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RESUMEN

El dafio renal en la diabetes se relaciona con un incremento en la secrecion de
citocinas proinflamatorias, tal como, el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-a) y la
Interleucina 1B (IL-1B), las cuales son activadas por el factor de transcripcion NF-
kB e inhibidas por el receptor PPARy. Se ha demostrado que el frijol cocido
mediante procesos tradicionales disminuye el dafio renal en animales diabéticos,
sin embargo, no se tiene informacion sobre las propiedades antidiabéticas de
frijoles industrializados. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto del consumo de frijol industrializado sobre biomarcadores de inflamacion y
dafio renal en ratas diabéticas. Se trabajé con 3 marcas de frijoles bayos refritos:
La Costefia (LC), La Sierra (LS) e Isadora (Isa) de dos lotes diferentes. Los frijoles
se secaron y se les determin6é la concentracién de fenoles y la capacidad
antioxidante. Las harinas se incorporaron a dietas suplementadas con frijol (3 y
25%), las cuales se dieron a ratas diabéticas. En suero se determiné: glucosa,
perfil lipidico y las concentraciones de TNF-a e IL-1f3. El dafio renal, se evalu6
cuantificando en orina la concentracion de proteina total y en rifién la
concentracion relativa de NF-xB, TNFa, ICAM y VCAM. Los resultados muestran
que no hay diferencia significativa en el contenido de fenoles totales para las
harinas de LC, LS e Isa, sin embargo, las antocianinas se encontraron en mayor
concentracion en los frijoles LC (40%) los cuales mostraron mayor capacidad
antioxidante (10.25 uM eq. Trolox/g de harina). Se observo disminucién de glucosa
sanguinea (hasta 40%), colesterol total (45-52 mg/dL vs. 70.29 mg/dL) y
triglicéridos (117-159 mg/dL vs. 228 mg/dL) comparados con el control diabético.
En cuanto al dafio renal, solo se observé disminucion de microalbimina y proteina
total en orina para LS y LC (3 y 25%). La expresion de NF-kB fue regulada
principalmente por LC (3%). El segundo lote de frijol no disminuy6 niveles de
glucosa pero reguld las proteinas proinflamatorias TNFa, ICAM y VCAM,
principalmente por LC (3%). Los resultados sugieren que los frijoles enlatados (LS
y LC) ejercen su actividad protectora a través de la regulacion de la inflamacion.

Palabras clave: Diabetes, frijol industrializado, dafio renal, citocinas
proinflamatorias, NF-«B, TNFa, ICAM y VCAM



SUMMARY

Renal damage on diabetes is related with the increase in secretion of
proinflammatory cytokines, such as, the Tumor Necrosis Factor-a (TNF-a)) and the
Interleukin 1B (IL-1B), wich are activated by the transcription factor NF-xB and
inhibited by receiver PPARy. It has been shown that cooking beans through
traditional processes, reduces renal damage in diabetic animals, however, no
information is available on antidiabetic properties of industrialized beans.
Therefore, the objective of this study was to determine the effect of industrialized
bean consumption on inflammation biomarkers and renal damage in diabetic rats.
It was worked with 3 brands of refried beans bays: La Costefia (LC), La sierra (LS)
and Isadora (Isa) from two different batches. The beans were dried and was
determined the concentration of phenols and antioxidant capacity. The bean flour
was added to diets supplemented with beans (3 and 25%), those were given to
diabetic rats. Glucose, lipid profile and concentrations of TNF-a. and IL-1p, were
determined on serum. Renal damage was evaluated by quantifying in the urine the
total protein concentration and in the kidney the relative concentration of NF-«xB,
TNFa, ICAM and VCAM. The results showed that there is no significant difference
in total phenol content for LC, LS and Isa flours, however, anthocyanins were
found in greater concentrations in beans LC (40%) those showed higher
antioxidant capacity (10, 25 mM eq. Trolox/g flour). There was a reduction of blood
glucose (up to 40%), total choleseterol (45-52 mg / dL vs 70.29 mg / dL) and
triglycerides (117-159 mg / dL vs 228 mg /dL) compared with diabetic control.
Regard to renal damage, only was observed a diminution of microalbumin and total
protein in urine for LS and LC (3 and 25%). The expression of NF-xB was mainly
regulated by LC (3%). The second batch of beans did not decrease glucose levels
but these regulated the proinflamatory proteins TNF-o,, ICAM and VCAM, mainly by
LC (3%). The results suggest the canned beans (LS and LC) perform their
protective activity through the regulation of inflammation.

Keywords: Diabetes, industrialized beans, renal damage, proinflamatory
cytokines, NF-kB, TNFa, ICAM and VCAM.
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l. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad cronico degenerativa que en las
tltimas décadas ha mostrado un incremento progresivo de su incidencia y
prevalencia en todo el mundo, especialmente en el continente Americano. En
México representa un problema de salud publica que afecta a todas las clases
sociales, principalmente a la poblacién de bajos recursos econdmicos asentada en
las areas urbanas. Actualmente, se sabe que la diabetes es la principal causa de
muerte en México y ocupa el noveno lugar de incidencia a nivel mundial, segun la

Organizacion Mundial de la salud.

El incremento constante en la incidencia de la diabetes en la poblacion
mexicana, sobre todo a partir de 1985, se ha asociado a tasas crecientes de
muerte directa e indirecta. Las complicaciones crénicas de la diabetes como la
nefropatia diabética, la insuficiencia cardiaca, la enfermedad vascular cerebral y la
hipertension no controlada, son las principales causas de morbimortalidad vy
afectan principalmente a pacientes con diabetes tipo 2. Dichas complicaciones son
originadas por un incremento del estrés oxidativo del organismo, producido por los

altos niveles de glucosa.

Debido a la problemética de esta patologia, se han incrementado los
estudios para identificar nuevas terapias de control y aun mas, la prevencion de la
enfermedad resulta la mejor solucibn para esta situacién, ante esto, se ha
resaltado la fuerte influencia de la dieta, el estilo de vida y la predisposicion
genética, las cuales son las principales causas que conllevan a padecer la

diabetes.

En México, se utilizan algunos alimentos para el control de esta patologia,
entre los cuales podemos destacar al frijol. Recientes investigaciones sefialan a
esta leguminosa como una buena opcion en la alimentacion para mantener y
reducir los niveles séricos de glucosa y colesterol, asi mismo, su consumo
disminuye las complicaciones relacionadas con la enfermedad. Este ultimo efecto
podria estar relacionado con los compuestos fendlicos, entre otros, los cuales

1



presentan una alta actividad antioxidante y podrian disminuir el estado de

inflamacion.

A pesar de los beneficios que presenta esta leguminosa, su consumo ha
disminuido considerablemente, debido, a la creciente tecnologia y al cambio de
estilo de vida, lo cual a su vez, ha generado que la poblacion se incline a consumir
frijoles comerciales procesados, los cuales son de facil y rapida preparacion. Pero
surge la interrogante acerca del efecto que los procesos tecnolégicos ejercen
sobre el potencial nutracéutico del frijol. Por lo que, en este trabajo se plante6
determinar la actividad antidiabética de tres marcas de frijol procesado

tecnolégicamente de mayor consumo en México.



Il. ANTECEDENTES

2.1. Diabetes mellitus

2.1.1. Definicién

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia, es decir, por un incremento persistente en los
niveles basales de glucosa en la sargt26(mg/dl o 7.0 mmol/l), como
consecuencia de defectos en la secrecion, produccion o en la accion de la insulina
(The Expert Comite, 2003).

En base a su etiopatogenia se ha establecido un mecanismo dual por un
lado, un estado sostenido de resistencia a la insulina, y por otro, una disfuncién
secretora de las células beta pancreaticas de tendencia progresiva, cronica e

irreversible (Palma, 2007).

2.1.2. Prevalencia

La Organizaciéon Mundial de la Salud calcula que existen 140 millones de
pacientes diabéticos en el mundo; considera también que habra 220 millones de
enfermos para el afio 2010, y que los paises en vias de desarrollo, seran los
principales afectados (Rodriguez y col., 2003).

En el Instituto Mexicano del Seguro Social, la diabetes mellitus es una de
las principales causas de consulta externa y desde hace varias décadas ocupa los
primeros lugares en las estadisticas de mortalidad general, con una tendencia
ascendente en los ultimos 20 afios, especialmente en los estados del norte de la
republica (Hernandez y col., 2004).

La prevalencia de DM en Meéxico es de las mas altas en el mundo,
ocupando el noveno lugar a nivel mundial (FMD, 2009). La poblacion en México
que padece esta enfermedad fluctia entre los 6.5 y los 10 millones y afecta a
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individuos en edad productiva, ya que mas de 50 % de los pacientes registrados
en la Secretaria de Salud tiene entre 35 y 60 afios de edad (Hernandez y col.,
2004).

2.1.3. Clasificacion de diabetes mellitus

La diabetes se clasifica de acuerdo al cuadro clinico que presenta el
paciente, el cual hace posible identificar y diferenciar el tipo de diabetes, el estado
y su tratamiento. La OMS clasificé a la diabetes en 2 tipos: diabetes mellitus
insulino — dependiente (DMID) o tipo 1, y diabetes no insulino — dependiente
(DMNID) o tipo 2 (The Expert Committe, 2003).

2.1.3.1. Diabetes mellitus tipo 1

Esta forma de diabetes se genera por la destruccion autoinmune de las
células B del pancreas mediada por linfocitos T activados (Bach, 1994). Tras un
periodo preclinico de duracion variable, el paciente puede permanecer
asintomatico, sin embargo, cuando el numero de células productoras de insulina
llega a un valor critico el paciente presenta la sintomatologia clasica generada por
la insulinopenia y la hiperglicemia: poliuria (excresién incrementada de orina),
polidipsia (sed excesiva), polifagia (aumento de hambre), pérdida de peso y una
tendencia a la cetosis si no se trata con insulina exodgena (The Expert Committe,
2003). Aunque en el momento del diagndstico la presencia de obesidad es un
hecho infrecuente, la presencia de la misma no descarta la posibilidad de una DM
tipo 1 (Atkinson y MacLaren, 2001).



2.1.3.2. Diabetes mellitus tipo 2

Es la forma de diabetes, anteriormente denominada como diabetes no
insulino-dependiente (DMNID), diabetes tipo Il, o diabetes del adulto. Es un
término usado para los individuos quienes presentan resistencia a la accion de la
insulina y, por lo general, deficiencia de insulina. Los niveles séricos de esta

hormona pueden ser normales, elevados o incluso bajos.

Se han descrito factores, tanto ambientales como genéticos, para su
desarrollo. Entre los factores ambientales de riesgo tenemos la edad, el tipo de
alimentacion y el estilo de vida. Se presenta normalmente en la edad adulta siendo
la obesidad, el sobrepeso, la grasa visceral, el estrés y la predisposicion genética
los principales factores de riesgo de desarrollar DM tipo 2. La influencia de estos
factores en el desarrollo de la enfermedad se ha demostrado claramente, ya que
cambios en el estilo de vida retrasa, e incluso previenen, la aparicion de la

mayoria de las complicaciones asociadas a la diabetes (The Expert Comité, 2003).

2.1.3.3. Complicaciones de la diabetes mellitus

Aunque las tipicas manifestaciones clinicas de la DM (polifagia, polidipsia
y poliuria, junto con un estado de astenia permanente) son conocidas desde
épocas remotas, las consecuencias microvasculares y macrovasculares
vinculadas con la diabetes mellitus, han quedado bien establecidas hasta fechas

recientes (Cuadro 1).

Las complicaciones macrovasculares son las principales causas de
muerte en el paciente diabético (Aguilar-Salinas y col. 2003). Asi mismo, la
nefropatia, considerada como una complicacion microvascular, produce altas

tasas de mortalidad y costo para su atencion (Palma, 2007).



Cuadro 1. Tipo de complicaciones presentes en la diabetes.
Complicacion Organo Diana

Microvasculares  Presente en la retina, en los glomérulos y en los nervios
periféricos (retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica,

respectivamente).

Macrovasculares Asociados con dafos ateroscleroticos, al afectar la irrigacion
en distintos tejidos y érganos provocando infarto al miocardio,

apoplejia o amputacion de alguna extremidad del paciente.

(Ambriz, 2007).

2.2. Diabetes y estrés oxidativo

Desde 1988, Oberley correlacioné el estrés oxidativo con la diabetes. La
mayoria de los autores postulan el papel del estrés oxidativo en el desarrollo de
las complicaciones diabéticas debido al dafio tisular que producen los radicales
libres (Baynes, 1991). De esta manera, se sabe que el estrés oxidativo esta
implicado en el desarrollo de la nefropatia diabética, y en las complicaciones
cardiovasculares (Giugliano y col., 1996). Aun mas, algunos autores indican que
los radicales libres y por lo tanto el estrés oxidativo, no soélo estan relacionados
con las complicaciones del diabético, sino también con la misma etiologia de la
enfermedad (Wolff, 1993).



2.3. Inflamacién y diabetes

El estrés oxidativo se ha asociado a procesos inflamatorios en la diabetes.
Altas concentraciones séricas de glucosa inducen estrés oxidativo, con la
subsecuente formacion de productos finales de glicosilacion avanzada (AGEs, por
sus siglas en inglés) y productos de peroxidacion lipidica, los cuales se han
propuesto que funcionan como una llave para activar cinasas que promueven la

induccién de genes proinflamatorios, como las citocinas (Schmidt y col., 1999).

Las citocinas proinflamatorias, son fuertes predictores para el desarrollo
de diabetes tipo 2 y sus complicaciones (Pickup, 2004; Stentz y col., 2004). Un
estado inflamatorio induce cambios estructurales y funcionales en diversos
organos y sistemas, de los cuales los mas relevantes son: el corazén, los
pequefios y grandes vasos arteriales, el rifidn, el sistema nervioso central y
periférico, y la retina, en todos estos, el endotelio es el 6rgano diana por

excelencia (Palma, 2007).

2.3.1. Citocinas proinflamatorias

Las citocinas son moléculas de bajo peso molecular, nhormalmente entre
15-30 kDa. Aunque en general son producidas por monocitos, macréfagos y
neutroéfilos, determinadas citocinas pueden también ser secretadas por otros tipos
celulares, tal como, el tejido adiposo, células endoteliales y fibroblastos. En
general, son moléculas que poseen una vida media muy corta y actan a muy

bajas concentraciones del orden de picogramos.

