupo control de ratas diabéticas, ofreciendo
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mayor proteccion a altas concentraciones de ambas variedades. Se ha reportado
gue la albuminuria puede estimular la produccion tubular e intersticial de factores
de crecimiento y citocinas involucradas con el dafio renal (GoOmez-Fernandez,
2004), por lo que una disminucidn en este parametro es importante para evitar la

progresion de esta complicacion.

La microalbimina es un poderoso predictor de riesgo renal. Niveles
elevados de albumina en la orina aumenta progresivamente el riesgo de
desarrollar a macroalbuminuria y de presentar eventos cardiovasculares. Por lo
que la disminucion de la albumina en orina no solamente protege al rifién, si no

también al sistema cardiovascular (Userpater y col., 2004).

8.2.9 Efecto del consumo de frijol sobre la concent  racién de proteina en la

orina de ratas Wistar diabéticas

En la etapa inicial no se encontraron niveles detectables de proteina en la
orina de ratas diabéticas, sin embargo, para la etapa avanzada, en donde la
diabetes es inducida con 55 mg/kg de STZ, se observaron niveles de proteina en
la orina, debido a que la severidad de la enfermedad es proporcional a la dosis de
diabetdégeno empleada, por lo que las ratas se sacrificaron a la tercer semana de
tratamiento. En esta etapa a pesar de que la evolucion de la enfermedad fue
acelerada, si se pudo observar una proteccion del frijol con respecto a este

marcador de dafo renal.

La figura 12 muestra la concentracion de proteina en orina de 12 h de ratas
alimentadas con dos variedades de frijol a diferentes concentraciones,
observandose que a pesar de incorporar bajas concentraciones de frijol en la
alimentacion de las ratas, existe una disminucion no estadisticamente significativa
de los niveles de proteina. Sin embargo, para las concentraciones de ambas
variedades (PD y N) al 50 %, no existen niveles detectables de orina, lo que

significa que los compuestos presentes en el frijol evitan que el dafo renal
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evolucione a proteinuria, lo cual nos indica que aun a etapas a avanzadas de la
enfermedad, el consumo de frijol ayuda a evitar el desarrollo de la nefropatia
diabética.

El consumo de ambas variedades de frijol también regula los niveles de
albumina en orina, lo cual corrobora que la enfermedad no esta evolucionando de
albuminuria a proteinuria, esto es muy importante ya que al observar proteinuria
en un paciente diabético significa que el dafio es mas avanzado, por lo que

mejorar estos parametros nos habla de un control de dicha complicacion.

En un estudio realizado por Yamabe y col. (2006), demostraron que la
administracion oral a ratas diabéticas, de un compuesto fendlico extraido del té
verde a una dosis de 100 mg/kg de peso corporal, disminuye pardmetros de dafio

renal como la proteina urinaria.
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Figura 12. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre los niveles de proteina en orina de ratas
diabéticas en etapa avanzada

Los valores se presentan como la media de la concentracion (mg/12 h) de los niveles de proteina
en orina £+ E.E. * Indica diferencia estadistica significativa (P<0.05) con respecto al control,

analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.
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8.2.10 Efecto del consumo de frijol sobre los nivel  es de sodio y potasio en la

orina de ratas Wistar diabéticas

Los glomérulos del rifion son los responsables de la produccion de orina a
partir de la elaboracion de ultrafiltrado plasmaético. A lo largo de su recorrido por la
nefrona, sistemas enzimaticos complejos se encargan de recapturar sodio, agua,
glucosa y aminoacidos, en tanto que otros favorecen la secrecion a la luz tubular
de &cidos orgéanicos, potasio y urea en la orina. La aparicibn anormal de algunas
sustancias en la orina es un indice de dafio en la estructura de la nefrona (Tortora
y col., 1993).

En la diabetes, la concentracion de algunos iones puede verse alterada,
principalmente de Na* y K™ en la orina, por lo cual, en este estudio se midieron
como otro pardmetro para evaluar el dafio renal. En la etapa inicial de este estudio
no se presentd una diferencia estadistica significativa entre el grupo de ratas
sanas y diabéticas, esto sugiere que no existe una descompensacion de los iones
sodio y potasio, por lo cual nuevamente se comprueba que en la etapa inicial no

se puede observar un dafio a nivel renal.

