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RESUMEN

En México el frijol es parte importante de la dieta, y estudios realizados recientemente
demuestran que esta leguminosa cocida incorporada en el alimento al 0.4% tiene la
capacidad de disminuir el desarrollo de cancer de colon. Entre los fitoquimicos presentes en
frijol estan los compuestos fenolicos que disminuyen el desarrollo de cancer, sin embargo,
hasta el momento se tiene poca informacion referente a la presencia de estos compuestos en
extractos acuosos de frijol y su relacion con inhibicion de la proliferacion y sobrevivencia
de células transformadas. Por lo tanto, el objetivo de este proyecto fue caracterizar
parcialmente los compuestos fendlicos de los extractos acuosos de diferentes variedades de
frijol cocido (Phaseolus vulgaris) y evaluar el efecto anti-promotor sobre células
intestinales tratadas con TNF a. Se utilizaron diferentes variedades de frijol: Negro 8025
(N8025), Bayo Madero (BM), Pinto Zapata (PZ) e Higuera (H). El frijol se cocid y se
liofilizo el cotiledén con el caldo. No fue posible cuantificar los fenoles totales en el
extracto acuoso, porque estos componentes se encuentran por abajo del limite de deteccion.
Las antocianinas se encontraron en intervalos de 0.04 - 46.03 mg de cianidina-3-
glucosido/g de frijol cocido, el frijol N8025 mostré la mayor concentraciéon de estos
compuestos, mientras que en el H no se detectaron, la capacidad antioxidante medida por el
método de ABTS, presentd el mismo comportamiento, mayor porcentaje de inhibicion el
extracto del frijol N8025 (98.14 + 0.25) y menor el extracto del frijol H (45.25 + 0.17). El
perfil y la cuantificacion de compuestos fendlicos se realizd6 mediante HPLC (103-155
mg/100 g de muestra), predominando de manera importante el acido ferulico para todas las
variedades. En los estudios realizados in vitro para inducir la transformacion de lineas
celulares con TNF a, se utilizaron células IEC —18. Estas se trataron con el promotor TNF
a (0.1, 1.0 y 10 ng/mL) a diferentes tiempos y se observd que a las 48 hrs a 1.0 ng/mL de
TNF a, se incremento la proliferacion en un 40% y la sobrevivencia hasta en un 300%, en
base a estos resultados, estas condiciones fueron seleccionadas para los siguientes
experimentos. Con respecto al efecto de los extractos acuosos de frijol, se realiz6 una curva
dosis-respuesta utilizando concentraciones de 0.05, 0.5 y 1.0 mg/mL y se observé con
respecto al parametro de sobrevivencia que la variedad Higuera a una concentracion de 1.0
mg/mL present6 un incremento del 100% con respecto al control, estos datos sugieren que
dicha leguminosa puede contener compuestos capaces de mantener viables a las células. En
base a estos resultados se evalud el efecto de las diferentes variedades de frijol (0.5 mg/mL)
sobre la actividad promotora de TNF a (1.0 ng/mL). Las células tratadas con el extracto de
frijol PZ antes del TNF o disminuye la proliferacion en un 10%, los extractos incubados
durante el tratamiento con TNF o, no mostraron ningiin efecto, sin embargo cuando los
extractos de PZ, H y BM se incubaron después de la exposicion al promotor de tumores
existe una disminucién de la proliferacion (8%) y de la sobrevivencia (20%). Por lo tanto,
estos extractos presentan mayor capacidad para ser usados como tratamiento que como
preventivo.

Palabras clave: frijol cocido, extracto acuoso, compuestos fenolicos, antocianinas, HPLC,
capacidad antioxidante (ABTS), TNF-a, células IEC-18, proliferacion y sobrevivencia.



SUMMARY

In Mexico, the common bean is an important part of the diet, and recent studies show that
this legume incorporated in the food cooked at 0.4% has the ability to reduce the
development of colon cancer. Among the phytochemicals present in the common beans are
phenolic compounds that slow the development of cancer, but so far there is little
information concerning the presence of these compounds in aqueous extracts of bean and
its relationship with inhibition of proliferation and survival of transformed cells. Therefore,
the purpose of this research was to characterize the phenolic compounds from aqueous
extracts of different varieties of common beans (Phaseolus vulgaris) and to assess the
effect on anti-promotor intestinal cells treated with TNF-a. In this study, we used different
beans varieties: Negro 8025 (N8025), Bayo Madero (BM), Pinto Zapata (PZ) and Higuera
(H). The common beans were cooked and lyophilized and beans along with the broth. It
was not possible to quantify the total phenols in the aqueous extract, because these
components are below the detection limit. Anthocyanins are found in the range of 0.04 —
46.03 mg cianidin-3-glucdsido/g cooked beans. Beans N8025 showed the highest
concentration of these compounds, while the H were not detected. The antioxidant capacity
measured by the method of ABTS, introduced the same behavior, the highest percentage of
inhibition extract bean N8025 (98.14 + 0.25) and lower bean an extract H (45.25 + 0.17).
The profile and quantification of phenolic compounds was performed using HPLC (103 to
155 mg/100 g of sample), and dominated significantly ferulic acid for all varieties. In
studies in vitro to induce transformation of cell lines with TNF- a, used cells IEC-18. These
were treated with TNF-a promoter (0.1, 1.0 and 10 ng / mL) at different times and it was
noted that at 48 hrs to 1.0 ng / mL for TNF-q, is the increasing proliferation in a 40% and
survival by up to 300%. Based on these results these conditions were selected for the
following experiments. With regard to the cytotoxic effect of the aqueous extracts of bean,
a dose response curve was using concentrations of 0.05, 0.5 and 1.0 mg / mL and it was
noted that for the parameter survival variety H to a concentration of 1.0 mg / mL had an
increase of 100% compared to the control. These data suggest that this legume may contain
compounds capable of maintaining viable cells. Based on these results, the effect of
different varieties of beans (0.5 mg / mL) on the promoter activity of TNF-a (1.0 ng / mL)
was assessed. Cells treated with the extract of beans before PZ TNF o, to decrease
proliferation by 10%. Extracts incubated during treatment with TNF o, showed no effect;
however, when extracts PZ, H and BM are incubated after exposure to tumor promoter
there is a decrease in proliferation (8%) and survival (20%). Therefore, these excerpts
presented greater capacity to be used as a treatment as preventive.

Key words: cook-beans, aqueus extract, phenolic compounds, anthocyanins, HPLC,
antioxidant activity, TNF-a, IEC-18 cells, proliferation and survival.
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I. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha elevado la incidencia de enfermedades cronico degenerativas
como la obesidad, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y el cancer. De los tipos
de céancer, el cancer de colon presenta una mayor prevalencia en los paises que tienen dieta
tipo occidental; las cuales son rica en carne, grasa animal, carbohidratos pero que son pobre

en fibra. Este tipo de alimentacion genera aumento de peso y obesidad en la poblacion.

En México se ha incrementado la incidencia del cadncer de colon, por lo que es importante
implementar estrategias de prevencion que involucren el consumo de alimentos que tengan
capacidad antioxidante y/o quimioprotectora. Tal es el caso de las frutas y verduras, los
cereales y las leguminosas, entre otros. Lo anterior, con la finalidad de retardar, bloquear o
revertir el proceso de carcinogénesis. Los tratamientos que actualmente se utilizan para
disminuir este proceso incluyen a las drogas anti-inflamatorias no esteroidales (NSAIDs,
por sus siglas en ingles); sin embargo, el uso de NSAIDs presenta una desventaja: bajo
ciertas condiciones pueden causar severos trastornos secundarios, tales como las tlceras
gastricas. Por otro lado, se sabe que existen compuestos derivados de alimentos con accion

similar a las NSAIDS, entre los cuales se pueden citar a los polifenoles.

El frijol comun (Phaselus vulgaris) forma parte importante de la dieta en México, ademas
de que representa una fuente de energia, proteina vitaminas y minerales. En los frijoles
podemos encontrar cantidades considerables de compuestos fendlicos en funcion de la
variedad. En estudios realizados en el laboratorio, se demostrdé que la incorporacion en la
dieta de 0.56% de frijol cocido de las variedades Higuera, Pinto Zapata, Negro y Bayo
Madero, disminuye la incidencia de cancer de colon en ratas inducidas quimicamente. En
las harinas de frijol Pinto Zapata y Negro 8025 se cuantificaron los compuestos fendlicos
encontrando concentraciones de 20.52 + 3.4 y 38.55 + 2.14 mg eq. (+)-catequina/g extracto
respectivamente. El efecto anticarcinogénico de estos frijoles podria atribuirse en parte a la

presencia de estos compuestos.