Las citocinas ejercen un efecto autocrino cuando se unen a receptores
presentes en la propia célula productora. También pueden tener un efecto
paracrino, actuando sobre diferentes tipos celulares que se encuentran en su
vecindad, o bien, pueden liberarse a la circulacion sanguinea o linfética, ejerciendo
su efecto en otros organos Yy tejidos, actuando asi como las hormonas, de forma

endocrina. Dos importantes caracteristicas funcionales de las citocinas son su

7



pleiotropismo, de tal manera que una misma citocina es capaz de ejercer efectos
biolégicos diferentes al actuar sobre distintos tipos celulares, y su redundancia, es
decir, que varias citocinas pueden contribuir al desarrollo de la misma funcién en

un determinado tipo celular (Aguzzi y Heikenwalder, 2005).

Las citocinas con actividad proinflamatoria incluyen las producidas por los
monocitos y macrofagos activados durante las respuestas inmunes innatas. Las
principales citocinas que participan en los acontecimientos celulares y moleculares
asociados con los fenébmenos inflamatorios son la interleucina 1 (IL-1), interleucina
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o por sus siglas en inglés)
(Cuadro 2).

Cuadro 2. Citocinas proinflamatorias caracteristicas en diabetes mellitus y

sus efectos en determinados érganos.

Citocina | Secretada por Efectos

IL-1 Monocitos, macréfagos, Induce liberacion de histamina, genera
células endoteliales y vasodilatacion y aumento de permeabilidad
epiteliales vascular. Induce en higado la produccion de

proteinas de la fase aguda.

IL-6 Monocitos, macréfagos, Inducen proteinas de fase aguda
fibroblastos, células (fibrinbgeno).

endoteliales, linfocitos T.

TNF-a Monocitos, macrofagos, Induce expresion de moléculas de adhesion.
linfocitos T y B, fibroblastos  En el sistema vascular induce inflamacion.
y mastocidos. En higado promueve la produccion de

proteinas de fase aguda.

(Pickup, 2004; Routsalainen y col., 2006).



2.3.2. Inflamacion y las complicaciones de la diabetes

La hiperglicemia es la responsable de multiples complicaciones micro y
macrovasculares a través de cuatro rutas bioquimicas las cuales incluyen la ruta
del poliol, la via de las hexosaminas, los AGEs y la activacion de protein cinasa C
(PKC) (Diaz-Flores y col., 2004). La union de los AGEs a su receptor (RAGE)
expresado en células endoteliales o células musculares lisas de la pared vascular
y a nivel renal, resulta en diferentes acciones, incluyendo la liberacién de citocinas
como TNF-a y la sobreexpresion de diversos genes como el factor nuclear kappa-

B (NF-xB) (Wautier y col., 2001; Cases y col., 2003).

NF-kB es una proteina dimérica que activa la expresion de muchos genes
involucrados en procesos inflamatorios. En células no estimuladas, NF-xB se
encuentra retenido en el citoplasma por la interaccion con su inhibidor IKB (Ghosh
y col., 1998). En respuesta a varios estimulos, como las citocinas proinflamatorias,
las especies reactivas de oxigeno y la hiperglicemia, IKB es fosforilado por el
complejo de cinasas de IKB, denominadas IKK, dirigiendo a la ubiquitinizacion y
una subsecuente degradacion de IKB, lo que permite que NF-kB se transloque al
nacleo (Kwok y col.,, 2001), uniéndose a elementos especificos (sitios kB) y
activando la transcripciéon de genes (Figura 1) (May y Ghosh, 1997). Entre los
genes, se encuentran aquellos que expresan moléculas de adhesion como ICAM-
1 (molécula de adhesién intracelular) y VCAM-1 (molécula de adhesion vascular),
citocinas, RAGES, etc. (Guijarro y col., 1997).

Por otro lado, la actividad de NF-kB puede verse disminuida por la accion
del PPARYy, el cual se expresa principalmente en el tejido adiposo, rifién y en los
vasos sanguineos e interfiere con el factor de transcripcion NFxB inhibiendo su
translocacion al nacleo y su actividad (Stienstra y col., 2007). También evita la
diferenciacion de células mesangiales, inhibiendo la liberacién de la citocina TNFa.

y disminuyendo asi el estado inflamatorio (Guan y Breyer, 2001).



Esirés oxidativo Toxinas UV

Moléculas de
adhesion

Figura 1. Cascada de sefializacion para la regulacion intracelular de NF-xB (Alves
y col., 2008).

2.3.2.1. Diabetes, inflamaciéon y enfermedad cardiovascular

La dislipidemia es un factor importante en el desarrollo de aterosclerosis,
y se caracteriza por un incremento de las concentraciones de triglicéridos en
sangre, descenso de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) y un aumento de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) densas y de tamafio reducido. Durante la
diabetes, existe una incapacidad para almacenar acidos grasos, aumentando su
flujo del torrente sanguineo al higado, con el subsiguiente incremento en la
formacion de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). La hidrdlisis mediada
por la lipoproteinlipasa y lipasa hepatica genera particulas de LDL pequefas y
densas, las cuales son mas susceptibles al estrés oxidativo y poseen una mayor

capacidad de filtracion en la pared arterial.
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Por otro lado, las moléculas de adhesion tales como VCAM e ICAM,
atraen monocitos y maduran a macréfagos dentro de la arteria e internalizan las
LDL oxidadas transformandose en células espumosas, las cuales producen mas
radicales libres y liberan nuevas citocinas para la atraccibn de macrofagos y
células musculares lisas (Sanchez-Recalde y Kaski, 2001; Gonzélez-Maqueda,
2007; Palma, 2007). Estos procesos son claves en el desarrollo y la progresion de
la aterosclerosis (Golovchenko y col, 2000; Calvo, 2007).

2.3.2.2. Inflamacién y nefropatia diabética

La nefropatia diabética es una complicacion que afecta severamente a los
pacientes que presentan glicemia cronica mal controlada y se caracteriza por una
progresion en el deterioro de la funcion renal, que lleva al paciente a dialisis renal
o incluso al transplante (Gross y col.,, 2005). Se trata de una enfermedad

progresiva, identificada por 5 estadios evolutivos (Cuadro 3).

Estudios en pacientes diabéticos, demuestran que la elevacion de niveles
circulantes de citocinas, como TNF-a e IL-6, se correlaciona con la progresion de
la nefropatia (Gomez—Fernandez y col., 2004; Esposito y col., 2002), debido a que
diversos elementos celulares a nivel renal (células endoteliales, mesangiales,
glomerulares y tubulares) tienen capacidad para producir la proteina TNF-a, la
cual estimula la expresion de moléculas de adhesion (selectina E, VCAM, ICAM) y
el subsecuente desarrollo de actividad procoagulante, alterando asi la

permeabilidad glomerular a la albimina (Navarro, 2003).
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Cuadro 3. Estadios de la nefropatia diabética.

Estadio Criterios de diagnostico

Estadio I. Hiperfiltracion renal, sin hipertension arterial ni otras alteraciones
urinarias. No hay evidencias de lesiones histologicas en el

glomérulo o en estructuras vasculares.

Estadio Il Persistencia de la hiperfiltracion renal junto a microalbuminuria
transitoria.

Estadio Il o Definida por microalbumina persistente >30 mg/dia (20 mg/min) y

nefropatia <300 mg/dia (200 mg/min), filtrado glomerular normal o elevado e

incipiente. hipertension arterial (40 % de los casos). Este estadio identifica a

los pacientes con riesgo de desarrollar nefropatia diabética.

Estadio IV o Proteinuria persistentemente elevada >300 mg/dia (200 mg/min)
nefropatia asociada a disminucion progresiva del filtrado glomerular que se
clinica. ha estimado en 10-12 ml/min por mes y con hipertension arterial

en el 85 % de los pacientes.

Estadio V o de Proteinuria nefrética e hipertension arterial crénica, se produce

IR terminal tras 25-30 afios de evolucion de la diabetes.

(Mogensen y col., 1993).

En base a lo anterior, se han definido determinados marcadores del
proceso inflamatorio relacionados con alteraciones cardiovasculares y dafio renal
(Cuadro 4). Sin embargo, se debe ser muy critico y analitico a la hora de
interpretar los resultados, ya que una molécula, como las citocinas,
principalmente, puede encontrarse en diferentes érganos y predecir diferentes

complicaciones.
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Cuadro 4. Marcadores de inflamacion predictorios de complicaciones

durante la diabetes.

Marcador | Organol/tejido Predice:

TNF-a Suero Resistencia a insulina, lesion renal y

predisposicién a enfermedad coronaria

Tejido adiposo Obesidad y resistencia a insulina
Orina Hipertrofia renal, microalbUminuria y proteinuria
IL-1 Célula mensagial Lesion renal, permeabilidad endotelial,

glomeruloesclerosis

IL-6 Plasma Progresion y severidad de enfermedad coronaria
y nefropatia diabética
Tejido adiposo Obesidad y resistencia a insulina

Células Nefropatia diabética

glomerulares y

orina
ICAM1y Plasma Predice aterosclerosis e infarto al miocardio
VCAM

Glomérulo Glomerulosclerosis, lesion renal, proteinuria

(Sassy-Pringet y col., 2000; Navarro, 2003; Carrillo y Bear, 2004: Gémez-Fernandez, y
col., 2004; Rekeneire y col., 2006; Ruotsalainen y col., 2006).

2.3.2.3. Estrategias para el tratamiento de la diabetes

Se sabe que el primer y principal blanco terapéutico en el paciente
diabético es el control glicémico a través de la administracion de antidiabéticos
orales o de la insulina (pacientes con DM tipo 1), asi como de una alimentacién
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adecuada (Romagnoli, 2007). Con respecto a la dieta, esta debe ir orientada
hacia el mantenimiento de un peso aceptable y de niveles éptimos de glucosa,
lipidos y presion arterial. La proporcion de nutrientes no debe ser distinta a la
recomendada en la poblacion general, sélo evitando los azucares solubles y sus
derivados por su rapida absorcion que eleva la glucemia post-prandial (Alfaro y
col., 2000).

Dentro de la dieta, se ha demostrado que algunos alimentos, como la
soya, frutos de la especie Opuntia (nopal), el maiz y actualmente el frijol, se
encuentran entre las mas recomendadas para el control glicémico (Garibay y San
Martin, 2006; Trejo-Gonzalez y col., 2006).

2.4. Frijol (Phaseolus vulgaris) y su relacion con diabetes

2.4.1. Generalidades

El frijol es uno de los cultivos de mayor importancia en el pais, ubicandose
en segundo lugar, por la superficie destinada. Su mayor importancia radica en el
papel que juega para la economia de los productores como fuente vital de
proteinas para los diferentes estratos de la poblacion mexicana.

Sin embargo, los mexicanos han disminuido el consumo de frijoles. En el
afio 2002 se consumian 13.2 kilos de frijol por mexicano, en la actualidad solo se
consume 10.9 kilos. Contrariamente, se ha identificado la existencia de un
mercado de consumo en crecimiento acelerado para el frijol procesado debido a
los cambios en el estilo de vida, habitos alimenticios y la participacion de la mujer
en la vida productora.. La importancia que ha tenido la industria enlatadora del
frijol, cuya calidad, precio y conveniencia (por generar un producto casi listo para
consumirse) estan haciendo de ésta una opcién importante para el consumo de

esta leguminosa.
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Se estima que en la produccion de frijol, la participacion de éste en la
industrializacion de los productos para el mercado va del 1 al 50%, el cual se
destina para la elaboracion de harina de frijol y el frijol enlatado; aproximadamente
un 30% se destina al frijol envasado y el 65% se vende a granel (C.A.N. s.a.).
Estudios actuales reportan que 72.5% de los consumidores mexicanos, prefieren

el frijol a grano y un 20.62% industrializado (Rodriguez y col., 2008).

En el pais existen varias empresas procesadoras del frijol, tales como; La
Sierra, La Costefia, Isadora, Nestlé (Maggi, Rancherita), Campbell’'s, Hérdez
(Dofia Maria, Hormel) y La Chata. Su produccién se concentra fundamentalmente
en las zonas centro y norte del pais, quedando la del sureste como una regién

Unicamente de comercializacién sin transformar.

2.4.2. Industrializacion del frijol.

En general, el proceso de enlatado se lleva a cabo a través de 11 pasos:
lavado, remojo, preparado, llenado, agotamiento (eliminacion de aire), cierre,
esterilizacion, enfriado, etiquetado, cuarentena y empacado, los cuales pueden
variar dependiendo de la empresa enlatadora.

Con el fin de eliminar impurezas, se procede a un lavado y remojo del frijol
en agua o salmuera para disminuir el tiempo de coccién; en seguida se realiza
una coccion ligera en donde se incorporan condimentos (sal, cebolla, ajo, grasa,
etc.) y una vez preparados los frijoles se realiza el llenado de la lata o envase y se
procede a el agotamiento utilizando una corriente de vapor con lo que se evitan
reacciones posteriores que pudieran afectar el aroma o el sabor del alimento; se
realiza el cierre o engargolado y se dispone a la esterilizacion en autoclave o
también llamado tratamiento térmico a condiciones propias de tiempo y
temperatura para la variedad de frijol que se utilice siendo ésta una etapa critica

del proceso. Inmediatamente se enfrian las latas a 4° C, se etiquetan y se
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monitorean reacciones indeseables durante 40 dias. Finalmente son

empaquetadas y comercializadas (Maria-Llamas, 2009).

2.4.3. Cambios durante el tratamiento térmico

El tratamiento térmico aplicado a productos enlatados, se efectla para
inhibir o disminuir la poblaciébn microbiana e inactivar enzimas que deterioran el
producto (Luechapattanaporn y col., 2004). La condicion de proceso tiempo-
temperatura es un factor decisivo aplicado de acuerdo al tiempo de vida util
esperado para el producto, sin embargo el calentamiento también causa cambios
en caracteristicas fisicoquimicas, biolégicas y por lo tanto, nutritivas de los
alimentos (Farid y Ghani., 2004).