Por otro lado, en la etapa avanzada del experimento (Figura 13), solo se
observa un incremento en los niveles de potasio para el grupo alimentado con frijol
PD 50 % (2310 ppm/l) comparado con el grupo control (1353 ppm/l), sin embargo
en esta etapa no se cuenta con un grupo control de ratas sanas, por lo cual no se
pudieron comparar los niveles de estos iones y poder concluir sobre este

parametro.
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Figura 13. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre los niveles de sodio y potasio en orina de
ratas diabéticas en etapa avanzada

Los valores se presentan como la media de la concentracion de iones (ppm/l) de los niveles de
sodio y potasio en orina + E.E. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al

control, analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.

8.2.11 Efecto del consumo de frijol sobre los nivel  es de IL-6 y TNF- a en suero
de ratas Wistar diabéticas

Con el objetivo de saber si existe una correlacién entre los niveles de
citocinas en sangre y el dafo renal se midieron los niveles de las citocinas
proinflamatorias IL-6 y TNF-a en el suero de las ratas de la primera y etapa
avanzada. Se pudo corroborar que en este modelo animal de diabetes, las
citocinas estan involucradas en el progreso o evolucién del dafio renal, ya que en
la etapa inicial no se presentaron cambios en los marcadores bioquimicos de dafio
renal, tales como; albimina, proteina y iones Na* y K* y tampoco se presentaron
incrementos en las concentraciones de las citocinas IL-6 y TNF-a. En la etapa
avanzada los valores de las citocinas séricas de los animales diabéticos fueron
100 pg/ml y 110 pg/ml comparados con los animales sanos 60 pg/ml y 12 pg/ml
para IL-6 y TNF-a, respectivamente. Con lo anterior, se comprueba que las
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citocinas estan relacionadas con el dafio renal, y que una disminucién de estas

podria mejorar esta complicacion.

En la figura 14 se observa que existe una disminucion de los niveles de IL-6
(26 %) para los grupos alimentados solamente con frijol negro a las dos
concentraciones, sin embargo, las concentraciones de TNF-a fueron reguladas
con ambas variedades, tanto a bajas (69-79 %) como a altas concentraciones (55
%). Esto nos indica que la incorporacion de frijol en la dieta de las ratas ayuda a
disminuir estas citocinas relacionadas con el dafio renal.
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Figura 14. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre los niveles de IL-6 y TNF-a en suero de

ratas diabéticas en etapas avanzadas

Los valores se presentan como la media de la concentracién (pg/ml) de los niveles de IL-6 y TNF-a
en suero + E.E. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control,

analizados con la prueba de Dunnet. PD= Pinto Durango, N= Negro 8025.

Debido a que el frijol no regulé los niveles de glucosa en los animales
diabéticos inducidos con 55 mg/kg, pero si ejercié una disminucion de las citocinas
y de dafio renal, los resultados sugieren que el mecanismo de accién del o los
componentes de esta leguminosa frijol pudieran estar relacionados con
actividades antioxidantes, disminuyendo el estrés oxidativo producido por los altos

niveles de glucosa en sangre.

65



8.2.12 Efecto del consumo de frijol sobre glutation  -S-transferasa y glutation

reducido en rifidn de ratas Wistar diabéticas en eta  pa avanzada

Se ha demostrado que el aumento en el dafio oxidativo a biomoléculas, la
insuficiente capacidad de reparacion de las lesiones producidas y la disminucién
en el nivel y actividad de enzimas y antioxidantes exdgenos, son factores que
contribuyen en la etiopatogenia de enfermedades como diabetes y sus
complicaciones, enfermedades cardiovasculares, ateroesclerosis, enfermedades

del sistema inmune e inflamacion, entre otras (Beristan-Pérez y col., 2006).

El estrés oxidativo es controlado por mecanismos de defensa celular, que
consisten en sistemas enzimaticos y no enzimaticos. Los niveles de estos
mecanismos de defensa antioxidante se ven alterados en la diabetes y ademas de
que la ineficiente eliminacion de los radicales libres juega un papel importante en

el dafo a tejidos (Schulz y col., 2005).