En el presente trabajo, se realizd una caracterizacion parcial de los extractos acuosos de las
diferentes variedades de frijol comun. Primero, se cuantificaron los compuestos fendlicos y

posteriormente se identificaron mediante HPLC. Asimismo, se cuantifico el contenido de



las antocianinas. Asi también se evaluo la capacidad antioxidante de los extractos acuosos
con el método de ABTS. Posteriormente, se llevo a cabo estudios in vitro donde se evaluo
el potencial anti-promotor de dichos extractos sobre células intestinales normales tratadas
con un promotor de tumores, TNF a (factor de necrosis tumoral). Las células se incubaron
con extractos acuosos de frijol: antes, durante y después de la exposicion del promotor, se
llevd a cabo un conteo celular y los resultados se expresan como porcentaje de proliferacion

y sobrevivencia.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Cancer

2.1.1. Definicion

El cancer es la proliferacion acelerada, desordenada e incontrolada de las células de un
tejido, que invaden, desplazan y destruyen localmente y a distancia otros tejidos de 6rganos

sanos (Lodish et al., 2003).

2.1.2. Etapas de la carcinogénesis

La carcinogénesis es un proceso que ocurre en multiples etapas e incluye numerosos
eventos genéticos y epigenéticos. De manera general diversos autores plantean tres etapas:
a) iniciacion, donde el DNA de una célula cualquiera es dafiado por la accion de mutdgenos
(existen carcindgenos no mutagénicos); b) promocion, en la que ocurre proliferacion a
partir de la célula dafiada y; c) progresion, estadio en el que la célula sufre cambios

particulares que caracterizan esta patologia (Harris, 1992; Lodish et al., 2003).

5| Promocién Formacién del tumor
Cromocio b bkt

Inicia el proceso de i
cambios del ADN de Desarrollo de células anormales

normales

gunas células
| Tumor benigno i Tumor maligno ‘
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L =5
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sanguineos sanguineos

Figura 1. Etapas del proceso de carcinogénesis (Balkwill et al., 2004)
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2.1.3. Clasificacion de las neoplasias

Las neoplasias de manera general pueden clasificarse como benignas y malignas. Lo que
diferencia una neoplasia benigna de una maligna o céncer, es el hecho de que en la primera,
la formacion tumoral estd delimitada por una pared o capsula que la separa del tejido
circundante, y asi permanece casi siempre indefinidamente. Cuando la neoplasia se
maligniza o se habla de cancer, las células tumorales no estan formando una estructura bien
circunscrita y local, pueden migrar y atravesar la membrana basal del tejido original y
trasladarse mediante el torrente sanguineo a otros drganos sanos. Por su origen histologico,
los canceres se clasifican en carcinomas (los més frecuentes) si derivan de la malignizacion
de epitelios, sarcomas si lo son de células de tejido conectivo o de sostén, y leucemias o
linfomas si son malignizaciones de células hematopoyéticas, (Cuadro 1) (Lodish et al.,

2003).

Cuadro 1. Diferentes tipos de cancer en base al tejido en el cual se originan

Leucemias Tejido encargado de la produccion de células sanguineas: medula dsea
Carcinomas Tejido de recubrimiento: piel, epitelio, glandulas

Sarcomas Tejido conjuntivo: grasa, musculo, sangre

Linfomas Sistema linfatico: ganglios

(Lodish et al., 2003)

2.2. Cancer de colon

El cancer de colon (cominmente llamado cancer colorrectal: CCR) es una enfermedad
maligna que se origina en el intestino grueso. La mayoria de los tumores se desarrollan a
partir de un polipo adenomatoso o crecimiento benigno de las glandulas del intestino

grueso, que se origina en la membrana de la mucosa del mismo (Franco et al., 2005).

Aunque la etiologia de este tipo de cancer es multifactorial y compleja (Rao et al., 1993),
datos epidemiologicos sugieren que estd asociado con la dieta y otros factores (Franco et

al., 2005).



2.2.1. Factores de riesgo del cancer de colon

La dieta es uno de los factores relacionados con el estilo de vida mas importantes y que ha

sido ampliamente estudiado en el desarrollo de cancer de colon (Franco et al., 2005).

1.- Grasa dietética

Estudios epidemiologicos han demostrado que dietas ricas en grasa animal estan
generalmente asociadas con el riesgo de cancer de colon en el hombre. La grasa incrementa
la produccidn de acido biliar y en ultimo termino aumenta la exposicion de la mucosa del

intestino a los efectos toxicos de los acidos biliares (Statland, 1992).

2.- Fibra

Se han propuesto muchos mecanismos de accion de la fibra. Por ejemplo: a través de la
dilucion y unién de potenciales carcindgenos, acelerando asi su paso a través del colon;
disminuyendo la activacion de sustancias potencialmente tumorogénicas tras alterar la flora
intestinal y modificar el pH, o incluso sirviendo como sustrato para la generacion de acidos
grasos de cadena corta (especialmente butirato), que protegerian del desarrollo de cancer,
ya que acttian modulando la expresion génica, inhibiendo el crecimiento de lineas celulares
tumorales, induciendo fenomenos de apoptosis y promoviendo la diferenciacion celular

(Harris y Ferguson, 1993; Franco ef al., 2005)

3.- Calcio

Se ha propuesto que el calcio disminuye el riesgo de cancer de colon a través de su unién a
los acidos biliares y acidos grasos, impidiendo asi su contacto con el epitelio; hasta su
accion directa, a través de un receptor especifico, sobre la mucosa del colon, disminuyendo

asi su proliferacion y favoreciendo su diferenciacion (Garland et al., 1999; Lamprecht y

Lipkin, 2003)



4.- Traza de metales
Existen datos, procedentes de estudios epidemiologicos y en animales, que muestran que un
consumo insuficiente de Selenio (Se), se asocia con un riesgo elevado de cancer de colon,

asi como de otros tipos tumorales (Willet, 1986).

5.- Vitaminas antioxidantes

Se ha sugerido que el posible efecto protector de las dietas ricas en frutas y verduras en el
desarrollo de cancer colon, pudiera deberse a su alto contenido de vitamina con propiedades
antioxidantes, fundamentalmente: carotenoides (precursor de la vitamina A), retinoides
(vitamina A), acido ascorbico (vitamina C), y a-Tocoferol (vitamina E) (Trock et al., 1990,
Block et al., 1992). Las moléculas antioxidantes prevendrian el dafio oxidativo del DNA,
mediante la inhibicidon de la accion de los radicales libres, ademas posible implicacion de
alguna de estas vitaminas (por ejemplo vitamina E) en los fendmenos de la proliferacion
celular, como parte de los mecanismos de generacion de sefiales intracelulares (Babbs,

1990).

2.2.2. Factores fisiologicos

Actividad fisica
Diversos estudios indican que el riesgo relativo de padecer cancer de colon aumenta con la
baja actividad fisica (Slattery et al., 1990). La actividad ocupacional vigorosa (ejercicio)

muestra una reduccion de cancer de colon en hombres (Kritchevsky, 1993).

pH fecal
En 1981 Thornton propuso que un pH alto en el colon promueve la formacién de co-
carcindgenos a partir de los acidos biliares degradados por bacterias o colesterol. Sin

embargo, el proceso es inhibido a pH fecal inferior a 6.5 (Walker y Walker, 1992).



2.2.3. Factores genéticos

Diversos estudios sugieren que factores genéticos, juegan un papel importante en la
etiologia del cancer, como por ejemplo: el gen APC. Cuando el gen de la poliposis
adenomatosa del colon (APC, por sus siglas en inglés) es normal, ayuda a suprimir el
crecimiento tumoral. En su forma defectiva, predispone a las altas concentraciones de una
proteina llamada beta-catenina, que acelera el crecimiento celular produciendo los pdlipos

(Ghadirian et al., 1993).

El cancer de colon hereditario no-poliposis (HNPCC, por sus siglas en ingles) forma parte
de un 5% de todos los canceres de colon. Esta alteracion tiene lugar en las proteinas que
comprueban los errores del DNA. El HNPCC parece ser menos agresivo y las tasas de
sobrevivencia son mayores que las correspondientes al cancer de colon desarrollado sin

factores de riesgo conocidos (Groden et al., 2003).

2.3. Genética molecular del cancer de colon

El cancer es el resultado de una serie de mutaciones genéticas sujetos a seleccion natural
(Cuadro 2), por lo que no es probable que se produzcan dos casos de cancer genéticamente

idénticos, incluso aunque sean de la misma enfermedad en el tejido (Lodish et al., 2003).