Con respecto a frijoles procesados se ha reportado que la coccion
incrementa la digestibilidad de la proteina hasta en un 10% y mejora la
biodisponibilidad de los nutrientes (Jacinto y Campos, 1993). Ademas, se ha
demostrado que las leguminosas procesadas contienen cantidades significativas
de almidon resistente en comparacion con los cereales, tubérculos y frutas
inmaduras, independientemente del procesamiento (Jenkins y col., 1982; Tovar y
Melito, 1996, Velasco y col., 1997).

En el caso de capacidad antioxidante, Rocha-Guzman y col., (2007) y por
otro lado Xu y Chang, (2008), encontraron que, si bien la cantidad total de
compuestos fendlicos presentes en frijol cocido a presién era menor, comparada
con frijoles crudos, la capacidad antioxidante se incrementaba en algunos

cultivares dependiendo de las condiciones de preparacion y coccion.

Otro aspecto importante es la cantidad de lipidos en los frijoles, ya que
puede formar complejos almidén-lipidos durante el cocimiento, un fendmeno que
disminuye la susceptibilidad del almidén al ataque enzimatico (Bjorck y col., 1994),

evitando asi la elevacion de glucosa post —prandial.
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2.4.4. Efecto antidiabético del frijol

En la actualidad los estudios referentes al frijol son de suma importancia
debido a sus propiedades benéficas. Los principales componentes del grano son:
carbohidratos (55-65%), proteinas (16-30%), fibra (3-8%), lipidos (1-5%) vy
minerales (3-5%) (Rodifio, 2000). Dentro del contenido de proteinas del frijol se
destaca la abundancia de lisina y poco contenido de aminoacidos azufrados
(metionina y cisteina) (Bello, 2006). Adicional a estos compuestos, se sabe que la
testa del frijol tiene gran cantidad de flavonoides con poder antioxidante, posee
elevada cantidad de calcio, hierro y vitaminas tales como la tiamina y acido félico
Rodriguez y col., 2003).

Los compuestos fendlicos del frijol, que tienen propiedades antioxidantes
(Peterson y Dwyer, 1998), se relacionan con una disminucion del riesgo de
enfermedades como sindromes coronarios e inflamaciones (Bravo y col., 1998).
Ademas, por su elevado contenido de fibra, los frijoles contribuyen a disminuir la
tasa de colesterol y mantener los niveles séricos de glucosa. En este sentido, se
ha demostrado que en animales diabéticos, el frijol controla la pérdida de peso
corporal, regula la hiperglicemia, manteniendo cierto control en la produccion de
glucosa enddgena y disminuye la hiperlipidemia (Garcia, 2006; Cerovic y col.,
2006; Celleno y col., 2007; Rodgers y col., 2007). Asi mismo, un extracto de la
vaina de frijol Phaseolus vulgaris, cosechado en la India, disminuy6 la formacion
de radicales hidroperoxidos e incremento la produccion hepética y renal de
enzimas antioxidantes, dichos efectos se atribuyeron al contenido de fenoles y
capacidad antioxidante del frijol (Venkateswaran y Pari, 2002). Por otro lado,
Lomas (2008), demostr6 que las variedades de frijol Pinto Durango y Negro 8025,
ademas de su efecto hipoglucemiante, disminuyen los marcadores bioquimicos de

dafo renal y niveles séricos de la citocinaTNF-a.

En base a lo anterior se demuestra que el frijol presenta propiedades
antidiabéticas importantes. Sin embargo, no existen trabajos que reporten el
consumo de frijoles procesados y su efecto sobre el control de la diabetes, por lo
gue en este trabajo se propone determinar el efecto del consumo de frijol
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procesado tecnologicamente sobre la regulacion de marcadores relacionados con

la diabetes y sus complicaciones.
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l1l. JUSTIFICACION

La diabetes es de gran relevancia para nuestro pais, ya que ocupa los
primeros lugares de mortalidad, asi mismo, esta patologia resulta muy costosa
para el sector salud, ya que sus complicaciones requieren de tratamientos
especiales, principalmente las enfermedades relacionadas con el rifion y las

cardiovasculares.

La nefropatia diabética y las enfermedades cardiovasculares tienen en
comun el estrés oxidativo, el cual es generado por una falta de control de los
niveles de glucosa en sangre de los pacientes diabéticos, esto conlleva a la
produccion de citocinas proinflamatorias como TNF-a e interleucinas. La
sefalizacion de estas proteinas genera la expresion de moleculas de adhesion
como ICAM y VCAM en rifidn y en el endotelio, generando el dafio renal. Debido a
lo anterior, uno de los principales enfoques en el control del paciente diabético es
llevar una dieta que incluya alimentos con propiedades hipoglucemiantes y

antioxidantes.

El frijol (Phaseolus vulgaris) es una leguminosa que presenta propiedades
nutrimentales y nutracéuticas importantes. Diversos estudios con frijol crudo y
cocido, demuestran que la ingesta de esta leguminosa podria mejorar algunos
parametros relacionados con la diabetes. Sin embargo, su consumo mediante
preparacion tradicional ha disminuido debido a cambios en el estilo de vida,
principalmente por adquisicion de nuevos hébitos alimenticios, situacion que
conlleva a la necesidad de adquirir alimentos de rapida y facil preparacion. Ante
esta situacion, se ha incrementado la demanda de frijoles procesados

tecnolégicamente.

Sin embargo, surge la interrogante acerca del efecto de los frijoles

comerciales sobre el control de la diabetes.
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V. HIPOTESIS

Los frijoles procesados tecnoldégicamente son capaces de producir efectos
hipoglucemiantes y antioxidantes en un modelo animal de diabetes.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Determinar los efectos del consumo de frijol procesado industrialmente
sobre el control de parametros bioquimicos de inflamacién y de dafio renal, en un

modelo animal de diabetes.

5.2. Objetivos particulares
e Cuantificar la concentracion de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante in vitro de los diferentes frijoles en estudio.

e Determinar el efecto del consumo diario de frijol de diferentes lotes sobre los
niveles de glucosa, peso corporal y perfil lipidico de ratas diabéticas.

e Evaluar el efecto del consumo de frijol industrializado de diferentes lotes sobre
biomarcadores de diabetes y dafio renal

e Evaluar la proteccion del frijol procesado sobre la progresion de dafio renal en

ratas diabéticas y su relacion con citocinas proinflamatorias séricas.

e Determinar la regulacion del factor de transcripcion NF-xB en el rifion de los

animales experimentales.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1. Material Quimico

El reactivo de Folin-Ciocalteu, el acido gélico, la vainillina, (+)-catequina y
estreptozotocina, fueron adquiridos de Sigma Chemical (USA). ElI NaCl, Na,CO3
HCI, Tris-HCI, la sacarosa, el etanol, metanol, eter etilico
KCIl, NaHPO,4 y KH,PO4, fueron marca J.T. Baker. El ABTS y el Trolox, fueron

adquiridos marca MP biomedicals.

Las tiras reactivas para la determinacion de glucosa en suero, asi como el
glucédmetro se adquirieron marca ACCUTREND. Las tiras reactivas para el
examen general de orina, Multistix 10SG vy las tiras reactivas para la determinacion
de microalbumina en orina, Clinitek, se adquirieron marca Bayer. Los Kits para la
determinacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL en suero, fueron
marca Randox Laboratories.

La acrilamida, bis-acrilamida, tris, SDS, TEMED, persulfato de amonio,
mercaptoetanol, glicina, glicerol, leche bloqueadora y el bromuro de etidio se
adquirieron Bio Rad. El kit de quimioluminiscencia fue adquirido marca Roche. Los
anticuerpos empleados para la deteccion de NF-kB, lk-Ba[ I 1 PPARy y Actina,
fueron de la marca Santa Cruz, Las soluciones de revelado y placas fotogréaficas
marca Kodak. El kit de ELISA para la cuantificacion de IL-6, IL-1p y TNF-q,

DNAlader, y DNAsa fueron marca Invitrogen

Para el analisis de RT-PCR, se utilizé un Kit Rneasy para extraccion de

RNA por columna, marca QIAGEN y un kit de RT-PCR One Step marca Invitrogen.
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6.1.2. Material Bioldgico

Se utilizaron ratas Wistar macho de 280 a 320 g de peso corporal. Los

animales se obtuvieron del bioterio del CINVESTAV-Mexico.

6.2. Preparacion de la harina de frijol comercial

Para el estudio se utilizaron frijoles bayos refritos comerciales de la marca
La Costeiia (LC), La Sierra (LS) en su presentacion como enlatados, e Isadora
(Isa) en su presentacion empacado al vacio, productos de las marcas de mayor

consumo en el mercado.

Los frijoles comerciales se obtuvieron del centro comercial y se secaron a
60° C por 26 horas, en una estufa marca Fisher Scientific. Posteriormente, se
trituraron en una licuadora marca Black&Decker de 10 potencias para obtener las

harinas, las cuales se incorporaron a la dieta de los animales.

6.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

Se realiz6 la determinacion de fenoles totales, taninos condensados,
antocianinas y capacidad antioxidante de los frijoles utilizados antes y después del
secado a 60° C, por lo que se liofilizaron 100 g de frijol de cada marca y se les

realizaron las determinaciones correspondientes.
6.3.1. Preparacion del extracto

Para la cuantificacibn de compuestos fendlicos y la determinacion de la
capacidad antioxidante, se realiz6 con metanol (Cardador-Martinez y col. 2002) de
la siguiente manera. Se pes6é 1 g de harina de frijol y se afor6 a 10 mL con
metanol. Se protegié de la luz, se sell6 con papel parafim y se mantuvo en
agitacion durante 24 horas. Transcurrido el tiempo, se centrifugd a 5000 x g

durante 10 min. Se recupero el sobrenadante y se mantuvo en frasco ambar para
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las determinaciones correspondientes, utilizando el mismo extracto para la

determinacion de fenoles totales, taninos condensados y capacidad antioxidante,

6.3.2. Fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind usando el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999). Este método se
basa en la oxidacion 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 tomo una alicuota (40 pl) del
sobrenadante obtenido de la extraccion y se llevé a un volumen total de 500 pl,
posteriormente se mezclo con 250 ul del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N) y
después se adicionaron 1250 ul de Na,CO3z (20 %) y se dejo reposar en
obscuridad por 2 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se ley6
la absorbancia a 760 nm. La cuantificacion se realizé interpolando los resultados
en una curva estandar de &cido galico (0 a 2@ug). Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de &cido galico por gramo de harina (mg equivalentes ac.

galico/g de harina).

6.3.3. Taninos Condensados

La cuantificacion se realizé de acuerdo al método de la vainillina, descrito
por Desphande y Cheyran (1987), modificado a microplaca. De cada extracto
metandlico se tomaron 50 ul y se mezclaron con 250 pl de la solucion de vainillina

al 1%: HCI 8% (relacion 1:1 v/v) en un pozo de microplaca. Como blanco se
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utilizé 50 ul de sobrenadante y 250 ul de HCI al 4%. Se midi6 la absorbancia a 492
nm en un espectrofotdmetro (Termo, Multiskan Ascent). La concentracion final se
calculd interpolando los datos en una curva de (+)-catequina (0.2 mg/ml). Los
taninos condensados se expresaron como mg equivalente de (+)-catequina/g de

harina.

6.3.4. Antocianinas

La extraccion y cuantificacion de antocianinas se llevdé a cabo por el
método de Abdel-Aal y Hucl (1999). Se agregaron 10 ml de etanol acidificado
(etanol en HCI 1N, 85:15 v/v) a 1 g de harina de frijol. La solucién se ajusto a pH 1
con HCIl 0.1 N y se centrifugd a 27,200 g durante 15 minutos, recuperando el
sobrenadante. La absorbancia se midié en un espectrofotémetro UV-visible a 535
nm y la concentracion de antocianinas totales en la muestra (mg/g) se calcul6

como 3-glucdsido de cianidina, segun la siguiente férmula:

C= (Al¢) x (V/1000) x PM x (1/g de muestra) x 10°

Donde:

C.- Concentracién de antocianinas totales (mg/Kg),

A.- Lectura de la absorbancia,

e.- Coeficiente de absortividad molar de 3-glucésido de cianidina (25 965 cm™ M™),
V.- Volumen total del extracto

PM.- Peso molecular de la cianidina 3-glucésido (449 g/mol).
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6.3.5. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante in vitro se determiné por el método descrito por
Arts y col. (2003), por medio del ensayo de ABTS. Para producir el radical, el
ABTS (2,2 -azinosbis-(2-aminodinopropano-HCI)) se mezclé 12 horas antes de su
uso con persulfato de potasio 2.5 mM en solucion amortiguadora de fosfatos
salinos (PBS) 0.2 M, pH 7.4. La solucién de ABTS con persulfato de amonio fue
diluida con una solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4 hasta obtener una
absorbancia final de 0.7 £ 0.02 a una longitud de onda de 734 nm. Al obtener la
absorbancia adecuada, se mezclé la muestra con solucion de ABTS® en una
relacion de 1:100 (1 ul de extracto metandlico en 99 ul de ABTS®) y se midi6 la
absorbancia de la muestra a los 6 minutos de transcurrida la reaccion y a la misma
longitud de onda. Para obtener los equivalentes de trolox (uM eq. De trolox/g de
harina), se realiz6 una curva estandar de trolox preparado con etanol (0-800 uM).
El blanco consistié de 10 ul de metanol en 990 ul de ABTS®. La concentracion de
equivalentes de trolox se calculé mediante la relacién lineal de la disminucién de la

absorbancia en una relacién molar.