La enzima glutation-S-transferasa (GST) y el cofactor glutation reducido
(GSH) se consideran como unas de las principales defensas del organismo contra
el estrés oxidativo; sin embargo, en la diabetes dichos parametros se ven
severamente afectados, ya que disminuyen sus niveles tanto en suero como en
organos (Young y col., 2001). Por lo que, una disminucion del estrés oxidativo, a
traveés del tratamiento con antioxidantes, puede ser una estrategia efectiva para
reducir las complicaciones de la diabetes (Schultz y col., 2005). Por lo tanto, se
midi6 la actividad de la enzima GST y su cofactor GSH, para evaluar la actividad

antioxidante del frijol.

Debido a que Unicamente en la etapa avanzada se observo el dafio renal y
gue el frijol produjo una proteccion sobre este dafo, se realizd el estudio de la
actividad de GST y su cofactor GSH, para poder determinar si el consumo de frijol
produce un efecto antioxidante en el rifion y, por lo tanto, contribuir en la

disminucioén del dafio renal.
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En la figura 15 se muestran los resultados obtenidos para la actividad de
GST en los grupos experimentales correspondientes a la etapa avanzada. En
donde se puede observar que existe un incremento significativo de los niveles de
esta enzima antioxidante para ambas variedades y a las dos concentraciones (3 y
50 %) comparados con el grupo control de ratas diabéticas, presentando una
mayor actividad las ratas alimentadas con frijol N 50 % (1.5 veces) comparado con
el diabético. Lo anterior coincide con una mayor proteccion en los parametros
evaluados para el dafio renal y también el frijol PD al 50 % ejerce mayor
proteccion; sin embargo, el frijol N 50 % presenta menor concentracion de
albumina que el PD 50 %, e igualmente se puede observar esta tendencia en la
actividad enzimética, siendo estadisticamente diferentes PD 50 % y N 50 %. Los
resultados sugieren que, los componentes bioactivos del frijol podrian estar
ejerciendo actividad antioxidante en el rifion disminuyendo asi la evolucion del

dafio renal, evitando que progrese a proteinuria.

Venkateswara y col. (2001), realizaron un estudio con un extracto de la
vaina de Phaseolus vulgaris y encontraron que existe una disminucién del cofactor
GSH asi como de la enzima GST en ratas diabéticas inducidas con STZ,
comparadas con ratas sanas. Por otro lado, observaron que la administracion
diaria del extracto de frijol produjo un incremento significativo en los niveles de
GSH y GST en el rifion de ratas diabéticas. Los resultados sugieren que el
incremento de esta enzima antioxidante y su cofactor implican que este potencial
de defensa antioxidante es reactivado por los agentes bioactivos presentes en el
frijol.

En cuanto a la concentracion de GSH, se puede observar en la figura 16
gue los niveles del grupo control de ratas diabéticas es significativamente menor
comparado con los grupos alimentados con frijol. EI consumo de frijol incrementa
los niveles de GSH hasta cinco veces mas, comparado con el grupo control de
ratas diabéticas. Siendo mayor la concentracién de los grupos de frijol N, a ambas

concentraciones.
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Figura 15. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre la actividad de GST en rifion de ratas

diabéticas en etapas avanzadas

Los valores se presentan como la media de actividad de GST (nmol/min mg proteina) en rifion +
E.E. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control, analizados con la

prueba de Dunnet. GST= glutation-S-transferasa, PD=Pinto Durango, N= Negro 8025.

En la diabetes, el estrés oxidativo se puede atribuir a la combinacién de
glicoxidacion inducida por hiperglicemia, activacion de la via del sorbitol, y
disminucion de la sintesis de GSH, debido al limitado desfogue a la via de las

pentosas.

En un estudio realizado con ratas diabéticas inducidas con STZ, se evaluo
el efecto de proantocianidinas en el estrés oxidativo, y se reportd que los niveles
de GSH en rifidn es menor en ratas diabéticas comparado con animales sanos y
gue estas concentraciones se incrementan con el tratamiento con

proantocianidinas, disminuyendo asi el estrés oxidativo (Lee y col., 2007).
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Figura 16. Efecto del consumo de dos variedades y diferentes concentraciones de
frijol cocido incorporado a la dieta sobre la concentracion de GSH en riiidn de

ratas diabéticas en etapas avanzadas
Los valores se presentan como la media de la concentracion de GSH (ug GSH/mg proteina) en
rifidén + E.E. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control, analizados

con la prueba de Dunnet. GSH= glutation reducido, PD=Pinto Durango, N= Negro 8025.