Las etapas de la progresion tumoral pueden relacionarse con determinadas mutaciones que

son la pérdida y activacion de varios genes, como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Secuencia tipica de los cambios genéticos que marcan el desarrollo de un carcinoma
colon (Lodish et al., 2003)

2.4. Factor de necrosis tumoral a (TNF a)

El factor de necrosis tumoral (TNF), es una citoquina proinflamatoria, del cual se han
identificado dos formas moleculares denominadas TNF-a o caquexina y el TNF- o
linfotoxina (Tracey, 1994). E1 TNF pertenece a la superfamilia de mediadores que llevan su
nombre y a la cual pertenecen al menos 15 citoquinas. Entre las similitudes que comparten
los miembros de esta superfamilia estdn el ser proteinas monotriméricas (excepto la
linfotoxina), estan principalmente expresadas en la membrana celular y participar en la
regulacion de la proliferacion celular y la apoptosis; aunque varios miembros, como el

TNF-a, tienen una importante actividad pro-inflamatoria (Dinarello y Moldawer, 1999).

El TNF-a tiene una potente actividad citotdxica, capaz de matar células tumorales y de
actuar como un mediador letal en la respuesta inmune aguda o crénica de enfermedades

inflamatorias e infecciosas.

2.5. Factor de transcripcion nuclear kappa B (NFkB)

El factor de transcripcion nuclear kappa B (NFxB) es un regulador critico de la expresion
de genes involucrados en la respuesta inmune e inflamatoria, asi como, en el control del

crecimiento celular. La activacion clasica de NFxB es a través de estimulos generados por



TNF a; IL-1, ligando CD40 (CD40L) y linfotoxina B (LT B). NFxB, es una proteina
heterodimérica localizada en el citoplasma y asociada con IkB (inhibidor del factor kB),
cuando la cinasa de IkB (IKK) se activa, la IkB fosforilada se ubiquitina y posteriormente

se degrada, produciendo la translocacion del dimero NFxB (p65/p50) al ntcleo

(Baldwin,2001; Poligone y Baldwin, 2001).

En el nucleo, NFkB activa transcripcionalmente una serie de genes especificos, los cuales
codifican proteinas que promueven la inflamacion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), factores
de angiogénesis tales como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), proteinas
de invasividad (MMP-9) y, proteinas antiapoptoticas, tales como: c-myc, Bcl-2, p53, p21,
c-FLIP, c-IAP-1, c-IAP-2, XIAP, IEX-IL, COX-2, TRAF-1 y TRAF-2, etc. (Henkel et al.,
1993; Traenckner et al., 1995).

Se ha demostrado que la sobreactivacion de NFkB en diferentes tejidos produce un
incremento en la proliferacion celular e inhibicion de apoptosis (Baldwin, 2001). En base a

esto se ha propuesto a NFkB como un elemento clave en el desarrollo de cancer de colon.

Inflamacioén

!
Célula dafiada QTNF \
/

Apoptosis Proliferaqén 7 NFkB

Cancer

Figura 3. Control de células dafiadas por NFkB y TNF a durante la respuesta inflamatoria, TNF o
activa una serie de citoquinas. Una vez activado, TNF o puede inducir excesiva proliferacion
celular y a su vez cancer. La activacion de TNF méai NI meumenta la proliferacion celular a un
tumor (Badlwin, 2001)



2.6. Papel de las Ciclooxigenas (COX) en el desarrollo de cancer de colon
2.6.1. COX-1y COX-2

Recientemente la mayoria de los trabajos experimentales y clinicos relacionan a COX-2
con céancer de colon, y muy poco con cancer de esofago y géstrico. Sin embargo, esta
correlacion ha sido probada en células neoplasicas derivadas de epitelio celular de 6rganos
como son: prostata, mama y pulmon, por lo que es importante estudiar su participacion en

el proceso de carcinogénesis (Cuadro 3).

Las ciclooxigenasas 1 y 2 son proteinas que juegan un papel importante en la salud
gastrointestinal. La sobreexpresion cronica de COX-2 estd asociada con enfermedades
cancerosas ¢ inflamatorias, por lo que esta ausente en la mayoria de las células normales,
con algunas excepciones, pero aparece rapidamente cuando existe inflamacion, mientras

que COX-1 se expresa constitutivamente (Nurmi et al., 2005).

Cuadro 2. Asociacion de COX-2 con cancer en otros tejidos

Adenocarcinoma
Colorrectal Eberhart et al., 1994
Mama Parett et al., 1997
Estomago Ristimaki et al., 1997
Esofago Wilson et al ., 1998
Pulmoén Huang et al., 1998b
Higado Shiota et al., 1999
Pancreas Tucker et al., 1999
Cérvico Ryu et al., 2000
Endometrial Tong et al., 2000
Prostata Gupta et al., 2000
Ovario Masumoto et al., 2001
Tiroides Specht et al., 2002.
Colorrectal Eberhart et al., 1994

Carcinoma en células escamosas

Pulmoén Huang et al., 1998b
Piel Buckman et al., 1998
Esofago Zimmermann et al., 1999
Cabeza y Cuello Chan et al., 1999
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Estudios clinicos indican que la inhibicion de las ciclooxigenasas podria ser una via

efectiva para prevenir el cancer.

2.7. El papel protector de la dieta y el cancer
2.7.1. Frijol (Phaseolus vulgaris)

El grano de frijol comun (Phaseolus vulgaris) representa uno de los alimentos de gran
importancia en México, ya que junto con maiz aporta practicamente la totalidad de las
proteinas vegetales, vitaminas y minerales, ocupando asi, un lugar predominante dentro de
la dieta del mexicano. El frijol también contiene cantidades significativas de compuestos
bioactivos tales como: lectinas, inhibidores de proteasas, fitatos, oligosacaridos y
compuestos fendlicos que a su vez juegan un papel importante al consumirse

frecuentemente (Guzman-Maldonado y Paredes-Lopez, 1998; Pérez-Herrera ef al., 2002).

Existen diferentes variedades de frijol que se caracterizan por su tamafio, forma y color de
su semilla. En México existen cerca de 200 variedades de frijol que se distribuyen en siete
grupos; negros, amarillos, blancos, morados, bayos, pintos y moteados

(http://www.gacicuba.net/frijol.html (2000)).

Cuadro 3. Composicion quimica del frijol comtin
(100 g de porcion comestible)

Componente Contenido
Calorias 337 Kcal
Proteinas 220¢g

Grasas 1,6 g
Humedad 1,2 %
Calcio 86 mg
Fésforo 247 mg
Hierro 7,6 mg
Vitamina 5mg
Tiamina 0,54 mg

Riboflavina 0,19 mg

Niacina 2,1 mg
Acido ascorbico 1 mg

Fuente: http://www.gacicuba.net/frijol.html (2000)
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El consumo de frijol se ha relacionado con una disminucion en el riesgo de padecer algunas
enfermedades como: la diabetes, la obesidad, las enfermedades cardiovasculares y el cancer

(Geil y Anderson, 1994; Guzman-Maldonado y Paredes-Lépez, 1998).

2.7.2. Frijol y Cancer

Estudios epidemiologicos muestran una baja incidencia de cancer de colon en los paises de

Latinoamérica, donde el consumo de frijol es alto.

Las propiedades benéficas del frijol se han relacionado con la presencia de ciertos
microconstituyentes bioactivos, asi como las caracteristicas fisicoquimicas del almidon
resistente, la presencia de inhibidores de proteasas, saponinas, fitatos y compuestos
fendlicos (Serrano y Goiii, 2004). La mayoria de estos componentes se han identificado
debido a los efectos adversos que producen. Sin embargo, ultimamente se cree que a dosis
controladas podrian ejercer efectos benéficos en la salud y, en este sentido, muchos autores

los clasifican como compuestos bioactivos.

En estudios con diferentes sistemas in vitro e in vivo, los inhibidores de proteasas (IPs) han
demostrado tener la capacidad de suprimir el proceso de carcinogénesis. Uno de los IPs
mas estudiados es el Bowman-Birk presente en la soya, es un agente anticarcinogénico, sin
embargo el mecanismo de accion por el cual actia no ha sido elucidado. Se sugieren
algunas hipdtesis: 1) pueden revertir el proceso de iniciacion; 2) capacidad de afectar la
expresion de algunos oncogenes y 3) capacidad de afectar los niveles de ciertos tipos de
actividades proteoliticas de los carcin6genos que se encuentran elevados en los tejidos

expuestos (Kennedy, 1994).