6.4. Estudios in vivo

6.4.1. Grupos de estudio

Para la experimentacion in vivo, se formaron 7 grupos (Cuadro 5), un
grupo control diabético alimentado con dieta base y los grupos tratados con frijol
comercial al 3 y 25% para cada marca, representando asi, un consumo per capita
promedio de frijol en zona urbana y un consumo alto de zona rural,
respectivamente. Se incorporo el frijol a la dieta de los animales y estos fueron
tratados durante 5 semanas y al final del tiempo del tratamiento se sacrificaron.
Cada semana se registr0 el consumo de alimento, peso corporal y la

ganancia/pérdida de peso, asi como, la sobrevivencia de los grupos de estudio.
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Cuadro 5. Grupos de experimentacion con ratas para el estudio in vivo

Tratamiento Porcentaje* n
Control Diabético (CD) - 7
La Costefa 3% 7

La Sierra 3% 7
Isadora 3% 7

La Costeina 25% 7

La Sierra 25 % 7
Isadora 25 % 7

* Indica el porcentaje de frijol adicionado a la dieta base de los animales

6.4.2. Inducciéon de diabetes a las ratas en estudio

Para la induccion, los animales permanecieron en ayuno durante 15 horas
y posteriormente se indujo la diabetes inyectando, por via intraperitoneal, una
dosis Unica de estroptozotocina (STZ) de 55 mg/Kg de peso corporal, disuelta en
una solucion amortiguadora de citratos 0.1 M, pH 4.5. Se determinaron los niveles
de glucosa en ayuno de los animales en estudio al transcurrir cinco dias después
de la inyeccion de STZ. Aquellos que presentaron niveles de glucosa mayores a

240 mg/dl, fueron considerados dentro del grupo experimental.
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6.4.3. Determinacién de glucosa

El nivel de glucosa (mg/dL) se cuantific en la sangre obtenida de la vena
caudal de los animales (localizada en el extremo de la cola del animal), con un
minimo de 8 horas en ayuno. Para ello, se utiliz6 un glucémetro de la marca
ROCHE, cuya sensibilidad va de 20-600 mg/dL de glucosa y tiras reactivas de la

marca Accutrend.

La medicion se lleva a cabo a través de bioamperometria, la cual mide la
corriente generada al convertir la glucosa de la muestra de sangre (colocada sobre
la tira) en gluconolactona por la enzima deshidrogenasa.

6.4.4. Sacrificio y obtencion de muestras

Al final de las 4 semanas de estudio, se sacrificaron las ratas por medio
de anestesia con éter etilico. Ya anestesiada cada rata, se tomaron muestras de
sangre por medio de puncion cardiaca y se corté la arteria principal.
Posteriormente se extrajo el higado y rifiones, los cuales fueron pesados e
inmediatamente congelados con nitrégeno liquido y almacenados a -70° C hasta

su utilizacion.

6.4.5. Determinacion de perfil lipidico

La sangre obtenida por puncion cardiaca después del sacrificio se
centrifugd inmediatamente para obtener el suero. La determinacion del perfil
lipidico se realiz6 por medio de un kit enzimatico comercial, para la cuantificacion
especifica de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL, bajo los siguientes

fundamentos:

a) Los trigliceridos presentes en la muestra de sangre reaccionan con una
lipasa para formar glicerol. El glicerol, convertido a glicerol 3 - fosfato por la
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enzima glicerol cinasa, reacciona con la enzima glicerol fosfato oxidasa para
formar fosfato de dihidroxiacetona y peroxido de hidrogeno, el cual reacciona con
la enzima con 4-aminoantipirina/p-clorofenol y a través de la enzima peroxidasa se
lleva a cabo la formacidbn de un compuesto de color rojo intenso llamado
quinoeimina, el cual se lee espectrofotométricamente a una longitud de onda de
500 nm.

b) El colesterol se determina con el indicador quinoneimina, el cual se
forma a partir de peroxido de hidrégeno y 4-amino-antipirina en presencia de fenol
y peroxidasa. Los ésteres de colesterol presentes en la muestra reaccionan con la
enzima colesterol esterasa para liberar colesterol, que al reaccionar de nuevo con
esta enzima produce colesten-3-ona y perdxido de hidrégeno, a partir del cual se
obtiene el indicador antes mencionado, que se lee a una longitud de onda de 546

nm.

c) Las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y las fracciones de
quilomicrones precipitan cuantitativamente al anadir acido fosfotungstico en
presencia de iones magnesio. Después de centrifugar, la concentracion de
colesterol se determiné la fraccion HDL que quedo en el sobrenadante. Por lo que
esta determinacion se basa en el mismo principio que la determinacion enzimatica

de colesterol.

Finalmente, la concentracion de LDL se determiné por medio de la férmula

de Friedewald, descrita por Rijks en 1995.

6.5. Evaluacion del estado inflamatorio y renal en ratas diabéticas

Para evaluar el dafio renal, se realizaron determinaciones de parametros
bioquimicos en la orina de los animales, después del sacrificio. Tales parametros
constan de la determinacion de glucosa, proteina, creatinina y microalbumina en
orina. Para evaluar el estado inflamatorio, se determino la concentracion de TNFa
e IL-1B en suero, la cantidad relativa de NF-kB total, PPARy, IKBa y la expresion
de VCAM-1, ICAM-1y TNFa en rifion.
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6.5.1. Determinacién de marcadores bioguimicos en orina

Los animales se separaron en jaulas individuales sin alimento y con
acceso libre a agua. La orina se recolecté en un lapso de 12 horas, previas al
sacrificio, para estudios bioquimicos. Para la determinacion de glucosa, creatinina
y proteinas, se emplearon tiras reactivas Multistix 10SG. La lectura de los

parametros se realizé en un analizador Clinitek.

Para la deteccidbn de microalbimina y creatinina se utilizaron tiras

reactivas Microalbumin cuya lectura se realizé en el mismo equipo.

6.5.2. Determinacién de citocinas proinflamatorias en suero

Con el fin de determinar el estado inflamatorio en las ratas diabéticas, se
determinaron los niveles séricos de las muestras obtenidas por puncion cardiaca
durante el sacrificio de las ratas, las cuales fueron centrifugadas durante 10 min a

2500 g y el sobrenadante se almacend a -70°C hasta su posterior analisis.

Para la determinacion de los niveles séricos de TNF-a, IL-6 e IL-1R se
utilizé el kit comercial Invitrogen, segun los procedimientos indicados por los
fabricantes. En sintesis, el método consistid en una determinacion cuantitativa por

ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) tipo “sandwich’.

Se adicion6 la muestra de suero dentro de los pozos de la microplaca, los
cuales contenian adheridos el anticuerpo especifico para la proteina de interés, y
posteriormente se agregd el segundo anticuerpo biotinilado. Asi, durante la
primera incubacion, el antigeno de TNFa o IL-13 se uni0 al anticuerpo
inmovilizado en un solo sitio y al anticuerpo biotinilado. Posteriormente, se removio
el 2° anticuerpo con una serie de lavados con solucion amortiguadora comercial
(provista por el kit) y se afiadio la enzima peroxidasa de estreptavidina para que
se uniera al anticuerpo biotinilado y asi completar el cuarto miembro del sandwich.

Se incubé 30 min a temperatura ambiente y se lavdé nuevamente con solucién
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amortiguadora comercial para remover la enzima que no se unid. Finalmente, se
afadio el sustrato, el cual actta bajo la unién con la enzima para producir color. La
intensidad del producto colorido se determind a 450 nm y es proporcional a la
concentracion de la proteina de interés, interpolando los resultados en una curva

de calibracion estandar.

6.5.3. Determinacion de NFkB total, IkB o y PPARYy en rifion

Estas determinaciones se llevaron a cabo utilizando la técnica molecular de
Western blot, utilizando un anticuerpo policlonal de conejo para el factor de
transcripcion NB p65, un anticuerpo policlonal de cabra para IkB o y un
anticuerpo mononuclear de raton para el factor de transcripcion PPARy. Todos los
anticuerpos fueron de la marca Santa Cruz Biotechnology.

Las muestras de riidbn se homogenizaron con solucion amortiguadora de
extraccién, manteniéndose en agitacion durante 45 minutos a 4° C. Después se
centrifugaron a 100,000 g durante 60 minutos a 4° C. Se determind la
concentracion de proteinas en el sobrenadante obtenido por el método de Lowry
(1951). Posteriormente, se llevd a cabo la digestion de las muestras y se realizo
una electroforesis SDS-PAGE para la separacion de las proteinas presentes en
las muestras. Al terminar la electroforesis, se realizé una transferencia semiseca,
empleando una membrana de PVDF (polivinildenofluoruro). Finalmente se realiz6
el inmuno blot. Las membranas se incubaron con el primer anticuerpo (1:1000) por
tres horas. Posteriormente, se coloco el segundo anticuerpo (1:1000) y se incubd
durante 1 hora. La membrana se incub6 con una solucién de quimioluminiscencia
y el revelado se realiz6 en peliculas fotograficas Kodak empleando una solucion
reveladora y una solucion fijadora. La pelicula con bandas se escanel para
obtener el area de pixeles por banda mediante el programa ImageJ 1.42qg. Para
verificar la cantidad de proteina cargada en el gel se realizé un “reblotting” para la
proteina actina, con lo cual se comprob6 que la cantidad de proteina cargada en el
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gel fuera igual en cada pozo. Los resultados se reportaron como la relacién de

area de pixeles entre la proteina de interés y la proteina actina.

6.5.4. Expresion de VCAM, ICAM y TNF-a en rifion por RT-PCR

6.5.4.1. Aislamiento del RNA

La extraccion de RNA total se realizé por medio de un kit de extraccion de
una columna (RNeasy mini kit). El procedimiento se basa en las propiedades
selectivas de unidn del RNA a la membrana de silica gel (contenida en la columna
provista por el kit) gracias a soluciones amortiguadoras especializadas
compuestas de altas concentraciones salinas y a las velocidades de centrifugacion

utilizadas, lo cual permite obtener moléculas de ARNm =200 nucléotidos.

Se pesaron los rifiones almacenados a -70° C y se tomé una fraccién de 20
— 30 mg. Inmediatamente, se trituraron con nitrégeno liquido y se homogenizaron
con 600 pL de solucién salina de tiocinato de guanidina provista por el kit (solucion
RLT) en tubo eppendorf. Posteriormente, se adiciono 700 uLde etanol (70%) para
el lisado y se transfirieron 700 pl de muestra sobre la columna. Se centrifugd por
15 s a 8000 x g. Se decanto el liquido y se realizaron 4 lavados con los buffers
indicados por los fabricantes. Finalmente, el RNA unido a la membrana, se eluyo

con agua libre de RNasas y se determind la concentracion por espectrofotometria.

6.5.4.2. Transcripcion y amplificacion

Para convertir el RNA total a su cadena complementaria y su posterior
amplificacion, se utilizé un kit comercial para RT-PCR de un solo paso (QIAGEN
OneStep RT-PCR Kit), en el cual se adicionan los componentes necesarios para la
sintesis de cDNA y PCR en el mismo tubo, utilizando oligonucle6tidos especificos

para el gen de interés y el RNA total.
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Para la reaccion, se tomaron 25 uL de solucién amortiguadora (buffer de
reaccion 2X), el cual contiene 0.4 mM de cada dNTP y 2.4 mM de sulfato de
magnesio; se afiadieron 100 ng de RNA, 10 picomoles del oligoncléotido sentido y
10 picomolas del oligonucléotido antisentido, 1ul de la mezcla de enzimas (RT/
Platinum® Taq Mix) y se afor6 a 50 ul con agua DEPC. Los oligonucledtidos
utilizados, se disefiaron en el GenBank de acuerdo al gen de interés (Cuadro 6).
La conversion a cDNA y el PCR se llevo a cabo en un termociclador (Gene cycler
220V de Bio-Rad), bajo las siguientes condiciones de corrida:

Sintesis de cDNA Amplificacién (PCR) Extension final
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo

94° C 94° C

2 min 15s 72° C 72° C
550 C 55° C| 1 min/kb 7 min
/ 30 min 30s

De cada producto de PCR, se corrieron 5 ul en un gel de agarosa tefido
con bromuro de etidio. Las fotografias instantdneas de los geles fueron
digitalizados en escala de grises. La cantidad de &acidos nucleicos fueron
determinados por densitometria y cada cantidad sera proporcional al logaritmo de
la densidad 6ptica. La suma del los logaritmos de los valores de los pixeles seran
usados para estimar la cantidad de &cido nucleico en una banda, el cual es
expresado en unidades arbitrarias. La cantidad de cDNA amplificado fue
normalizada con gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Cada alicuota

de RNA fue amplificada por triplicado (Sassy-Pringet, 2000).
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Cuadro 6. Oligonucleoétidos para la amplificacion por PCR

Secuencia Longitud | Temperatura | Ciclos

(bp) Alineamiento (n)
(°C)

GAPDH
Sentido 5- TGCCACTCAGAAGACTGTGG -3 575 58 35
Antisentido 5" - TGTGAGGGAGATGCTCAGTG -3’

VCAM-1
Sentido 5'—- CGGTCATGGTCAAGTGTTTG -3 785 55 35
Antisentido 5'— CTCCAGTTTCCTTCGCTGAC -3’

ICAM-1
Sentido 5 - CCTGTTTCCTGCCTCTGAAG -3 558 55 35
Antisentido 5 - GTCTGCTGAGACCCCTCTTG - 3

TNF-a
Sentido 5'— CTCTTCAAGGGACAAGGCTG - 3 454 55 35
Antisentido 5’ — TTGTTGGAAATTCTGAGCCC - 3

6.6. Analisis de Datos

Los resultados se reportaron como la media + el error estandar. Se realiz
un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 90 y 95%. La
diferencia entre los tratamientos se realizara mediante la comparacion de medias
por el método Tukey-Kramer y la comparacion de medias de cada tratamiento con
su grupo control, por el método de Dunnet. Los datos se analizaran con el paquete
estadistico JMP 5.0.1
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

7.1. Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de los frijoles

procesados

Se realiz6 la determinacion de compuestos fendlicos en las harinas de frijol
en estudio, ya que se ha reportado que alimentos ricos en polifenoles tienen
actividad antiinflamatoria y antioxidante (Aggarwal y col., 2004; Tsuda y col., 2004;
Hang y col.,, 2005), ademas de que reducen el riesgo de padecer muchas
enfermedades, incluyendo enfermedades cronicas como la enfermedad

cardiovascular, hipertension, cancer y diabetes (Kris-Etherton y col., 2004).