Debido a que en la etapa avanzada no se observa una regulacién de los
niveles de glucosa, se sugiere que el consumo de frijol es responsable evitar el
progreso del dafio renal debido a su capacidad antioxidante lo que a su vez pudo
corroborarse con un incremento en el sistema de defensa antioxidante enddgeno,

medido por la enzima GST y su cofactor GSH.

8.2.13 Efecto del consumo de frijol sobre la expres i6n de NF-kB citosélica y

nuclear en rifdn de ratas Wistar diabéticas

En los dltimos afos se ha sugerido que el proceso de inflamacion cronica,
es importante en la patologia y las complicaciones de la diabetes. Dentro del
proceso de inflamacion esta involucrada la sintesis y liberacibn de citocinas
proinflamatorias, responsables de activar factores de transcripcion en las células,
gue su vez aumentan la sintesis de proteinas inflamatorias (Alexandraki y col.,
2006).
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Uno de los blancos intracelulares de la hiperglicemia y el estrés oxidativo es
la activacion de NF-kB. NF-kB se encuentra inactivo en el citoplasma, ligado a una
proteina inhibitoria IKB. Después de que es activado por citocinas se transloca al
ndcleo y posteriormente activa genes involucrados con el dafio renal, por tal
motivo, se determind la expresion de este factor en ambas compartimentos

celulares.

Con el objetivo de conocer el posible mecanismo de accién que llevo a cabo
el consumo diario de frijol sobre la disminucién del dafio renal, se determind la
expresion del factor de transcripcion NF-kB tanto en ndcleo como en el citoplasma
del rifidn de ratas diabéticas de la etapa avanzada (55 mg/kg STZ). En la figura
17 se observa la expresion de NF-kB en la fraccion nuclear del riién de ratas
diabéticas, la cual muestra una tendencia a disminuir siendo significativa para el
grupo alimentado con frijol PD 50 % (26 %) respecto el grupo control. Por otra
lado, también se presentan los resultados de la expresion de NF-kB en la fraccion
del citoplasma de rifidon, donde se puede observar que existe un aumento en la
expresion de este factor de transcripcion, nuevamente significativa para el grupo
PD 50 % (1.5 veces) asi mismo para el frijol N al 3y 50 % (1.8 y 2.2 veces,
respectivamente), comparados con el grupo control de ratas diabéticas. Estos
resultados sugieren que el consumo de frijol PD al 50 % ayuda a disminuir el dafio
renal de ratas diabéticas a través de mantener a NF-kB inactivo en el citoplasma,
evitando su translocacion al nucleo y asi mismo se comprueba con una menor

expresion en el nacleo.

Por otro lado, el frijol N a pesar de no regular NF-kB en ndcleo, si
incrementa la expresion en citoplasma, lo que sugiere, que si bien existe una
concentracion en el ndcleo una mayor parte se encuentra inactivo en el
citoplasma. Ademas NF-kB se ha correlacionado con el grado de severidad de
albuminuria en pacientes diabéticos con complicaciones, por lo que una
disminucion de este factor y/o incremento en el citoplasma, correlaciona con un

menor dafio renal (Hofmann y col.,, 1999). Respecto a esto, recientes
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investigaciones sugieren que los polifenoles pueden actuar modificando las vias
de transduccion de sefiales, ejerciendo de esta manera sus efectos benéficos, por
ejemplo se ha mostrado que los polifenoles ejercen su actividad antiinflamatoria
modulando la activacion de NF-kB, actuando en diferentes puntos del proceso de
esta activacion (inhiben activacion de IKK, evitan degradacion de IKB) (Santangelo

y col., 2007).

N C N C N C N C N C
VL S o —————

B ACHNG i . o G S G ——

1.4 -

1.2

14
0.8 ~
0.6 -
0.4 -
0.2
0 -
N C N C

Control PD 3 % PD 50 % N 3 % N 50 %

Relacion de area de pixeles
(NF-kB /actina)

N C N C N C

Figura 17. Efecto del consumo de dos variedades frijol cocido a diferentes
concentraciones incorporado a la dieta sobre la expresién de NF-kB en el nacleo y

citoplasma de rifion de ratas diabéticas en etapas avanzadas
Los valores se presentan como la media de la relacién del area de pixeles + E.E. * Indica diferencia
estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control, analizados con la prueba de Dunnet. PD=

Pinto Durango, N= Negro 8025. N) NF-kB nuclear C) NF-kB citosélica.