Estudios in vitro muestran claramente que el acido fitico (PA, por sus siglas en inglés)
también tiene la capacidad de reducir la proliferacion celular en diferentes lineas celulares,
como es el caso de células de cancer de mama. Sin embargo aun no esta completamente
elucidado el mecanismo de su efecto anticarcinogénico. Se ha sugerido que aumenta la
actividad de las células “natural killers” (NK) (Challa et al., 1997). Ademas se le ha

considerado como un antioxidante natural (Rimbach y Pallauf, 1998).
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Por otro lado el PA, debido a su alta reactividad con cationes como el zinc, calcio y hierro,
forma complejos insolubles que hacen disminuir la bio-disponibilidad de estos minerales en
el intestino (Sandberg, 2002). Esta capacidad de quelar minerales, le permite ejercer efectos
protectores relacionados con el riesgo de cancer de colon. El mecanismo de accion
mediante el cual actua, se relaciona con su poder antioxidante, como resultado de la
quelacion de iones y a su vez reduciendo la proliferacién celular e incrementando la

respuesta inmune (Reddy, 1999).

Hughes et al., (1997) demostraron que el frijol incorporado a la dieta en un 59% (w/w)
inhibe el desarrollo del cancer de colon en ratas (F344) inducidas con azoximetano (AOM).
Este tratamiento también fue capaz de disminuir la incidencia de adenomas y

adenocarcinomas en el intestino delgado.

Hangen y Bennink (2002) reportaron que el consumo de frijol negro y blanco (75% w/w)
durante cuatro semanas, es capaz de reducir en un 44 a 75% la carcinogénesis de colon de

ratas inducidas con AOM.

Por otro lado, Rios-Ugalde et al., (2007) realizaron un estudio con ratas Sprague Dawley a
las que se les indujo cancer de colon con dimetrilhidrazina. Dichos animales fueron pre-
tratados con diferentes harinas de frijol cocido (Flor de Mayo Anita (FMA), Flor de Junio
Marcela (FJM;), Blanco Tlaxcala (BT) y una nueva variedad; Pinto Zapata (PZ)
incorporado a la dieta a una concentracion de 0.56 mg/kg de peso corporal. Dicho
tratamiento mostrd una disminucion del 40-70% de cancer de colon. Sin embargo, hasta el
momento no se han identificado el o los componentes responsables de este efecto asi como

su mecanismo de accion.

2.8. Compuestos fenolicos

Los compuestos fenodlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
quimicas, considerados metabolitos secundarios de las plantas, con diferentes estructuras
quimicas y actividad englobando mas de 8,000 compuestos distintos (Shahidi y Naczk,

1995). Tradicionalmente estos compuestos han sido considerados como antinutrientes,
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debido al efecto adverso de unos de sus componentes mayoritarios, los taninos, los cuales
disminuyen la digestibilidad de las proteinas, sin embargo, actualmente existe un gran
interés por estos compuestos debido a sus propiedades antioxidantes y sus implicaciones
benéficas en la salud humana, tales como el tratamiento y prevencion de cancer,
enfermedades cardiovasculares y otras patologias de caracter inflamatorio (Martinez-

Valverde et al., 2000).

Los compuestos fendlicos estan relacionados con la calidad sensorial de los alimentos de
origen vegetal, tanto frescos como procesados (Clifford, 2000), su contribuciéon a la
pigmentacion de los alimentos esta claramente reconocida, a través de las antocianidinas,
responsables de colores: rojo, azul, violeta, naranja y parpura de la mayoria de las plantas y

sus productos (Shahidi y Naczk, 1995; Belitz y Grosch, 1997).

Segiin Harbome (1989), los compuestos fendlicos se pueden agrupar en diferentes clases
dependiendo de su estructura quimica basica, describiéndose a continuacion aquellas con

un mayor interés nutricional:

a) Fenoles, acidos fendlicos y acidos fenil acéticos

b) Acidos cindmicos, cumarinas, isocumarinas y cromonoles

¢) Cumarinas e isocumarinas, que se encuentran generalmente en forma de glicosido.

d) Cromonoles son menos conocidos, y se forman a partir de las antocianidinas con la
presencia de pH altos.

e) Lignanos y neolignanos

f) Flavonoides

g) Taninos

Se distinguen dos familias distintas de los acidos fendlicos, la serie benzoica, si el grupo
carboxilico esta directamente enlazado al anillo aromético (Cuadro 4) y la serie cinamica, si
el grupo carboxilico esta enlazado a el a partir de un substituyente 2-propanilo (Cuadro 5)

(Belitz y Grosch, 1997; Bravo, 1998).
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Cuadro 4. Estructura de la serie benzoica de los acidos fenolicos (Belitz y Grosch, 1997)

RI R2 ’ COMPUESTO -
H H Acido p-hidroxibenzoico
OH H Acid9 protocatecuico . COOH
OH OH Acido galico
OHCH; H Acido vainilico -
OHCH; OHCH;4 Acido siringico

Cuadro 5. Estructura de la serie cinamica de los acidos fenélicos (Belitz y Grosch, 1997)

RI R2 COMPUESTO o
H H Acido p-coumarico
OH H Acido cafeico = FHCH Co
OHCH; H Acido ferulico
OHCH; OHCH; Acido sinapico o

2.9. Compuestos fenolicos y su actividad antioxidante

La capacidad antioxidante descrita para distintos compuestos fendlicos se puede considerar
como la actividad bioldgica responsable del efecto preventivo que se les atribuye sobre
algunas enfermedades: como son enfermedades cardiovasculares y el cancer (Hertog et al.,

1995; Wang et al., 1996)

El comportamiento antioxidante de los compuestos fenolicos parece estar relacionado con
su capacidad para quelar metales, inhibir la lipoxigenasa y captar radicales .libres, aunque
en ocasiones también pueden promover reacciones de oxidacion "in vitro". Los compuestos
fenolicos actuan como prooxidantes quelando metales, bien de manera que mantienen o
incrementan su actividad catalitica o bien reduciendo metales, incrementando asi su

capacidad para formar radicales libres de los peroxidos (Decker 1997).

Los compuestos fendlicos deben cumplir ciertas condiciones para ser clasificados como
antioxidantes: 1. es cuando se encuentre en una concentracion baja con respecto al sustrato
que va a ser oxidado pueda retrasar, detener o prevenir la autooxidacién o la oxidacioén
mediada por un radical libre; 2. que el radical formado tras el secuestro sea estable y no

pueda actuar en oxidaciones posteriores. Entre los compuestos fenolicos con una actividad
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antioxidante reconocida destacan los flavonoides, los acidos fenolicos (principalmente los
acidos hidroxicindmico, hidroxibenzobico, caféico y clorogénico), taninos y cumarinas
(Pratt, 1992) los cuales constituyen la fraccion polifendlica de una gran diversidad de

alimentos.

2.10. Efectos de los compuestos fendlicos sobre la prevencion de cancer de colon

El compuesto polifendlico curcumina (diferuoilmetano) presenta una actividad similar a las
NSAIDs. La curcumina es un potente agente anti-inflamatorio, cuya actividad
anticarcinogénica estd relacionada con su capacidad de disminuir la activacion del facto
transcripcional NFkB. La curcumina bloquea la fosforilacion de IkB al inhibir directamente
la actividad de su cinasa IKK, lo cual trae como consecuencia una inhibicion de la
translocacion de NFkB al nucleo y una disminucién en la expresion de la enzima COX-2.
Esto sugiere que este compuesto puede ser empleado en la prevencion y/o tratamiento de

ciertas neoplasias (Salvioli et al., 2007).

Por otro lado, el compuesto fenolico resveratrol, presente principalmente en la uva, es un
potente inhibidor del NFxB. Por lo que debido a esta accion, se le ha recomendado como
agente quimiopreventivo para cancer de mama y de colon, ya que inhibe el desarrollo de
lesiones preneopldsicas en ratas tratadas con diferentes carcindgenos (Banerjee et al.,

2002).

Un estudio realizado por Gossé et al., 2005, demostraron que extractos de manzana
enriquecidos con procianidinas inhiben el crecimiento de células metastaticos (SW620) en
un 50% a una concentracion de 45 pug/mL. Estos compuestos inhiben el crecimiento
alterando el ciclo celular, que lleva a la acumulacion de células diploides en la fase G 2/M,

indicativo de apoptosis.
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2.11. Actividad antioxidante in vitro

La capacidad antioxidante se puede determinar mediante diferentes métodos. Una de las
estrategias mas aplicadas es la medida in vitro de la capacidad antioxidante total de un
compuesto, mezcla o alimento consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a
sustancias cromoégenas de naturaleza radical, la pérdida de color ocurre de forma

proporcional con la concentracion (Ferndndez-Pachon et al., 2006).