Es imprescindible mencionar que los frijoles enlatados, atraviesan una
serie de procesos térmicos y manejos para la obtencion del producto final. Hay
gue considerar que se tratatan de frijoles de baja calidad comercial, es decir, por lo
general, se encuentran quebradizos y son almacenados hasta por 1 afo a
temperatura y humedad no controlada, antes de que presenten endurecimiento.
En este sentido se han realizado trabajos con frijol y se ha encontrado que durante
el almacenamiento ocurre un aumento en el oscurecimiento y un incremento de
los compuestos fendlicos a partir de los ocho meses (Oliveira y col., 2002).
Ademas, para la obtencién del frijol refrito, es necesario de minimo 2 procesos de
coccion y la esterilizacion del producto final, lo que incide directamente en el
contenido de fotoquimicos. Diversos investigadores han reportado la pérdida de
compuestos fendlicos tras el tratamiento térmico y el enlatado. La evidencia
sugiere gue las pérdidas se deben en gran medida a la lixiviacién en la salmuera o
jarabe que contiene al producto, mas que la propia oxidacion (Chaovanalikit y
Wrolstad 2004; Hong y col., 2004), ya que durante el enlatado se inactivan
enzimas que puedan oxidar al producto (peroxidasas), se aplica vacio y se protege
de la luz con el envase metalico. Alimentos empacados al vacio o enlatados sin

jugo, almibar o salmuera, muestran ligeros cambios en el contenido de fenoles
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totales (Rickman y col.,, 2007). Ademas, es importante considerar que el
contenido de compuestos fendlicos del frijol refrito no comprende sélo al aportado
por el frijol, sino también a los aditivos que se emplean para obtener el producto

final y dependen en gran medida de la empresa productora.

Los resultados de las determinaciones de compuestos fendlicos totales,
taninos condensados, antocianinas y la capacidad antioxidante se presentan en el
Cuadro 7 y corresponden al producto final, sin el conocimiento del tiempo en que
permanecieron en el anaquel, y los resultados de los frijoles secados a 60° C, ya
que estos ultimos fueron utilizados para los estudios in vivo. Los datos de los
frijjoles liofilizados, se presentan para comparar el efecto del secado adicional

sobre el contenido de fitoquimicos y la capacidad antioxidante.

Cuadro 7.

antioxidante de las harinas de frijoles procesados industrialmente.

Concentracion de compuestos fendlicos y capacidad

Estado del Marca Fenoles Taninos Antocianinas® Capacidad
frijol Totales®  Condensados? antioxidante®
LC 3.2+0.02% 2.0 £ 0.08* 134.6 + 0.02*  10.2 + 0.53*
Frijol
LS 3.4+0.05*% 1.78+0.07* 58.8 + 0.05™ 8.7 +0.17"
Secado/60°C
Isa 3.7+ 0.03* 2.0+ 0.01* 65.7 + 0.03% 7.3 +0.35%
LC 4.1 +0.02%® 2.0+0.01* 50.6 + 0.09®  11.6 + 0.93*
Frijol B bB dB aA
Liofilizad LS 4.4 +0.11% 1.4 +0.04 51.5 + 0.02 9.5+0.84
10TH1IZadOo
Isa 4.1 +0.04%® 1.8+ 0.02* 53.3 + 0.05%® 8.4 +0.31"®8

'Expresados en mg eq. Acido galico/g de haria; Expresados en mg eq. (+)-catequina/g de harina;
*Expresados en mg eq. 3-glucésido de cianidina/kg de harina; * Expresados en uM eq. Trolox/g de
harina. Los valores representan la media + E.E. Letras minUsculas indican diferencia estadistica

significativa entre los productos comerciales para cada parametro evaluado, letras mayusculas
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indican diferencia estadistica significativa entre proceso de secado para cada marca (p<0.05),

evaluado por la prueba de Tuckey. LC: La Costefia; LS: La Sierra; Isa: Isadora.

En el presente estudio, el contenido de fenoles totales y taninos
condensados no vario significativamente entre las marcas de estudio (3.2 'y 3.7 mg
eg. ac. gdlico/lg de harina y 1.78 — 2.0 mg eq. (+)-catequina/g harina,
respectivamente), sin embargo se observd una ligera disminucion de fenoles
totales despues del secado a 60° C. Esta disminucion puede deberse a la pérdida
de algunos compuestos fendlicos volatiles a tal temperatura, una posible oxidacion
o bien el acomplejamiento con otros componentes del producto final,
contribuyendo a una disminucién en su concentracion (Mederos, 2006), no

obstante futuras investigaciones sustentaran tales supuestos.

Actualmente, no existen estudios acerca del contenido de fenoles en este
tipo de frijoles (bayos refritos procesados), los pocos que hay para frijoles bayos
incluyen métodos tradicionales de coccién y los resultados se reportan como mg
eq de &cido tanico. Teniendo en cuenta, que el frijol bayo refrito ha sido sometido
a una serie de procesos térmicos, se le han afadido diferentes ingredientes y
aditivos, los resultados sugieren que aun contienen compuestos fendlicos tras el
procesamiento en comparacion con aquellos que solo han recibido una coccién
tradicional. Es importante destacar, que tal contenido puede ser atribuido a los
ingredientes afadidos, ya que se ha encontrado que tras el refrito con aceite
vegetal se observa un incremento de fenoles totales e incluso la capacidad
antioxidante. En este sentido, Almanza-Aguilera y col., (2009), reportaron que
existe una gran variabilidad en el contenido de fitoquimicos de frijoles negros
cocidos y refritos de diferentes variedades, observando que en cuanto al contenido
de fenoles totales, antocianinas y taninos, existen incrementos de estos
fitoquimicos hasta de un 40%, mientras que en otras variedades se presenté una
disminucién del 80%. Por lo tanto, el contenido de fenoles y taninos no solo se
puede atribuir al frijol como tal, sino tambien a la variedad de frijol cosecha a
cosecha, asi como a las condiciones de procesamiento y los aditivos empleados

para la obtencion del producto final.
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En cuanto al contenido de antocianinas, los resultados muestran que los
frijoles LC secados a 60° C tienen mayor contenido de antocianinas comparados
con los frijoles LS e Isa (134.6 vs 58.8 mg eq. 3-glucésido de cianidina/kg de
harina), en cambio, tal diferencia no se observo en los frijoles liofilizados. Cabe
destacar que durante el secado a 60° C del frijol LC, se observd oscurecimiento, lo
cual puede interferir en la cuantificacion de antocianinas. Por otro lado, se ha
reportado que en alimentos enlatados, estos compuestos pueden migrar
facilmente del propio alimento al medio que los contiene durante el proceso,
observandose que existe mayor disponibilidad durante la cuantificacion
(Chaovanalikit y Wrolstad, 2004). Para la obtencién de frijol refrito procesado se
aplica una salmuera para mantener fresco por mas tiempo al producto. Es posible
que durante el almacenamiento y el secado a 60° C haya una liberacién de
antocianinas a la salmuera y sea mas facil la extraccion y cuantificacion, lo cual
depende en gran medida de la cantidad de salmuera afadida por la empresa

productora.

Finalmente, se observé diferencia significativa en la capacidad
antioxidante de los frijoles procesados estudiados (7.3 — 10.2 uyM eq. Trolox/g de
harina), sin embargo, estadisticamente, solo hubo una ligera disminuciéon de la
capacidad antioxidante para los frijoles Isa, tras el proceso de secado a 60° C.
Hasta donde se tiene conocimiento no existen trabajos en la literatura acerca de la
capacidad antioxidante de estos frijoles, por lo que estos datos son una aportacion
e investigaciones futuras en donde se tenga control de la calidad del frijol, los
procesos térmicos y los aditivos empleados, podran fortalecer las hip6tesis hasta
ahora planteadas tras los resultados obtenidos.
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7.2. Regulacion de biomarcadores de diabetes por el consumo de frijol

procesado industrialmente

7.2.1. Niveles de glucosa sérica

En el presente estudio, se establecié un modelo experimental de Diabetes
in vivo con una dosis Unica administrada de estreptozotocina (55 mg/kg de peso
corporal) el cual destruye las células B del pancreas, ocasionando una insuficiente
o nula secrecion de insulina (Szkudelski, 2001), simulando asi una etapa
avanzada de la enfermedad. Estudios previos en el laboratorio (Martinez; Lomas,
2008) demostraron que a estas concentraciones administradas de
estreptozotocina, la enfermedad puede ser considerada como una diabetes de
etapas avanzadas, desarrollando dafio a diferentes 6rganos, a partir de la tercer

semana de induccion.

En el presente estudio (Figura 2), todos los animales iniciaron con el

mismo nivel de glucosa (240 mg/dL).

Se puede observar un incremento de la concentracion de glucosa del
grupo control a través del tiempo. Sin embargo, al incorporar frijol procesado en la
dieta, se observé una tendencia a mantener estos niveles menores al grupo
control, excepto para el frijol procesado Isa 3%. Los grupos alimentados con bajas
concentraciones incorporadas a la alimentacion (3%), mostraron una disminucién
similar a aquellos animales alimentados con el 25%, a excepcion de Isa, la cual

solo mostré efecto cuando se incorpora a la dieta al 25%.
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Figura 2. Concentracién de glucosa sanguinea (mg/dL) en las ratas diabéticas
alimentadas con una dieta suplementada con frijol procesado industrialmente.
Los valores se presentan como la media de la concentracion de glucosa en sangre * E.E.

*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La Sierra, Isa = Isadora

Los resultados demuestran que al final del periodo experimental se
presentd una disminucion de glucosa sérica (~40%), estadisticamente significativa,
para todos los grupos (excepto Isa al 3%), evitando que los niveles de glucosa se
elevaran como en el caso del grupo control, lo que sugiere que el consumo de frijol
procesado industrialmente puede ayudar al control de la enfermedad. Si bien, los
niveles séricos de glucosa no alcanzaron los niveles basales (70—90 mg/dL), si se
mantienen los niveles de glucosa a partir de la segunda semana alrededor de 300
— 350 mg/dL, principalmente para los grupos de LC y LS a ambas
concentraciones. Este efecto resulta importante, ya que las oscilaciones de
glucosa, caracteristicas durante la diabetes, son las que promueven mayor riesgo

de desencadenar el estado inflamatorio (Esposito y col., 2002).
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Se ha reportado que en el frijol enlatado se incrementa la digestibilidad in
vitro del almidén, en comparacién con los frijoles cocidos de forma tradicional
(Tovar y col., 2005). Esto sugiere que este tipo de frijoles tiene un alto indice
glicémico elevando la glucosa post-prandial, sin embargo, no se observd un
aumento de los niveles séricos de este carbohidrato respecto al control diabético.
También se ha reportado que harinas de frijoles enlatados presentan una
disminucién en el contenido de almiddn disponible y aun mas, el proceso de
deshidratado de los frijoles incrementan el contenido de almidén resistente y
retrogradado (Osorio-Diaz y col., 2003; Foster-Powel y col., 2002), lo cual sugiere
que los carbohidratos presentes en este tipo de frijoles (fibra, almidon resistente,
oligosacaridos) no tienden a incrementar la glucosa post - prandial.
Adicionalmente, en estudios previos, se ha encontrado que los compuestos
fendlicos presentes en el frijol tienen diversas acciones en la respuesta glicémica,
ya que, pueden tener un efecto inhibitorio de la enzima a-amilasa, lo cual se
traduce en una mayor dificultad de digerir los carbohidratos glicémicos,
incrementando asi la cantidad de almidén resistente durante la digestion. Por otra
parte, en higado, los compuestos fendlicos pueden inhibir la actividad de enzimas
gluconeogénicas como la glucosa 6-fosfatasa y fructosa 1,6-bifosfatasa (Pari y
Venkateswara, 2003), enzimas encargadas de la conversion de glucosa a partir de
sustratos gluconeogénicos, lo cual disminuye la concentracion de glucosa en
suero y su produccion enddgena, evitando asi la elevacion de niveles séricos de
glucosa en el paciente diabético. Ademas, se ha reportado que los compuestos
fendlicos tales como 4&cido galico, catequina y vainillina incrementan la
sensibilizacibn de la insulina, por lo que se incorpora glucosa a tejido
dependientes de esta hormona, disminuyendo asi los niveles de glucosa en
torrente sanguineo (Guzman y col., 2004). Lo anterior sugiere, que el consumo de
frijol procesado puede incrementar la secrecion y/o la accion de la hormona
insulina, facilitando la incorporacion de glucosa sérica a los tejidos, como el
adiposo y muscular, evitando que los niveles de glucosa se eleven drasticamente

en torrente sanguineo (Choi y col., 2008).
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7.2.2. Peso corporal

Durante la diabetes, un factor importante de diagndstico es la pérdida de
peso corporal, ya que en cuanto evoluciona la enfermedad hay una correlaciéon
positiva con la pérdida de peso (Cowie y Harris, 1995), debido a que hay una
mayor degradacion de triglicéridos provenientes del tejido adiposo y degradacion
de proteinas del musculo, ya que la hormona insulina media la sintesis de
proteinas e inhibe la B-oxidacion de acidos grasos (Pirola y col. 2004). Por tal
razon, se monitored el peso corporal de las ratas diabéticas en estudio. En la
Figura 3, se puede observar el peso de los animales a través del tiempo de

experimentacion.

Todos los animales partieron del mismo peso corporal. En cuanto
evolucion6 la enfermedad, se observa una clara tendencia del grupo control
diabético a disminuir el peso, hasta un 20%. Sin embargo, se observé una
tendencia a mantener el peso, por parte de los grupos alimentados con altas
concentraciones de frijol (25%). En cambio, los grupos alimentados con bajas
concentraciones de frijol (LC e Isa al 3%) no mostraron efecto significativo sino
hasta el final del periodo de experimentacion. Solo los grupos LS 3% y LC 25%,
motraron una capacidad de incrementar el peso corporal al final de la
experimentaion hasta un 25y 21%, respectivamente, en comparacion con el grupo

control diabético.
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Figura 3. Peso corporal semanal en ratas diabéticas alimentadas con una dieta
suplementada con frijol procesado industrialmente.
Los valores se presentan como la media del peso corporal + E.E.