8.2.14 Efecto del consumo de frijol sobre la expres i6n de IkB- B en rifion de

ratas Wistar diabéticas en etapas avanzadas
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Como ya se mencion0, la activacion de NF-kB requiere la disociacion de su
inhibidor IkB en citoplasma y su posterior translocacion al ndcleo. IkB presenta
varias isoformas como IkBa y la isoforma IkBf3, que se encargan de regular la
activacion de NF-kB. Para que NF-kB se separe de su inhibidor y se dirija al
ndcleo, es necesario que los IkB's sean fosforilados por cinasas de IkB, conocidas
como IKKs. Por lo que se sabe que el principal inhibidor de NFkB es IkBa, el cual
al ser fosforilado se separa de NF-kB y posteriormente es degradado (Xioa, 2003).
NF-kB una vez en el nucleo, ademas de unirse a sitios especificos para la
transcripciéon de proteinas inflamatorias, también favorece la resintesis de IkB-a, el
cual se vuelve a unir a NF-kB y el complejo se transporta de nuevo al citoplasma
donde NF-kB se encuentra de nuevo inactivo. Ik-Bf3 también se une a NF-kB en el
citoplasma; sin embargo, a diferencia de IkBa, éste no se separa de NF-kB al ser
fosforilado y éste complejo se transloca al nicleo donde se une al ADN (Hertlein,
2005). Por lo cual en este estudio se midi6 la expresion de IK-k( y los resultados
se presentan en la figura 18, observandose que existe una disminucion en la
expresion de IK-kB para el frijol PD 50 % y con ambas concentraciones de frijol N;
asi mismo, esta variedad disminuyo los niveles de IL-6 en sangre, lo cual nos
sugiere que la disminucién de la expresion de IK-k3 y NF-kB en nucleo asi como el
incremento en la expresion de NF-kB en citoplasma puede ser un mecanismo por
el cual el frijol disminuya el estado inflamatorio en los pacientes diabéticos. Se ha

reportado que los polifenoles inhiben o suprimen la activacion de 1K-k[3.

Retomando el dato del frijol PD 3 %, en esta concentracion no se observa
ninguna regulacion de NF-kB tanto nuclear y citosdlico, por lo que tampoco una
regulacion de IK-k[3, lo cual nos puede sugerir que el mecanismo por el cual el frijol
disminuye los pardmetro de dafio renal pudiera ser por la regulacién de ambos
factores tanto el factor de transcripcion como IK-k@3, debido a que si no se ven
regulados tampoco disminuyen los parametros de dafio renal como en el caso del
grupo PD 3 %.
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Figura 18. Efecto del consumo de dos variedades frijol cocido a diferentes
concentraciones incorporado a la dieta sobre la expresién de IK-kB en rifion de

ratas diabéticas en etapas avanzadas

Los valores se presentan como la media de la relacién del &rea de pixeles + E.E. *Indica diferencia
estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control, analizados con la prueba de Dunnet. PD=
Pinto Durango, N= Negro 8025.
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9. CONCLUSIONES

La disminucién de triglicéridos observada Unicamente en la etapa inicial de
la diabetes puede ser atribuida al efecto hipoglucémico producido por el frijol N y
PD. La regulacién de estos parametros esta en funcién de la evolucion de la
enfermedad.

La incorporacién de frijol PD y N a la dieta de ratas diabéticas, a partir del
25 %, disminuye los niveles de colesterol séricos en ambas etapas de la
enfermedad, independientemente del control de los niveles de glucosa. Por lo que
el consumo de frijol puede ser una alternativa para disminuir el riesgo

cardiovascular asociado a diabetes.

Los parametros empleados para la evaluacion de dafio renal fueron
significativos solamente para la etapa avanzada (55 mg/kg STZ). En esta etapa se
observo que el consumo de frijol de ambas variedades incorporado a la dieta al 3 'y
50 % disminuye los niveles de microalbumina en orina. Este efecto esta
relacionado con una menor concentracion sérica de TNF-a, adicionalmente, la

dieta con frijol N también disminuye IL-6.

La incorporacion de frijol a la dieta podria disminuir el estrés oxidativo del
riion al incrementar la concentracion de GSH vy la actividad de la enzima GST,

principalmente en aquellos animales que fueron tratados con N.
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La menor concentracion de TNF-a en suero esta relacionada con una
menor actividad de NF-kB y menor expresion de IKBB en el rifion de los animales

alimentados con ambas variedades de frijol.