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la suma de sus
componentes, también depende del ambiente en que se encuentra el compuesto. Los
compuestos interactiian entre si pudiendo producir efecto sinérgicos o inhibitorios. Son
diversos los compuestos cromogenos que se han utilizado para determinar la capacidad
antioxidante de los compuestos fenolicos que contienen los alimentos para captar los

radicales libres generados (Martinez-Valverde et al., 2000).

Uno de los métodos in vitro para medir capacidad antioxidante son: ABTS (2,2’-azinobis-
(2-amindinopropano-HCI) y DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazilo). Ambos presentan una
gran estabilidad en ciertas condiciones. El DPPH es un radical libre que puede obtenerse
directamente sin una preparacion previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras
una reaccion que puede ser quimica, enzimatica o también electroquimica. Con el ABTS se
puede medir la actividad de compuestos de naturaleza hidrofilica y lipofilica, mientras que
el DPPH hidrolitica. Una de las ventajas del ABTS es de que su espectro presenta maximos
de absorbancia a 414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohdlico (Fernandez-Pachon et al.,

2006).

Estudios in vitro empleando modelos celulares

Los modelos celulares son considerados una herramienta 1til en investigacion nutricional
asi como en investigacion encaminada a la validacion de alimentos funcionales ricos en
antioxidantes naturales, ya que proporcionan informacion valiosa sobre los mecanismos de
accion y la eficacia protectora de sustancias bioactivas puras y extractos de alimentos ricos

en antioxidantes (O’Brien ef al., 2000; Liu y Finley 2005).
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En la estrategia general a seguir cuando se evalta la eficacia de un antioxidante en concreto

o un alimento rico en antioxidantes, se pueden distinguir 4 etapas fundamentales:

I. Caracterizacion de las dosis citotoxicas de la muestra (compuesto activo o
extracto de un alimento rico en antioxidantes).

II. Suplementacion de las células con dosis no citotoxicas de la muestra.

III. Induccioén del estrés oxidativo.

IV. Determinacion de la proteccion ejercida por la muestra.

Mediante el empleo de estos modelos experimentales de cultivos celulares se han descrito
efectos protectores ejercidos por compuestos fenolicos comunes en la dieta y extractos de
alimentos ricos en dichas sustancias frente al estrés oxidativo inducido por diferentes

agentes oxidantes, en diferentes lineas celulares (O’Brien ef al., 2000; Liu y Finley 2005).

Es evidente la idoneidad de los sistemas in vitro en modelos celulares para la identificacion
de compuestos bioactivos de alimentos vegetales y el estudio de sus mecanismos de accion
a nivel de células y tejidos. Los modelos celulares presentan una serie de ventajas frente a
otros modelos experimentales entre las que se incluyen; un menor costo econdémico, la
posibilidad de crio-conservacion de las lineas celulares durante largos periodos de tiempo,
la capacidad para desarrollar estudios a nivel molecular o la facilidad de control de las

condiciones experimentales (O’Brien et al., 2000; Liu y Finley 2005).

A pesar de las limitantes de los estudios in vitro, estos se emplean para conocer
mecanismos de accion de: mezclas, componentes y/o agentes quimiopreventivos; en base a
la informacidn obtenida en estudios con cultivos celulares en conjunto con datos obtenidos
mediante pruebas quimicas y estudios de intervencion en humanos, hacen posible una
caracterizacion adecuada de la seguridad y eficacia de un alimento funcional, asi como de
los mecanismos de accidon de sus compuestos bioactivos. Todos estos requisitos son
necesarios para la validacion de las declaraciones nutricionales y sus potenciales efectos

beneficiosos (Liu y Finley 2005).
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I11. JUSTIFICACION

En México ha incrementado la incidencia de padecer cancer de colon, debido a los cambios
alimenticios que se han dado en los ultimos afios. El consumo de comida chatarra y una
dieta pobre en frutas, verduras y fibra es un factor determinante para el desarrollo de este

tipo de cancer.

Actualmente para tratar esta enfermedad es a base de medicamentos (sulindaco, aspirina
entre otros) los cuales el uso excesivo de estos puede causar efectos secundarios como son
ulceras gastricas. Es por ello que se requiere buscar nuevas alternativas relacionadas con la

dieta, para prevenir esta enfermedad.

Se ha reportado que el consumo de frijol reduce significativamente cancer de colon en
ratas, debido a los diferentes compuestos presentes en el frijol, sin embargo son pocos los
estudios relacionados con los compuestos fenolicos presentes en el frijol cocido (manera

casera) y su efecto sobre esta enfermedad.

Por todo lo anterior se plante6 la siguiente hipotesis y objetivos.

19



IV. HIPOTESIS

El extracto acuoso de las diferentes variedades de frijol posee efecto anti-promotor sobre

células intestinales normales tratadas con un promotor de tumores TNF a.

V. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los compuestos fenolicos de los extractos acuosos de diferentes variedades de
frijol cocido (Phaseolus vulgaris) y evaluar el efecto anti-promotor sobre células

intestinales tratadas con TNF a.

2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar parcialmente los compuestos fendlicos de los extractos acuosos de
frijol cocido (Negro 8025, Pinto Zapata, Higuera y Bayo Madero).

2. Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos acuosos de frijol cocido (Negro
8025, Pinto Zapata, Higuera y Bayo Madero), mediante el método ABTS.

3. Determinar la concentracion inocua de cada extracto de acuoso de frijol sobre la
proliferacion y sobrevivencia de las células IEC-18.

4. Evaluar el efecto anti-promotor de los extractos acuosos de frijol cocido sobre las

células intestinales tratadas con TNF a.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1. MATERIALES

6.1.1. Material bioldgico

Las lineas celulares utilizadas:

112CoN (C¢lulas normales de fibroblasto de colon humano)

IEC-18 (Células epiteliales de ileum de rata) donadas por la Dra. Martha
Robles, UNAM.

3T3 F442A (C¢lulas de fibroblastos murinos normales) donadas por la Dra.

Teresa Garcia Gasca, Facultad de Ciencias Naturales-Nutricion.

Las variedades de frijol estudiadas fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Celaya, Gto. (Cosecha-julio
2005).

Bayo Madero (BM)

1]

Higuer

(H) Negro 8025 (N8025)
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6.1.2. Materiales quimicos

Los reactivos utilizados para determinar el contenido de compuestos fenolicos: (+)-
catequina-vainillina fueron de la marca Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI).
Para la cuantificacion de antocianinas los reactivos utilizados, tales como: Etanol y el acido

clorhidrico, fueron de la marca Baker (J.T.Baker, Edo. de México).

Los reactivos utilizados para determinar la capacidad antioxidante fueron: 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico (Trolox) 97%, 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) y persulfato de potasio (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MI).

Los reactivos utilizados para determinar los compuestos fendlicos en la cromatografia

liquida de alta resoluciéon (HPLC) fueron de la marca Baker (J.T.Baker, Edo. de México).

El medio de cultivo de las células Dulbecco’s Modified Tagle Medium (D-MEM) vy las
sales de sodio (EDTA) fueron de la marca Invitrogen-Gibco (Invitrogen Corp. Grand

Island. N.Y.).

Los reactivos utilizados como suplementos del medio de cultivo para las células fueron:
suero de ternera (ST), penicilina, estreptomicina, anfotericina, insulina, L-Glutamina-200
mM, suero fetal bovino, aminodcidos no esenciales, piruvato de sodio y tripsina, todos de la

marca Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI).

El reactivo utilizado para la proliferacion celular, el factor de necrosis tumoral a (TNF o)

fue de la marca Invitrogen (Invitrogen Corp. Grand Island. N.Y.).