*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La Sierra, Isa = Isadora

Estos resultados sugieren, que el consumo del frijol procesado
industrialmente, puede ejercer efecto en la regulacién del peso corporal aun en
etapas avanzadas de la enfermedad. Es posible, que el consumo de frijol aumente
la secrecion de insulina y/o su sefalizacion en tejidos dependientes de esta
hormona, ya que la insulina es necesaria para incorporar glucosa a las células
musculares para obtener energia e incrementar la sintesis de proteinas
musculares y almacenamiento de triacilglicéridos en tejido adiposo. Ademas,
durante la diabetes hay una mayor demanda de aminoacidos, principalmente
alanina y glutamina, por parte del higado para generar mas glucosa a través de la
gluconeogénesis. Estos aminoacidos provienen principalmente de la degradacién
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de proteinas musculares, lo que genera una pérdida de peso corporal (Klimes, y
col., 1997; Salway, 2004).

7.2.3. Consumo de alimento y agua

La hormona insulina no solo controla los niveles de glucosa, sino que
induce la produccién y secrecion de hormonas, tal como, el péptido similar al
glucagon tipo 1 (glucagon like peptide amide 1, GLP-1, por sus siglas en inglés),
ya que suprime la ingesta de alimento por medio de la sensacion de saciedad
(Gutzwiller y col., 1999). Ademas, se ha encontrado que la insulina modula la
secrecion de neuropéptidos en el hipotalamo, los cuales regulan la ingesta de
alimento (Schwartz y col., 1992; Arora y Anubhuti, 2006). Durante la diabetes, la
insuficiente secrecion o acciéon de la insulina, no pueden activar la secrecion de las
hormonas encargadas de la saciedad. Por lo tanto, el monitoreo del consumo de

alimento es una medida indirecta de la secrecién y accién de la insulina.

Durante el tiempo de experimentacién, cada dia se monitored el consumo
de alimento y en la Figura 4 se muestra su consumo semanal de los animales en

experimentacion.

Se puede observar que, estadisticamente, todos los grupos tuvieron el
mismo consumo de alimento al iniciar el experimento. En cuanto transcurrié el
tiempo, la tendencia de los animales diabéticos fue de incrementar el consumo de
alimento. Mientras que, los grupos alimentados a bajas concentraciones de frijol
incorporado en la dieta (3%), mostraron una disminucion de la ingesta hasta de un
22%, en comparacion con el grupo control diabético. Los grupos alimentados con
concentraciones altas de fijol, solo mostraron un ligero efecto en la regulacion del
apetito en la tercera semana, sin embargo, tal efecto no fue estadisticamente
significativo, por lo tanto en estos grupos no hubo regulacion en el control de la

saciedad.
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Figura 4. Consumo semanal de alimento de las ratas diabéticas alimentadas con
una dieta suplementada con frijol procesado industrialmente.
Los valores se presentan como la media del consumo de alimento diario por rata + E.E.

*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La Sierra, Isa = Isadora

Otro parametro importante a considerar durante la diabetes es el
consumo incrementado de agua, lo que se denomina polidipsia (Braunwald y col.,
1998). La deshidratacion esta claramente asociada con un mal control de la
diabetes debido a la diuresis osmotica causada por los altos niveles de glucosa en
sangre. Los cambios en el balance acido base y un incremento en la osmolalidad
de la orina debido a la glucosuria inducida por la hiperglicemia y la cetoacidosis
conllevan a una mayor secrecién de orina y deshidratacién (IOM, 2005). Por lo
tanto, un mal control de la diabetes se refleja en un mayor consumo de agua.

Durante la experimentacion, se observé la presencia de polidipsia desde

el tercer dia de induccién de la diabetes, por lo que se monitored el consumo de
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agua. El patron de consumo se puede observar en la Figura 5 en donde se grafica
el promedio de la cantidad de agua, en cada semana. Se puede observar que,
las ratas consumieron la misma cantidad de agua en la primera semana. Sin
embargo, a medida que transcurrié el tiempo se puede observar un incremento
progresivo del consumo de agua por el grupo control diabético de 25%, no asi en

los grupos alimentados con frijol.
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Figura 5. Consumo semanal de agua de ratas diabéticas alimentadas con dietas

suplementadas con frijol procesado industrialmente.

Los valores se presentan como la media del consumo de agua por cada rata * E.E.
*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La Sierra, Isa = Isadora
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Para los grupos alimentados con bajas concentraciones de frijol, se puede
observar que no mostraron efecto en este parametro. Sin embargo, a altas
concentraciones se presenta un menor consumo de agua. Esto sugiere, que para
ejercer un efecto benéfico en el control de la ingesta de agua, se necesitan

consumir concentraciones mas altas de frijol.

Estudios in vivo, demuestran que el consumo de algunos alimentos ricos
en polifenoles disminuyen la ingesta de agua y alimento en ratas diabéticas
(Crespy y Williamson, 2004; Utsunomiya y col., 2005). Los resultados anteriores,
sugieren que el consumo de frijol industrializado a concentraciones bajas
incorporadas a la dieta (3%) pueden ejercer un efecto importante, posiblemente a
través de la accion de la insulina, o bien, incrementando la secrecion de hormonas

anorexigénicas independientemente de la accion insulinica.

7.2.4. Perfil lipidico

La baja produccién de insulina o su accién deficiente, promueve la
movilizacion de grasa almacenada en el tejido adiposo al torrente sanguineo, por
lo que no se metaboliza completamente y constituyen un riesgo de padecer
enfermedad cardiovascular (Stamler y col., 1993; Schwartz y col., 1992). La
enfermedad cardiovascular ateroesclerdtica puede causar hasta un 70%
aproxidamente de las muertes de los pacientes con diabetes y de cerca de 40%
de las muertes en la poblacion no diabética (Grundy y col., 1999).

Valores superiores de triglicéridos a 150 mg/dL indican un riesgo de
padecer enfermedad cardiovascular. Niveles altos de triglicéridos séricos
corresponden a una deficiente o nula accion de la insulina, la cual introduce al
tejido adiposo la glucosa para producir glicerol-3-fosfato, el cual permite la
reesterificacion y almacenamiento de acidos grasos, provenientes del torrente
sanguineo, en forma de triacilglicéridos (Mathews, 2002). Se puede observar en
el Cuadro 8, que los niveles de triglicéridos para el grupo diabético es mayor al

reportado para animales sanos (~86 mg/dL) (Lomas, 2008). El consumo de frijol
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produjo una disminucién de la concentracion de triglicéridos (37-48%) para los

grupos LS y LC (3 y 25%) respectivamente, al compararlo con el control diabético,

lo cual resulté estadisticamente significativo. Los grupos alimentados con Isadora

a ambas concentraciones, no mostraron una disminucion significativa. Los

resultados muestran, que el consumo de frijol enlatado probado pueden disminuir

las concentraciones séricas de triacilglicéridos, lo cual se relaciona con un

aumento de peso observado para los grupos de LC y LS.

Cuadro 8: Perfil de lipidos en suero de ratas diabéticas alimentadas durante

cuatro semanas con frijol procesado industrialmente.

Control

LC 3%

LS 3%

ISA 3%

LC 25%

LS 25%

ISA 25%

TRIGLICERIDOS COLESTEROL

228.0

117.5

123.2

159.0

117.3

142.7

189.9

I+

I+

I+

I+

I+

I+

I+

17.1

76*

8.6*

36.0

5.4*

14.0*

17.1

70.2

50.8

51.9

53.0

56.0

41.0

65.1

I+

I+

I+

I+

I+

I+

6.7

7.4*

7.8*

3.9*

6.0*

6.3*

4.8

11.6

11.7

155

11.8

16.3

14.2

10.4

HDL

I+

I+

I+

I+

I+

I+

11

0.2

0.7~

1.2

0.8~

12*

1.0

58.6

39.0

36.4

41.2

30.1

27.0

54.6

LDL

I+

I+

I+

I+

I+

I+

5.6

7.1*

7.0*

4.1

52~

4.0*

2.8

Las concentraciones de lipidos se presentan en mg/dL

Los valores se presentan como la media + E.E.

*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet

Control = Control Diabético, LC = La Costefa, LS = La Sierra, Isa = Isadora
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En cuanto al colesterol total, se puede observar una disminucion de las
concentraciones séricas para todos los grupos excepto para Isadora al 25%, con
respecto a los animales control diabético. Tal disminucion varié desde un 20 hasta
un 40%. Sin embargo, el hecho de que disminuya el colesterol total no es
suficiente y se requiere considerar otros lipidos relacionados con el colesterol
como el HDL y la LDL, ya que un incremento de esta ultima lipoproteina tiene
potencial aterogénico. Asi pues, se puede observar que de los valores de
colesterol total, solo los grupos alimentados con LS a ambas concentracionesy LC
al 25 % mostraron un efecto significativo al aumentar las concentraciones de HDL
respecto al grupo control diabético. En cambio, los grupos alimentados con LS y
LC (3 y 25%) mostraron un efecto significativo al disminuir las concentraciones
circulantes de LDL, desde un 27 hasta un 53%. Estos resultados son interesantes,
ya que en estos grupos disminuyeron los niveles séricos de triglicéridos y las
concentraciones de LDL, el factor mas importante para desarrollar ateroesclerosis,
aunado a esto, altas concentraciones de glucosa modifican estructuralmente a las
LDL por glicosilacion, oxiddndose facilmente e incrementando el riesgo
cardiovascular (Witztum y col. 1982). Asi pues, el consumo de estos frijoles (LC y
LS) puede ejercer un efecto benéfico durante la diabetes, evitando que los niveles
de triglicéridos y LDL séricos aumenten, lo cual puede constituir un efecto
protector de desarrollar enfermedad cardiovascular.

Se ha reportado que la fibra del frijol y el almidon resistente, al ser
metabolizados, sufren una fermentacion por la microflora del colon produciendo
acidos grasos de cadena corta como acético, propiodnico y butirico. El &cido
propiénico puede disminuir los niveles de colesterol debido a la inhibicién de la
colesterogénesis, a través de la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa
(HMG-CoA) (Serrano y Gofi, 2004). Diferentes estudios sugieren que los
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante de diferentes compuestos puede
ejercer un efecto importante al disminuir los niveles de la citocina TNF-o. (Amigo-
Correig y col., 2008), la cual durante la diabetes, actia inhibiendo a la lipoproteina
lipasa, aumentando asi los niveles de colesterol LDL en torrente sanguineo

(Grunfeld y Feingold, 1991). Es probable, que los compuestos del frijol pudieran
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disminuir esta citocina en suero. Adicionalmente, se ha reportado que fitoquimicos
como los flavonoides pueden emplear dos mecanismos de proteccién contra el
dafo celular provocado por la oxidacion de las LDL: la inhibicién de la oxidacién
de las lipoproteinas y el bloqueo directo a nivel celular de la toxicidad de LDL
oxidada (Alvarez y Orallo, 2002; Zhang y col., 2006). Por lo tanto, los resultados
sugieren que el consumo de frijol, el cual puede contener carbohidratos no
digeribles, como el almidén resistente, oligosacaridos y fibra, asi como
compuestos fendlicos, es benéfico para evitar una dislipidemia, en el modelo de

diabetes inducida por estreptozotocina.

7.3. Regulacion de biomarcadores de dafio renal e inflamacién

7.3.1. Marcadores bioquimicos en orina

Los parametros bioquimicos clinicos utilizados cominmente para evaluar
la funcidn renal se basan en las mediciones de albumina, proteina total, creatinina,
cetona y glucosa, principalmente. Si bien, la excrecion urinaria de albumina no es
un parametro definitivo para diagnosticar el dafio renal, la proteina excretada es
un buen marcador de dafio e incluso, de insuficiencia renal crénica (Suzuki y col.,
2005). Por lo tanto, estos pardmetros se midieron en la orina recolectada de 12

horas en condiciones de ayuno, para evaluar el dafio renal.

En el Cuadro 9, se pueden observar las concentraciones de glucosa,
creatinina, microalbimina y proteina total. En animales sanos, el valor normal de
glucosa en orina es menor a 100 mg/dL. Los resultados de esta medicion revelan
que en los animales diabéticos los niveles exceden hasta 10 veces mas que los
valores de referencia. Esto sugiere, en primera instancia, que en el modelo
experimental se presentd un estado de hiperglicemia, la cual produce una
descompensacion de la filtracibn glomerular. Esto fue también observado por
Lomas y por Martinez en el 2008, utilizando modelos experimentales con ratas

inducidas con estreptozotocina (55 mg/kg de peso), observé un incremento del
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100% en los niveles de los marcadores bioquimicos tempranos de dafio renal,

respecto al control no diabético.

Cuadro 9. Parametros bioquimicos en la orina de ratas diabéticas

alimentadas durante cuatro semanas con frijol procesado industrialmente

GLUCOSA* CREATININA?  MICROALBUMINA?® PROTEINA*
CD 198.0 * 18.0 120 = 1.2 1.40 * 0.40 1.2 + 0.02
LC 3% 176.2 + 14.6 9.0 + 0.2* 0.54 + 0.05* 0.56 + 0.05*
LS 3% 150.0 *= 14.7* 6.8 + 0.2* 0.45 + 0.04* 0.53 + 0.04*
ISA 3% 186.0 *+ 16.3 1.9 = 0.1* 1.44 + 0.16 0.87 + 0.07
LC 25% 1908 + 17.1 21 + 03¢ 1.07 = 0.11 0.60 + 0.03*
LS 25% 275.0 + 32.2* 25 + 0.3* 0.54 + 0.08* 0.80 + 0.01*
ISA25%  200.0 * 14.7 1.8 + 0.1* 0.60 * 0.04* 1.0 + 0.04

'Expresada como mg de glucosa/ 12 h

’Expresada como mg de creatinina/12 h

*Expresada como mg de microalbiimina/12 h

“Concentracion expresada en mg de albimina/12 h

Los valores se presentan como la media + E.E.

*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

Control = Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La sierra, Isa = Isadora

El grupo alimentado con LS 3% mostré niveles de glucosa en orina que
estan por debajo de los niveles excretados por el grupo control (hasta el 48%). En
contraste, el grupo alimentado con el mismo frijol a concentraciones mas altas de
incorporacion en la dieta (25%), mostré niveles por arriba de los niveles de
excrecion urinaria de glucosa del grupo control diabético (39%). Este hecho
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sugiere, que algun compuesto del frijol refrito procesado, al ser consumido a altas
concentraciones, puede ejercer un efecto inhibitorio en la disminucion de la
didresis osmdética. Ningun otro grupo mostré una disminucion estadisticamente
significativa. Estos resultados nos sugieren que la disminucion de glucosa
observada para los grupos LS y LC, no es la suficiente para disminuir la diuresis

osmoética causada por la glucosa.