Ambas variedades de frijol son capaces de regular el dafio renal
relacionado con inflamacibn en animales diabéticos, presentando mayor

proteccion los animales alimentados con frijol N.

El consumo de frijol a bajas y altas concentraciones produce efectos

hipoglucemiantes, hipolipidémicos y antiinflamatorios en un modelo de diabetes.
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11. ANEXOS

11.1 Determinacion de triglicéridos

Los triglicéridos se determinaron a partir de la hidrélisis enzimatica con
lipasas mediante un kit enzimatico marca Randox, el cual emplea un método
colorimétrico. Este analisis se basa las siguientes reacciones. Los triglicéridos
presentes en la muestra dan lugar a glicerol por medio de hidrdlisis enzimatica con
lipasas. El glicerol formado se convierte a glicerol-3-fosfato por accion de la
enzima glicerol cinasa, éste, al estar en presencia de oxigeno y por la enzima
glicerol fosfato oxidasa produce el compuesto dihidroxiacetona y peroxido de
hidrogeno, el cual reacciona con el 4-aminofenazona y el 4-clorofenol, y mediante
la enzima peroxidasa se produce el compuesto colorido quinoneimina (indicador)

el cual, finalmente, se lee en un lector de ELISA Turnable Versamax a 546 nm. En
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donde la intensidad de color es proporcional a la concentracion de triglicéridos en
suero sanguineo, ésta se determindé empleando la siguiente formula:

Concentracion de triglicéridos (mg/dL) = Abs de la muestra * 200

Abs del estandar

11.2 Determinacion de colesterol total

La concentracion de colesterol total en sangre se evalué mediante un kit de
la marca Randox, en donde los esteres de colesterol de las muestras se
hidrolizaron por medio de la colesterol esterasa, produciendo colesterol libre el
cual en presencia de oxigeno y por accién de la colesterol esterasa formé el
colesten-3-ona y peroxido de hidrogeno, este Ultimo en presencia de a 4-
aminoantipirina y fenol, mediante la enzima peroxidada, dieron lugar al compuesto
colorido quinoneimina, que fue leido en un lector de ELISA Turnable Versamax a
una longitud de onda de 546 nm. En donde la intensidad de color es proporcional
a la concentracion de colesterol en suero sanguineo, la cual se determind

empleando la siguiente formula:

Concentracién de colesterol (mg/dL) = Abs de la muestra * 200

Abs del estandar

11.3 Determinacion de HDL (lipoproteina de alta den  sidad)

La concentracion de colesterol HDL en suero sanguineo se cuantifico
mediante un kit de la marca Randox. Donde se sigui6 la siguiente metoodlogia.
Primero se llevé a cabo una precipitacién de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL y VLDL) y de las fracciones de quilomicrones presentes en la muestra, por
medio del &cido fosfotingstico en presencia de iones de magnesio.
Posteriormente las muestras se centrifugaron y se obtuvo el sobrenadante, donde

se encuentra la fraccion HDL, éste, se hidroliz6 por medio de la enzima colesterol
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esterasa, produciendo colesterol libre el cual en presencia de oxigeno y con la
enzima colesterol esterasa produce el colesten-3-ona y peroxido de hidrégeno. La
4-aminoantipirina y el fenol en presencia del perdxido de hidrogeno formado y por
accion de la enzima peroxidasa dieron lugar a un compuesto colorido
(quinoneimina) que fue leido a una longitud de onda de 546 nm en un lector de
ELISA Turnable Versamax. La concentracion de colesterol es proporcional a la

coloracion producida y se obtuvo empleando la siguiente férmula:

Concentracion de HDL (mg/dL)= Abs de la muestra * 150

Abs del estandar

11.4 Determinacion de LDL y VLDL (lipoproteinas de  baja densidad)

La concentracion de las proteinas de baja densidad LDL, no son valores
analiticos si no que se determinan mateméticamente mediante la formula de
Friedewald.

Concentracion de LDL (mg/dL)= colesterol total - VLDL - HDL

A su vez, la concentracion de VLDL, se determina empleando la
siguiente formula, solo si la concentracion de triglicéridos tiene un valor igual o

inferior a 400 mg/dL.

Concentracién de VLDL (mg/dL)= concentracién de triglicéridos (mg/dL)
5
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