Los reactivos utilizados para evaluar proliferacion mediante el método colorimetro fueron:
3-(4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difenil tetrazolium de bromuro (MTT) y dimetilsulfoxido
(DMSO) fueron de las marcas Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI) y (J.T.Baker, Edo. de

México) respectivamente.
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6.2. Métodos

6.2.1. Tratamiento térmico del frijol

Se peso el frijol (50 g) y se lavo. Se cocid en una olla con aislamiento térmico a una
relacion de 1:3 (p/v) en agua, durante 2 horas a 90°+ 2°C. Una vez cocido el frijol se molid

junto con el caldo y se liofilizo, almacendndose a 4° C hasta su uso.
6.2.2. Obtencion de los extractos acuosos de frijol cocido liofilizado (EA)

La obtencion del extracto acuoso de cada variedad de frijol cocido consistio en pesar 10 g
de frijol cocido liofilizado y adicionar 50 mL de agua destilada, se mantuvo en agitacién
durante 12 horas protegido de la luz y en refrigeracion. Posteriormente, se centrifugd y se
tomo el sobrenadante, éste se liofilizd, almacenandose a 4° C hasta su uso. A este

liofilizado se le llamo6 extracto acuoso (EA).
6.2.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos (Método de la vainillina)

La cuantificacidon de taninos condensados se llevd a cabo mediante la técnica descrita por
Cardador et al., 2002b. Brevemente se pesaron 1.0 g del frijol cocido liofilizado (FCL) y de
los extractos acuosos (EA) de cada variedad, se adicionaron 10 mL de metanol dejandose
en agitacion durante 24 horas. Posteriormente se centrifugaron las muestras, se tomaron
alicuotas de 0.5 mL de cada muestra agregandole 1 mL de una solucion recién preparada de
HCI al 8% y vainillina, relacion 1:1. El blanco se prepar6 con 2 mL de solucion HCI al 4%.
Las muestras se colocaron en bafio maria durante 20 minutos a 30°C, posteriormente se
leyeron a una absorbancia de 500 nm en un espectrofotometro SmartSpec'™ Plus Bio-Rad.
La concentraciéon de compuestos fenolicos fueron calculados en base a una curva de
calibracion de (+)-catequina, realizada previamente (Anexo 1). Los resultados fueron

expresados en mg equivalentes de (+)-catequina por gramo de muestra liofilizada.
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6.2.4. Cuantificacion de antocianinas

La cuantificacion de antocianinas en FCL y EA se realiz6 mediante el método utilizado por
Abdel-Aal y Hucl (1999). Brevemente, se pesaron 1.25 g FCL y 0.625 g del EA, y se
adicionaron 10 mL de etanol acidificado (HCI 1N, 85:15, v/v), la muestra se agitd durante
30 min y se ajustd el pH a 1. Posteriormente se centrifugd y se aforé a 25 mL con etanol
acidificado, se realizd un barrido entre 400 y 600 nm, tomando los valores maximos de

absorbancia a 535 nm, sustituyendo estos valores en la siguiente formula.

C = (A/e) * (Vol/1000)*PM*(1/peso de la muestra)*10°’

C= concentracion total de antocianinas mg/g expresados como cianidin-3-glucosido.
A= absorbancia maxima

&= coeficiente de absortividad molar 25,965 cm™ M

Vol= volumen total del extracto de antocianinas (mL)

PM= peso molecular de la cianidina-3-glucésido (449 g mol™)

6.2.5. Capacidad antioxidante mediante el método de ABTS

La determinacion de la capacidad antioxidante de un compuesto expresada en % de
inhibicion, se basa en la capacidad de un antioxidante para atrapar radicales libres. Se
utiliz6 el método descrito por Van den Berg et al., (1999). Brevemente se puso a reaccionar
una soluciéon acuosa de ABTS 7 mM con persulfato de potasio 150 mM, se dejo cubierto de
la luz a temperatura ambiente durante 16 horas. Para el ensayo, se ajusto la solucion de
ABTS con etanol hasta obtener una absorbancia de 0.7 a una longitud de onda de 734 nm.

Se realiz6 una curva de Trolox, para utilizarla como estandar y con ésta determinar los

equivalentes de Trolox.
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6.2.6. Caracterizacion de compuestos fendlicos mediante cromatografia de alta

resolucion (HPLC)

La identificacion de los compuestos fendlicos se realizd mediante el método descrito por

Ramamurthy ef al., 1992.

A continuacién se describe brevemente: a) extraccion de la muestra: primeramente se pesé
1.0 g del EA de cada variedad, después se le adicionaron 5 ml de metanol al 30%, se
dejaron en agitacion constante durante 10 min. Posteriormente, se realizo una filtracion al
vacio utilizando una membrana de 0.2 micras, obteniendo el extracto listo para efectuar la

corrida.

La separacion de los compuestos fenolicos se llevod a cabo en un equipo HPLC Agilent
Series 1100, usando una columna de fase reversa (inversa) Zorbax Octadecilsilano (ODS)-
C18 (15 cm*4.6 mm) con tamafio de particula de 5 um. Las muestras antes de inyectarse se
filtraron a través de una membrana de 0.45 pm (Millipore, Bedford, MA), inyectando un
volumen de 20 pL. Se usaron como disolvente de elucion: A = acido acético/agua (2:98
v/v) y B = 4cido acetico/acetonitrilo/agua (2:30:68 v/v). El protocolo de elucién consistid
en un gradiente de 10 a 100% de B en A en 30 min. La velocidad de flujo fue 1.5 mL/min.
Todos los disolventes fueron de grado HPLC (previamente degasificados), y antes de
usarse se filtraron a través de una membrana de 0.2 uym (Millipore, Bedford, MA). La

deteccion fue en un detector de UV (arreglos de diodos) a 280 nm.

6.3. Cultivo celular

Las células de fibroblastos murinos normales, 3T3 F442A, se cultivaron en medio D-MEM
suplementado con 5% de ST, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 5

png/mL de anfotericina.

Las células de fibroblastos de colon humano 112CoN, se¢ cultivaron en medio D-MEM
suplementado con 10% de SFB, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales, | mM de piruvato

de sodio, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 5
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png/mL de anfotericina. Para las células intestinales epiteliales de ileum IEC-18, se
cultivaron igual que las 112CoN, el unico suplemento adicional fue la insulina 0.1 mL por

cada 100 mL de medio.

Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37 °C en atmoésfera humidificada al 90% aire y

10% CO; en una incubadora FELISA con camara de gasificacion manual.
Subcultivo celular o transferencia

Cuando las células llegan a condiciones de confluencia (células adherentes) se procedi6 a
sub-cultivar para asegurar el crecimiento exponencial de las células. El sub-cultivo celular
permite controlar la densidad del inoculo inicial que asegure que se trabaje en condiciones

Optimas de crecimiento.
Mantenimiento celular

Se elimina el medio basal y las células se le adiciona de 2-3 mL de una solucién que
consiste en 0.25 (w/v) tripsina y 0.15% EDTA (0.53 mM), se deja incubar durante 15-30
min, posteriormente se realizo el pasaje adicionandole medio nuevo y se incubaron a 37 °C.

Este mantenimiento se realizd dos veces por semana.

6.3.1. Determinacion de la concentracion promotora de TNF a

Las tres lineas celulares se sembraron en 500 pL de medio D-MEM suplementado, en una
placa de 24 pozos a una densidad de 2x10* células/pozo. Después de 24 h de incubacion, el
medio se cambio por D-MEM sin ST, suplementado con 0.5 % de ASB con diferentes
concentraciones de TNF a (0.1, 1.0 y 10 ng/mL) se dejaron por un periodo de incubacién
que van de 4, 18, 24 y 48 h. Después de cada periodo de incubacion, se determino la
proliferacion celular mediante el método colorimétrico con MTT que consistié en la
eliminacion del medio, se hizo un lavado con solucién salina de fosfatos (PBS 1X), se
adicionaron a cada pozo 0.5 mL de MTT (0.5 mg/mL) y se dejaron incubar durante 3 h a
37°C protegido de la luz, posteriormente elimin6 el MTT y se hizo nuevamente un lavado

con PBS (1X), se adicion6 1 mL de DMSO (para la disolucion de los cristales formados) y

26



se leyo a una absorbancia de 540 nm. Se tomaron dos pozos que fueron considerados como
el numero de células al inicio del experimento o control inicial (Co).
Se utilizd6 otro método que consistid6 en cosechar las células con tripsina 0.15% y se

contaron con un hemocitometro (Fresheney, 1994).

6.5.2. Efecto del extracto acuoso de frijol liofilizado

Las células IEC-18 se sembraron a una densidad de 2x10” células/pozo en una placa de 24
pozos, se dejaron incubar. Después de 48 h de incubacion, el medio se cambio por D-MEM
sin ST, suplementado con 0.5 % de ASB con cada uno de los EA a diferentes
concentraciones (0.05, 0.5 y 1.0 mg/mL) y se incubaron durante 24 h, las células se
cosecharon con tripsina 0.15 % y se contaron en un hemocitometro, se contaron dos pozos
que fueron considerados como el niimero de células al inicio del experimento o control
inicial (Co). Cada prueba se hizo por duplicado. El porcentaje de proliferacion y

sobrevivencia se calcul6 de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

A V)
cobrevivencid — # de células tratadas o control 1% ASB £100%

# de células iniciales (Co)

proliferacion = # de células tratadas £100%
# de células del control 1% ASB
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6.5.3. Evaluacion del efecto anti-promotor de los extractos acuoso de frijol sobre

células intestinales normales IEC-18.