Los niveles elevados de creatinina en orina indican una mala funcion del
rifidn para depurar las concentraciones de creatinina séricas provenientes de la
degradacion de proteinas musculares (Schrier, 2007). En cuanto a los niveles de
creatinina, se observé una disminucion de este valor para todos los grupos
alimentados con frijol. Es interesante observar que los niveles de creatinina
disminuyeron significativamente para los grupos alimentados a mayores

concentraciones y principalmente para los grupos de Isadora al 3% y 25%.

Se han reportado también, cambios renales en modelos experimentales
de diabetes inducida con estreptozotocina, observandose hipertrofia glomerular,
hiperfiltracién y un incremento de la excrecion urinaria de albumina (Grgnbaek y
col., 2008). Existen diversas evidencias que sugieren que el riesgo de padecer
nefropatia diabética y enfermedad cardiovascular comienza cuando los valores de
excrecion urinaria de albumina aun estan en los intervalos de normoalbuminuria.
(<30 mg/dia). Sin embargo en pacientes diabéticos, hay mayor riesgo de que la
enfermedad progrese a microalbuminuria (Forsblom, 1998), la cual se diagnostica
al excretar concentraciones de albumina entre 30 y 300 mg/L durante 24 horas
(Gross y col., 2005). Los resultados de la presente investigacion, mostraron que
para el grupo control diabético la excrecion de albumina fue superior a los 30 mg/L
de orina, lo que sugiere que el modelo experimental mostré un estado de

microalbuminuria.

Se observd un efecto significativo sobre la disminucion de la
microalbuminuria para los grupos LC 3% y LS 3 y 25%. Esta disminucion sugiere
que el consumo de frijol, principalmente a bajas concentraciones (3% de

incorporacion en la dieta), puede ejercer un efecto benéfico en la funcion renal, lo
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que se relaciona con menores concentraciones de citocinas, principalmente TNFa,
la cual en diversos estudios, se ha encontrado que juega un papel critico en el
desarrollo de microalbuminuria (Mahmud y col., 1995). A pesar de que la
microalbuminuria se ha considerado como un factor de riesgo para progresar a
macroalbuminuria, no todos los pacientes progresan a tal estado y pueden
regresar a un estado de normoalbuminuria (Caramori y col., 2000), por lo cual es
necesaria la determinaciéon de proteinuria. En el Cuadro 9, se presentan los
niveles de proteina en orina de los animales en estudio y se observd que tal
estado, no progreso a proteinuria, sin embargo, las concentraciones de proteinas
excretadas para los grupos LS y LC son menores en comparacion con las
cantidades excretadas por el grupo control. Estos valores estan relacionados con
una menor concentracion de glucosa y produccion de la citocina TNFa en suero.
Los mecanismos por los cuales se observan estas disminuciones, comprenden
tanto las concentraciones de citocinas en sangre, como el estado oxidativo e
inflamatorio en el rifidén, por lo tanto, es posible que los componentes del frijol
procesado ejerzan su efecto a través de un sistema antioxidante o bien mediante

la disminucién de citocinas independientemente, del estado oxidativo.

7.3.2. Citocinas proinflamatorias en suero

Un estado de hiperglicemia mantenido induce la formacion de productos
de glicosilacion avanzada y estos conducen a un aumento del estado inflamatorio,
produciendo una secrecion cronica de citocinas proinflamatorias y sus niveles
dependen del control glicémico (Eposito y col, 2002). El estado inflamatorio
cronico en la diabetes propicia el desarrollo de especies reactivas de oxigeno
contribuyendo en el desarrollo de las macro y microangiopatias (Pickup, 2004). Se
han reportado niveles elevados de Interleucina-6 y TNF-a e IL-13 en pacientes
diabéticos, aun antes de desarrollar alguna complicacion. Por lo tanto, su
determinaciéon predice el riesgo de que la enfermedad progrese a micro o

macroangipatias.
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En el Cuadro 10, se muestran las concentraciones de las citocinas
determinadas en suero. Se puede observar una disminucion significativa de los
niveles de TNF-a, la cual corresponde a un 32 y 43% para los grupos alimentados
con LS al 25 y 3%, respectivamente. Para el grupo de LC al 3%, se observé una
disminucién de 18%, lo cual resulté significativo. Sin embargo, para los grupos
restantes, se observa un incremento de la produccion de esta citocina,
principalmente para los alimentados a altas concentraciones. Esto se puede deber
a un incremento en el estrés oxidativo. Se ha observado este comportamiento con
modelos experimentales en animales, en donde aquellos alimentados con altas
concentraciones de frijol, se incrementan la produccion de esta citocina (Lomas,
2008).
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Cuadro 10. Concentraciones séricas de citocinas proinflamatorias de ratas

diabéticas alimentadas durante cuatro semanas con frijol procesado

TNF-a IL-1B

industrialmente

Control 120+ 9 24 + 6
LC 3% 98 + 5* 17+1
LS 3% 68 + 8* 18+ 3
ISA 3% 107 £ 15 22+ 4
LC 25% 151+ 25 15+2*
LS 25% 82+ 11* 24+7
ISA 25% 350 + 21 24+ 3

Las concentraciones de citocinas se presentan en pg/ml.
Los valores se presentan como media + E.E.
* Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

Control = Grupo Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La sierra, Isa = Isadora

Los resultados anteriores sugieren que el consumo de frijol a bajas
concentraciones puede estar ejerciendo un efecto antiinflamatorio, ya sea por la
disminucién de la glucosa y/o por la disminucion del estrés oxidativo. Esposito y
col. (2002) observaron en pacientes diabéticos que la enzima glutation S —
tranferasa, previene el incremento de citocinas en plasma (IL-6 y TNF-a) inducidas
durante la hiperglicemia. Dicha enzima puede ser inducida por compuestos

fendlicos.
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En cuanto a la IL-1B, solo se observd una disminucién significativa (29%)
para el grupo de LC al 25%. Aunque los niveles de esta citocina no resultaron muy
elevados, si es importante su disminucion, ya que a pequefias concentraciones
(picogramos) pueden ejercer un efecto bioldgico en sus 6rganos diana (Abbas y
Lichtman, 2002).

Estudios con diferentes alimentos que disminuyen las concentraciones de
marcadores de inflamacion (TNF-a e IL-1f), han atribuido tal efecto al contenido
de acidos grasos, polifenoles y por lo tanto, a su capacidad antioxidante (Blok vy
col. 1996; Azadbakht y col. 2007; Santangelo y col., 2007., Lomas, 2008). Los
resultados obtenidos sugieren que los compuestos presentes en el frijol LC y LS
pueden ejercer un efecto en la disminucion de los marcadores de inflamacion,
observandose mayor efecto en los grupos alimentados con concentraciones mas

bajas de frijol.
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7.3.3. Cuantificacion de NF«xB, IKBa.y PPARy en rifion

El desarrollo de la nefropatia puede predecirse por el incremento de
citocinas proinflamatorias en sangre, las cuales se infiltran en los riflones para
activar una serie de sefializaciones que mantienen el estado inflamatorio en la
diabetes. Una de estas sefializaciones esta mediada por el factor de trancripcién
NF-kB. Por lo tanto, su mayor expresion o actividad indica que puede presentarse

un estado inflamatorio en los rifilones.

Se menciond anteriormente, que el consumo de frijol enlatado a bajas
concentraciones, disminuy6 principalmente las concentracion de TNF-a sérico.

Este hecho puede tener un efecto protector sobre la inflamacion propia del rifidn.

El rifdn es un érgano que se encarga de filtrar la sangre, lo que significa,
qgue es muy facil la infiltracién de citocinas, principalmente TNF-a. Las citocinas se
pueden infiltrar a los glomérulos y comenzar su accion inflamatoria al activar
cinasas que fosforilan a IKB-a el cual libera a NF-xB. Por lo tanto, el encontrar
niveles elevados de la proteina inhibitoria IKB-a., refleja un mayor secuestramiento
del factor de transcripcion y por el contrario, encontrar niveles bajos de esta
proteina indicaria que se ha degradado por accién de cinasas y ha liberado al
factor de transcripcion, lo que se traduce en una mayor inflamacion. Por lo
anterior, se determind la cantidad relativa de IKB-a en los riflones de las ratas
diabéticas tratadas. En la Figura 6 se muestra el gel y la concentracion relativa de
proteina determinada como area de pixeles de IKB-a sobre el area de pixeles de

su control interno, B-actina.
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Figura 6. Cantidad relativa de IKB-a en el riion de las ratas diabéticas

alimentadas con dietas suplementadas con frijol procesado industrialmente.

Los valores se presentan como media de 3 experimentos independientes + E.E.
* Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Grupo Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La sierra, Isa = Isadora

Se observa, que estadisticamente, existe una concentracion relativa para el
grupo de LC 3%, incrementando hasta un 30%. Por el contrario, no se observo un
efecto significativo en los grupos restantes. Esto concuerda con una disminucién
de los niveles de TNF-ao. en suero, indicando que, por un lado existe una menor
concentracion de citocinas que active la sefializacion de NF-xB y de esta mantera
un estado inflamatorio, asi mismo, podria presentarse una mayor defensa
antioxidante que evita el estimulo de NF-xB. En este contexto es importante

recordar que NF-xB induce la produccién de citocinas en el propio érgano en

58



donde actle, en este caso en el rifion, de tal manera que la activacion de este
factor es crucial para mantener el estado inflamatorio. Por lo tanto, los resultados
sugieren que el incremento de IKB-a es un mecanismo por el cual se podria
mantener secuestrado al factor de transcripciéon NF-kB y de esta manera disminuir
la inflamacion. Otro mecanismo de regulacion es la propia expresion de NF-kB,
debido a que se ha observado que en estados inflamatorios existe una mayor
concentracion de esta proteina (Ruiz-Ortega y col, 2002). Para determinar este
efecto, se evalud la concentracion del factor de transcripcion en el rifién. En la
Figura 7 se observa la expresion de factor NF-kB en el rifion de las ratas

diabéticas en estudio.
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Figura 7. Cantidad relativa de NF-xB total en el rifidn de las ratas diabéticas

alimentadas con dietas suplementadas con frijol procesado industrialmente.

Los valores se presentan como media de 3 experimentos independientes + E.E.
*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La sierra, Isa = Isadora
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Se puede observar que nuevamente, el consumo de frijol LC a ambas
concentraciones mostré una disminucion significativa de la cantidad de NF-kB
total, aunado a lo observado para IKB-o, en donde LC 3% incrementa la
concentracion de dicha proteina. Los resultados sugieren que LC, no solo podria

disminuir la actividad de NF-kB, si no que ademas disminuye su expresion.

Por otro lado, la inflamacion a nivel renal podria disminuir la activacién de
PPARYy, el cual inhibe la expresion de genes, antagonizando las actividades de los
factores de transcripcion como AP-1, STAT y NF-xB, esto a su vez inhibe la
expresion del TNFa, IL-6, IL-1B (Zelechower y Elbert, 2009). Por lo tanto, para
evaluar el efecto del consumo de frijol procesado sobre PPARy, se midi6 la
expresion de esta proteina en el rifion de las ratas en experimentacion y los

resultados se muestran en la Figura 8.

Se puede observar que para los grupos LC y LS a ambas concentraciones,
incrementa la cantidad de esta proteina. EI mecanismo del efecto antiinflamatorio
puede depender de interacciones con diferentes vias de sefializacion, ya que no
existe ninguna relacion entre el incremento de la concentracion de PPARy y la
disminucion de la expresion de NF-kB total, pero si de su actividad, ya que NF-«B
puede mantenerse secuestrada por accion de IKBa sin que su expresion

disminuya.
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Figura 8. Cantidad relativa de PPARy total en el rindn de las ratas diabéticas

alimentadas con dietas suplementadas con frijol procesado industrialmente.

Los valores se presentan como media de 3 experimentos independientes + E.E.
*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

Control =Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La sierra, Isa = Isadora

Considerando que los frijoles en estudio contienen cantidades de fenoles
totales, comparables con otros alimentos estudiados, donde se ha reportado que
los polifenoles pueden inhibir la proliferacion mesangial y prolongar la
sobrevivencia renal en modelos experimentales con glomeruloesclerosis
(Yokozawa y col., 1986). Ademas, se ha se ha reportado que alimentos ricos en
polifenoles tienen actividad antiinflamatoria y antioxidante. Por ejemplo, la
catequina puede inhibir la activacion del factor de trasncripcion NF-xB, que es un

mediador importante de la respuesta inflamatoria, tal como, algunas enzimas
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involucradas en las vias de transduccién de sefales (Aggarwal y col., 2004; Cho y
col., 2003; Hang y col., 2005). Esto sugiere, que el frijol, por medio de mecanismos
antioxidantes de los compuestos que lo conforman, puede ejercer un efecto anti-
inflamatorio al incrementar la concentracion de IKB-a y PPAR-y y disminuir las
concentraciones séricas de TNF-q, lo cual fue observado para los grupos LC y LS

a bajas concentraciones de frijol incorporado en su dieta.

7.4. Regulacion de biomarcadores de diabetes por el consumo de frijol
procesado industrialmente proveniente de un segundo lote

Se sabe, que los frijoles destinados para el enlatado provienen de diversas
zonas del pais. Si bien, dentro de la empresa productora se debe tener un control
de calidad estricto, no hay un control sobre la zona de produccion del frijol, ya que
dependiendo de la época en que se requiera hacer la produccion, sera la zona de
procedencia de los frijoles. Este aspecto es importante, puesto que el contenido de
compuestos nutracéuticos en los alimentos estd afectado por varios factores:
clima, tipo de suelo, tipo de cultivo, exposicion al sol, entre otros (D’Archivio y col.,
2007). Por lo tanto, fue importante realizar un segundo experimento para
determinar si los frijoles de diferentes lotes ejercen un efecto diferente al
observado previamente. Para ello, se decidio trabajar con los frijoles enlatados La
Costefia y La Sierra al 3%, de los cuales se observo un mayor efecto en el control

de la diabetes.