Para llevar a cabo este experimento se disefi6 de la siguiente manera ya se que se evaluaron

tres tiempos de exposicion, de la siguiente manera:

a) Antes
Confluencia
90% 24 horas 48 horas 24 horas
[ I
Células Células Células
+ + +

Medio de cultivo

EA (0.5 mg/mL)

TNF a (1.0 ng/mL)

Conteo celular

b) Durante
Confluencia
90% 24 horas 48 horas 24 horas
[ [
Células Células Células Conteo celular
+ + +
Medio de cultivo EA (0.5 mg/mL) TNF o (1.0 ng/mL)
+
EA (0.5 mg/ mL)
c) Después
Confluencia
90% 48 horas 24 horas 24 horas
| |
Células Células Células Conteo celular
+ + +
Medio de cultivo TNF a (1.0 ng/mL) EA (0.5 mg/mL)
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6.6. Analisis Estadistico

Los resultados se expresan como la media + error estandar.
La evaluacion estadistica de los datos se realizO mediante un analisis de varianza
(ANOVA) seguida de la prueba de Tukey para obtener las diferencias estadisticas entre

tratamientos.

En todos los casos se emple6 un nivel de significancia de p <0.05 con un nivel de confianza

del 95%. Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el programa JMP Version 4.0.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES
1. Cuantificacion de compuestos fendlicos

Los granos contienen cantidades significativas de fitoquimicos bioactivos que proporcionan
efectos benéficos a la salud, reduciendo el riesgo de padecer enfermedades crénico

degenerativas (Liu, 2004).

La primera parte de este trabajo consistié en caracterizar parcialmente las variedades de

frijol (N8025, PZ, BM e H), a continuaciéon se muestran los resultados:

La cantidad de taninos condensados (expresados como equivalentes de (+)-catequina)
presentes en las harinas de frijol cocido de las diferentes variedades estudiadas, tuvo una
amplia variacioén entre si, el contenido fluctu6 de 3.69 + 0.037 mg/g para N8025, 0.62 +
0.002 para BM y 1.27 + 0.025 mg/g para PZ, en el frijol H no fue posible cuantificar el
contenido de estos compuestos, por presentarse por debajo del limite de deteccion. El
contenido de compuesto fenolicos para el frijol cocido liofilizado (FCL) y extracto acuoso

(EA), se presenta en el cuadro 6.

Cuadro 6. Concentracion de compuestos fenolicos de FCL y el EA!

Variedad de frijol FCL' EA’
BM 0.62 + 0.002° ND

PZ 1.27 +£0.025° ND
N8025 3.69 +0.037° ND

H ND ND

' Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes + ES.

?mglg = mg equivalentes de (+)-catequina/g de frijol cocido liofilizado

®mgl/g = mg equivalentes de (+)-catequina/g de extracto acuoso

ND= Por debajo del limite de deteccion

BM = Bayo Madero, PZ = Pinto Zapata, N8025 = Negro 8025 e H = Higuera

* Diferentes letras (a, b, c) representan diferencias estadisticas por pruebas de Tukey p<0.05)
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La concentracion de compuestos fendlicos en los extractos acuosos liofilizados de todas las

variedades de frijol, también se encontraron por debajo de los limites de deteccion.

Existen pocos estudios relacionados con la cuantificacion de compuestos fendlicos en el
frijol cocido liofilizado y extractos acuosos. Por lo que los datos mostrados en el presente
estudio solo es posible compararlo con los resultados obtenidos por Aparicio-Fernandez et
al, (1996) en cual ellos determinaron por separado el contenido taninos condensados en
semilla cocida (cosecha 2003) y caldo liofilizado: 0.21 + 0.01 y 4.47 + 0.18 mg/g
respectivamente. Dando un resultado de 5 mg/g de taninos condensados, el resultado
obtenido en el presente estudio se encuentra muy cerca de este rango, siendo este menor a

lo reportado.

Es importante resaltar que para la determinacién de compuestos fenolicos para cada una de
las variedades del presente estudio fueron liofilizadas junto con el caldo, lo cual podria ser
una razoéon por la que se vea afectado dicho contenido. Ya que pudiera presentarse

aglomeracion de dichos componentes y a su vez resultando mas dificil la cuantificacion.

Con respecto a los extractos acuosos

2. Cuantificacion de antocianinas

La concentracion de antocianinas totales, expresadas como equivalentes de cianidina-3-
glucosido, presentes en las variedades de frijol, se muestran en el Cuadro 10. Las
cuantificacion de antocianinas presentes en el frijol cocido liofilizado se presentd en el
siguiente orden de mayor a menor concentracion: N8025 (33.44 + 1.4) > PZ (0.59 £ 0.0) >
BM (0.43 + 0.09) > H (0.07 = 0.1) mg de cianidina-3-glucésido/g de FCL. Para los
extractos acuosos se presentan en el mismo orden: N8025 (46.03 + 1.4) > PZ (0.15+ 0.0) >
BM (0.04 + 0.09) > H (ND) mg de cianidina-3-glucésido/g. Este resultado se atribuye a la
pigmentacién de cada variedad de frijol. El contenido de antocianinas de FCL y de los EA

se muestra en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Concentracion de antocianinas en FCL y los EA.

Variedad de frijol FCL* EA’
BM 0.43+0.01° 0.04+0.0°
PZ 0.59 £0.04 ° 0.15+ 0.0°
N8025 3344+ 1.4° 46.03 +0.01°
H 0.07 +0.0° ND

' Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes con tres repeticiones + ES.
2mg de cianidina-3-glucosido/1.25g de frijol cocido liofilizado

3 mg de cianidina-3-glucésido/0.625 g de extracto acuoso

ND = Por debajo del limite de deteccion

BM = Bayo Madero, PZ = Pinto Zapata, N8025 = Negro 8025 e H = Higuera

* Diferentes letras (a, b, c) representan diferencias estadisticas por pruebas de Tukey p<0.05)

Aparicio-Fernandez et al., (2006) reportaron una concentraciéon de 3.0 mg/g cianidina-3-
glucésido para el frijol cocido (semilla + caldo) de la variedad Negro Jamapa (cosecha
2003). Con respecto al presente estudio, el frijol N8025 fue el que presentd el mas alto
contenido de estos compuestos comparado con este autor. Hasta el momento no existen

otros estudios similares a este para hacer dicha comparacion.

3. Capacidad antioxidante de las diferentes variedades de frijol, mediante el método

de ABTS

La capacidad antioxidante evaluada con el método ABTS (expresada como el porcentaje
(%) de inhibicion (capacidad antirradical). La capacidad del frijol cocido liofilizado se
muestra en el siguiente orden: N8025 (93.70 + 0.03) > PZ (73.77 = 0.61) > BM (66.99 +
0.20) > H (30.18 + 0.42). Para los EA fue de acuerdo a lo siguiente: N8025 (98.14 + 0.25)
> PZ (82 33 £ 0.10) > BM 67.17 £ 0.08) > H (45.25 + 0.17) el cual muestra la misma
tendencia en cuanto a cantidad, con respecto a el extracto acuoso. En ambos resultados se
observa que la variedad N8025 es la que presenta mayor capacidad antioxidante, y dicha
capacidad puede relacionarse directamente con el contenido de compuestos fenolicos y
antocianinas presentes en esta variedad pigmentada. La capacidad antioxidante de FCL y de

los EA se muestra en el cuadro 8.
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Cuadro 8. Capacidad antioxidante de las muestras de frijol cocido liofilizado y

extractos acuosos por el método de ABTS/, expresadas como el porcentaje (%) de

inhibicion.
Variedad de frijol % de inhibicién FCL” % inhibicion EA’
BM 66.99 + 0.20° 67.16 + 0.08°
PZ 73.77+ 0.61° 82.33 +0.10°
N8025 93.70 + 0.03° 98.14 + 0.25°
H 30.18 + 0.42° 45.25+0.17°

' Los resultados representan el promedio de tres experimentos independientes + ES.

29, inhibicion de frijol cocido liofilizado

%% inhibicion del extracto acuoso

BM = Bayo Madero, PZ = Pinto Zapata, N8025 = Negro 8025 e H = Higuera

* Diferentes letras (a, b, ¢) representan diferencias estadisticas por pruebas de Tukey p<0.05)
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4. Caracterizacion de compuestos fendlicos presentes en los extractos acuosos de las

diferentes variedades de frijol

Una de las técnicas mas precisas para cuantificar e identificar compuestos es la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), por lo que para este estudio fue una
herramienta sumamente importante, ya que se pudo identificar una gran variedad de

compuestos fendlicos presentes en los extractos acuosos de frijol liofilizado.