7.4.1. Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante

Se determinaron las concentraciones de los compuestos fendlicos totales,
taninos condensados, antocianinas y capacidad antioxidante total y los resultados

se pueden observan en el Cuadro 11.
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Cuadro 11. Concentracion de compuestos fendlicos y capacidad
antioxidante de las harinas de frijol procesado proveniente de diferentes lotes.

Fenoles Totales® Taninos Antocianinas® Capacidad

Condensados? Antioxidante®

LC 4.29 +0.3° 1.52+0.3% 123.1 + 0.08% 10.68 + 1.2°

LS 3.65+0.2° 1.29+0.2° 45.3+0.2° 9.28 + 3.3°

'Expresados en mg eq. Acido galico/g de haria; Expresados en mg eq. (+)-catequina/g de harina;
*Expresados en mg eq. Cianidina 3-glucésido/kg de harina; *Expresados en puM eq. Trolox/g de
harina. Los valores representan la media = DE. a y b indican diferencia estadistica significativa
entre variedades comerciales para cada parametro evaluado (p<0.05), evaluado por la prueba de
Tuckey.

Se puede observar que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones de fenoles totales, taninos condensados y la capacidad
antioxidante de las dos marcas en estudio. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en el primer experimento. Mediante una prueba de Tuckey comparando
las concentraciones obtenidas en ambos experimentos, no hay diferencia
significativa (p<0.05) entre el contenido de fenoles, taninos y la capacidad
antioxidante, sin embargo, en este Ultimo experimento hubo una reduccion
significativa en el contenido de antocianinas, respecto al primer experimento. De la
misma manera, se observdO que el contenido de antocianinas es menor
significativamente para LS, comportamiento que concuerda con los resultados

obtenidos en el primer experimento.
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7.4.2. Parametros bioquimicos de diabetes: glucosa, peso y perfil lipidico

Se evalu6 el efecto del consumo del frijol a las concentraciones que
mostraron mayor efecto en el primer experimento. Por lo tanto, se trabajé con 3
grupos: un grupo control diabético, un grupo LC y un grupo LS, ambos con una

dieta suplementada con frijol al 3%.

El parametro que indica la presencia de diabetes es la concentracion de
glucosa sérica (The Expert Committe, 2003). Aunado a este parametro, en
modelos experimentales en donde se simula el estado del paciente diabético, es
importante la medicion de peso corporal el cual es relativo al avance de la
enfermedad. Ademas, los analisis clinicos inmediatos recomendados para el
paciente diabético es la concentracion de lipidos séricos para determinar si la
enfermedad presenta riesgo cardiovascular, que es la primer causa de muerte en
aquellas personas que padecen diabetes. En el Cuadro 12 se muestran las
concentraciones iniciales y finales de glucosa y peso, asi como, las

concentraciones séricas de lipidos para los grupos en estudio.

En cuanto a los niveles de glucosa, se observa que los tres grupos
partieron de las mismas concentraciones seéricas de este carbohidrato. Estas
concentraciones fueron similares a las del primer experimento, por lo tanto, los
resultados pueden ser comparables entre ambos estudios. Sin embargo, al final de
la experimentacion, la cual solo duré tres semanas de tratamiento después de la
induccion, no se observé diferencia estadistica en las concentraciones de glucosa

sérica.
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Cuadro 12 Concentracion de glucosa sérica, peso y perfil lipidico de las

ratas alimentadas con frijol procesado de diferente lote.

Glucosa Peso corporal® Triglicéridos® Colesterol
sanguinea®

total

Inicial Final Inicial Final

CD 239+ 9 3512 275+2 240+10 142 + 18 54 +6 15.12+0.7
LC3% 239+13 33018 278+10 251+12 104 + 10* 44 + 8 18.8 £ 0.3*
LS3% 240+11 3765 278+7 25713 110+ 7* 56 +4 17.4+0.2

'Expresados en mg/dL. Expresados en gramos. *Concentraciones séricas de lipidos expresadas
en mg/dL. Los valores se presentan como la media + E.E.*Indica diferencia estadistica significativa
(p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

Control = Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La Sierra

El efecto hipoglucémico de un determinado alimento estd dado
principalmente por el contenido de fibra, almidon resistente, acidos grasos y
polifenoles. En base a los resultados obtenidos, se sugiere que posiblemente los
compuestos fendlicos no son los responsables del efecto antidiabético, ya que los
cambios en las concentraciones de fitoquimicos entre el primer y segundo estudio
son minimos, por lo tanto, algun(os) otro(s) componente(s) del frijol podria
presentar actividad antidiabética, o por otro lado, el perfil de los compuestos

fendlicos podria ser diferente.

Con respecto al peso corporal, se observo un ligero aumento en los
animales alimentados con frijol, sin embargo, esto no fue estadisticamente
significativo, lo que sugiere que el efecto hipoglucemiante no es reproducible entre
los diferentes lotes de estudio. Para lo cual, es necesario tener un mayor control

sobre la produccion de frijol destinada para enlatarse.
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En cuanto al perfil lipidico, se puede observar que no hay diferencia
estadistica significativa en las concentraciones séricas de colesterol. En cambio,
las concentraciones séricas de triglicéridos y HDL fueron reguladas por estos
frijoles. Se puede observar que los triglicéridos, disminuyeron en un 22y 26% para
LS y LC, respectivamente. Asi mismo, las concentraciones de HDL, aumentaron
19y 11% para LC y LS, respectivamente, sin embargo, sélo fue significativa para
LC.

7.4.3. Parametros bioquimicos de dafio renal en orina

Se ha observado que algunos alimentos no son capaces de tener un
control significativo sobre los niveles de glucosa sérica, sin embargo, tienen un
efecto significativo en el control del dafio renal y la inflamacién. Por lo tanto, se
determinaron los pardmetros bioquimicos en orina para evaluar el efecto del
consumo de frijol en el dafio renal. Asi pues, se determinaron las concentraciones
de glucosa y creatinina en orina, para evaluar la capacidad de filtracion del rifidn.
Se determind también la microalbumina y la proteina, los cuales son marcadores
de dafo renal. En el Cuadro 13, se muestran las concentraciones de estos

parametros bioquimicos determinados en orina.

La dieta con frijol no motré ninguna regulacién de los niveles de glucosa
sanguinea. Sin embargo, las concentraciones de creatinina urinaria disminuyeron
significativamente para el grupo LC hasta un 25%, comparado con el grupo CD,
pero no se observo una disminucion significativa para el grupo LS, a diferencia del

primer experimento en el cual este frijol disminuy6 este parametro.
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Cuadro 13. Parametros bioquimicos de dafio renal en las ratas
alimentadas con frijol procesado.

CD LC 3% LS 3%
Glucosa® 200.0+38.18  2625+53.35  206.2 +42.60
Creatinina® 13.5 +0.40 10.4 + 0.66* 11.9 + 1.23
Microalbtimina® 1.3+0.06 0.7 £0.20* 0.9+£0.30
Proteina’ 3.9+0.20 2.9+0.20* 3.6 +0.40

'Expresada como mg de glucosa en orina/12 h

’Expresada como mg de creatinina en orina/12 hr

*Expresada como mg de microalbtmina en orina/12 hr

“Concentracion determinada por el método de Lowry y expresada en mg de alblmina/dL en orina
Los valores se presentan como la media + E.E.

*Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Control Diabético, LC = La Costefia,

En cuanto a los niveles de microalbumina, se puede observar que hubo
una disminucién significativa de albumina para el grupo LC de hasta un 45%, de la
misma manera para las concentraciones de proteina, estas disminuyeron hasta un
25% para el mismo grupo, mientras que LS, no presento ningun efecto en estos
parametros. Esto refleja, que no necesariamente el control de la glucosa sérica
tiene el mismo efecto en el control de las complicaciones en la diabetes. Si bien,
en este Ultimo experimento no se observo diferencia significativa en los niveles de
glucosa, se observa un control a nivel del dafio renal, que puede estar efectuado
por nutrientes que permanecen constantes durante el procesamiento y que no
fueron determinados en el presente estudio, o bien, aditivos afiadidos que
dependen de la empresa productora.
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7.4.4. Parametros bioquimicos de inflamacién

Se ha mencionado anteriormente que lo mas importante es que la
enfermedad en el paciente diabético no progrese a complicaciones micro o
macrovasculares, ya que la patogenia de estas enfermedades esta determinada
por el grado de inflamacion. Por lo tanto, es importante determinar si aun cuando
no hay regulacién de los niveles de glucosa, se puede observar una regulacion en
el grado de inflamacion. Para ello se determinaron las concentraciones de TNF-a
en suero y en el rifndn se cuantificd la expresion de las moléculas de adhesion
vascular (VCAM-1, ICAM-1), asi como, TNF-a.

7.4.4.1. Cuantificacién de TNF-a en suero

La citocina TNF-a, es un marcador importante en la inflamacion, ya que
tiene una accion pleiotropica y su presencia en la sangre pone en riesgo al
paciente diabético de progresar a diversas complicaciones (Aguillén y col., 2002).
En individuos sanos, los niveles circulantes de esta citocina no son detectables.
En la Figura 9, se pueden observar los niveles de TNFa en suero de los animales
en estudio. Se puede observar un efecto importante en la disminucion significativa
de esta citocina hasta en un 76% para LC y un 58% para LS. Este efecto fue
mayor durante el ultimo estudio, en comparacion con el primero en donde se
observd una disminucion de 18 y 43% para LC y LS, respectivamente. Estos
resultados sugieren que si bien, la glucosa no disminuyé significativamente, el
consumo de frijol procesado puede disminuir el estado inflamatorio dados por la

concentracion de TNF-a.
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Figura 9. Concentraciones de TNFa en el suero de las ratas diabéticas
alimentadas con frijol procesado.
Los valores se presentan como media de 3 experimentos independientes + E.E.

* Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.
CD = Grupo Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La Sierra

7.4.4.2. Expresion de VCAM-1, ICAM-1y TNF-a en rifion

Se ha demostrado, que en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina,
se promueve la migracion de macréfagos a células dafiadas por el farmaco. Las
moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1, atraen a los macrofagos en los
glomérulos renales, para la produccién continua de citocinas proinflamatorias
dentro del rifidn (Brady, 1994). La produccion de las moléculas de adhesién son
reguladas por NF-kB (Guijarro y Egido, 2001). Por lo tanto, la determinacién de la
expresion de adhesinas y TNF-a en el rifidn, pueden ser utilizados como

marcadores de inflamacion.

En la Figura 10, se muestran las unidades arbitrarias de VCAM-1, ICAM-1 y
TNF-a, representadas como la relacion del area de pixeles de cada mRNA, con el

area de pixeles del control interno de carga, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa.
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Figura 10. Expresion de VACM-1, ICAM-1 y TNF-a en el riidn de las ratas
diabéticas alimentadas con dietas suplementadas con frijol procesado
industrialmente.

Los valores se presentan como media de 3 experimentos independientes + E.E.

* Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet.

CD = Grupo Control Diabético, LC = La Costefia, LS = La sierra, Isa = Isadora



En diversos estudios, se ha observado la expresion de VCAM-1 e ICAM-1
en el rindn de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina (Sassy-Pringet y
col., 2000). En el presente estudio, el consumo de frijol mostré una disminucién
significativa de la expresion de los mRNA de las moléculas de adhesion. LS
disminuyo la expresion de ambos transcritos (VCAM-1, ICAM-1) hasta un 23%. En
cambio, el consumo de LC disminuy6 para ICAM, hasta un 46%. En cuanto a la
citocina TNF-a, el consumo de ambos frijoles disminuyo la expresion hasta un

34%, comparado con el grupo control.

La produccion de citocinas proinflamatorias pone en riesgo al paciente
diabético a progresar a diferentes complicaciones. Una alta concentracion de
TNF-o en suero promueven la produccion de moléculas de adhesion (Pober y
Cotran, 1985). En este estudié se observo una disminucién de la expresion de
adhesinas al igual que una disminucion de la concentracion de TNF-a al consumir
frijol procesado a bajas concentraciones. Es posible, que una menor concentracion
de TNF-a en suero disminuya la sefalizacion por medio de NF-xB, para la
produccion de VCAM-1, ICAM-1 y TNF-a en el rindn. Si bien, no se observo un
control sobre los niveles de glucosa sérica, si se disminuyé la alteracion renal

mediada por TNF-a.

Se ha observado que el consumo de fitoquimicos de diversos alimentos
puede ejercer una regulacién de citocinas proinflamatorias, NF-xB y moléculas de
adhesion (Manzoor y Agrewala, 2008). Ademas, la accion antiinflamatoria se ha
atribuido a compuestos como &cido folico y acidos grasos de cadena corta
(Rodriguez y col.,2003). Esto sugiere, que compuestos bioactivos del frijol
procesado, pueden disminuir los niveles de marcadores de inflamacion y dafio

renal, independientemente del efecto hipoglucémico.
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VIIl. CONCLUSIONES

El frijol bayo refrito LC mostré mayor cantidad de antocianinas y capacidad

antioxidante (ABTS), respecto a La Sierra e Isadora.

Los frijoles bayos refritos LC y LS mostraron el mayor efecto antidiabético al
disminuir los niveles de glucosa y lipidos en sangre comparados con el control

diabético, pero tal efecto no es dosis-dependiene.

El efecto antidiabético parece estar relacionado al proceso de
industializacién y a la mezcla de aditivos empleados, ya que los frijoles enlatados

mostraron mayor efecto que aquellos empacados al vacio.

El efecto hipoglucémico no se reproduce entre los lotes, pero si se mantiene

la proteccién al dafio renal.

El frijol LC disminuye TNF-o en suero y esto podria estar asociado a una

disminucién y menor actividad de IKB-a. en rifidn.

LS y LC producen efectos de proteccién ante el dafio renal. Sin embargo,
solo LC (3%) ejerce su actividad a través de la regulacién de la inflamacion.

El frijol LC mantiene un efecto anti-inflamatorio y de prevencion contra el

dafio renal, independientemente del lote.

El consumo de frijol LC y LS enlatado posiblemente puede ser utilizado en
la dieta como coadyudante en la diabetes, ayudando a disminuir la inflamacion y
por lo tanto, el riesgo de progresar a otras complicaciones como riesgo

cardiovascular y nefropatia.
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