Los compuestos fendlicos mas abundantes para cada variedad expresadas en mg/100 g de
muestra: acido galico con mayor concentracion en el EA de N8025 (9.68) y BM (6.85);
acido protocatecuico en BM (18.97); acido 4-hidroxibenzoico en H (16.16) y BM (13.43);
catequina en N8025 (14.67); acido vainillico en PZ (13.36); acido clorogénico en N8025
(4.89); acido 4-hidroxi-3-benzoico en N8025 (1.95); acido cafeico en PZ (41.31) y N8025
(19.06); acido siringico en N8025 (1.13); epicatequina se encuentra presente en todas las
variedades, en cantidades que van de 3.94 (N8025) a 2.50 (BM); vainillina en BM (11.90) e
H (11.56); cumarico en H (12.47) y PZ (11.93); el 4cido fertlico de igual forma se presenta
en todas la variedades en un rango de 37.95 (PZ) a 23.01 (N8025); benzoico en PZ (15.60)

y finalmente el acido salicilico en H (12.95).
La figura 4 muestra el cromatograma correspondiente a los estandares utilizados. Las

figuras 5, 6, 7 y 8 muestran los cromatogramas de los extractos acuosos de frijol BM, H,

N8025 y PZ, respectivamente.
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Figura 4. Cromatograma de estindares de compuestos fendlicos

Tlemp(.)’de Compuestos fenolicos Tlempq 'de Compuestos fendlicos
retencion retencion

2.464 acido galico 11.890 acido siringico

4.280 acido protocatecuico 13.231 epicatequina

6.793 acido 4-hidroxibenzoico 14.135 vainillina

7.653 acido vanilico 15.398 acido cumarico

7.992 catequina 16.272 acido ferulico

8.848 acido clorogénico 17.225 acido benzoico

10.098 acido 4-hidroxi-3 metoxibenzoico 18.663 acido salicilico

11.171 acido cafeico
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Figura S. Cromatograma del extracto acuoso de Bayo Madero.

No. Tlempc‘)’de Compuestos fendlicos
retencion
1 2.613 acido gélico
2 4.356 acido protocatecuico
3 6.778 acido 4-hidroxibenzoico
4 7.893 catequina
5 9.871 acido 4-hidroxi-3 metoxibenzoico
6 13.462 epicatequina
7 14.081 vainillina
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Figura 6. Cromatograma del extracto acuoso de Higuera

No. T1empc.)rde Compuestos fenodlicos
retencion
1 2.497 acido galico
2 4.332 acido protocatecuico
3 6.606 acido 4-hidroxibenzoico
4 7.707 4cido vainilico
5 8.128 catequina
6 9.065 acido clorogénico
7 9.982 acido 4-hidroxi-3 metoxibenzoico
8 11.198 acido cafeico
9 13.5285 epicatequina
10 14.027 vainillina
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Figura 7. Cromatograma del extracto acuoso de N8025

No. Tiemp c')’de Compuestos fenolicos
retencion
1 2.572 acido galico
2 4312 acido protocatecuico
3 8.077 catequina
4 8.688 acido clorogénico
5 10.103 acido 4-hidroxi-3 metoxibenzoico
6 11.152 acido cafeico
7 13.215 Epicatequina
9 14.185 Vainillina
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Figura 8. Cromatograma del extracto acuoso de Pinto Zapata
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No. Tiemp (.),de Compuestos fendlicos
retencion
1 2.412 acido galico
2 4.236 acido protocatecuico
3 6.707 acido 4-hidroxibenzoico
4 7.744 acido vainillico
5 7.893 catequina
6 8.831 acido clorogénico
7 11.014 acido cafeico
8 13.143 Epicatequina
9 14.498 Vainillina
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En el cuadro 9 se resume el total de los compuestos fenolicos identificados y su valor

extrapolado a mg/100 g de muestra.

Cuadro 9. Concentracion de compuestos fenolicos presentes en los extractos acuosos

de frijol cocido

Acidos Pinto Zapata* Negro 8025° Higuera* Bayo Madero”
Galico 3.86 9.68 3.91 6.85
Protocatecuico 1.84 9.14 6.20 18.97
4-hidroxibenzoico 4.59 0.00 16.16 13.43
Vanilico 13.36 0.00 4.08 0.00
Clorogénico 4.10 4.89 2.20 0.00
4-hidroxi-3-benzoico 0.00 1.95 1.16 1.52
Cafeico 41.31 19.06 10.39 0.00
Siringico 0.00 1.13 0.00 0.00
Cumarico 11.93 7.12 12.47 6.96
Fertlico 37.95 23.01 34.45 26.67
Benzoico 15.60 3.66 6.23 4.30
Salicilico 4.17 3.45 12.95 8.90
Flavonoides

Catequina 5.72 14.67 6.79 6.34
Epicatequina 2.68 3.94 2.58 2.50
Vainillina 8.58 5.40 11.56 11.90

TOTAL 155 107 131 108

% Los resultados representan el promedio de dos determinaciones.

* Los resultados estan expresados en mg/100g de muestra.

Diaz-Batalla et al., (2006) identificaron compuestos fenolicos totales en diferentes
variedades de frijol cocido, utilizando el método de HPLC, entre ellas el frijol N8025
cocido: acido p-hidroxibenzoico (7.5 pg/g) acido vainillico (9.8 pg/g) acido cumarico (4.7
ug/g) acido feralico (27.9 pg/g).

Cabe mencionar que ellos llevaron a cabo la coccion en la autoclave por 20 min 1:3 (w/v).
Esto representa una diferencia con esta investigacion. En referencia al cuadro 12, los
compuestos fendlicos presentes en los extractos de frijol cocido liofilizado los podemos
dividir en dos familias principales: acidos fenolicos y flavonoides. Ambos grupos se les ha
atribuido efectos benéficos a la salud. Ademas que se encuentran ampliamente distribuidos

en frutas y verduras, asi como algunas leguminosas.
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5. Determinacion de la concentracion de TNF a sobre la proliferacion de diferentes

lineas celulares (3T3, CoN112 y IEC-18)

Para realizar la parte in vitro fue necesario llevar a cabo un escrutinio con diferentes lineas
celulares normales, para asi obtener la mejor respuesta ante la presencia del promotor de
tumores como lo es el factor de necrosis tumoral o (TNF o). Las células que se utilizaron en
el presente estudio fueron: fibroblastos de raton (3T3), células de colon humano (112CoN)
y células intestinales de ileum de rata (IEC-18), las cuales fueron tratadas con TNF a a
diferentes concentraciones (0.1, 1.0 y 10.0 ng/mL), y posteriormente se cuantificod el
porcentaje de proliferacion celular en diferentes tiempos (horas) mediante el método de
MTT, obteniéndose para las células 3T3 un incremento en la proliferacion (28%) a las 18 h
con respecto al control, a una concentracion de 1.0 ng/mL y a una concentracion de 10.0
ng/mL se observa alrededor de un 38%; sin embargo, a mayores tiempos de incubacion la
proliferacion es similar al control, lo cual posiblemente pueda deberse a una toxicidad de

TNF o (Figura 9a).

Para las células 112CoN la proliferacion a las 18 h con respecto al control fue del 45% a
una concentracion de 0.1 ng/mL de TNF a, seguido de 1.0 ng/mL (30%) y este parametro
se mantiene conforme se incrementa el tiempo de incubacion. Al aumentar la concentracion
del promotor a 10.0 ng/mL las células muestran un aumento la proliferacion con respecto al
tiempo. Sin embargo el uso de esta linea celular, fue mucho mas susceptible a la

contaminacion.

Las células IEC-18 a las 18 h presentaron un incremento de 40%, 30% 20% para 0.1, 1.0 y
10.0 ng/mL respectivamente (Figura 9c) y se observa una tendencia a aumentar dicha
proliferacion, aun cuando el comportamiento es muy similar al de las 112CoN, la
proliferacion de estas ultimas es menor que las IEC-18. Las concentraciones de 0.1 y 1.0
ng/mL presentaron un aumento en la proliferacion celular en las 3 lineas, sin embargo, las
células IEC-18, fueron las que mostraron el mayor porcentaje de proliferacion con respecto
al tiempo de incubacion, por lo tanto, esta linea fue seleccionada para los posteriores

experimentos.
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Figura 9. Efecto de diferentes concentraciones de TNF a (0.1, 1.0 y 10.0 ng/mL) sobre la
proliferacion de células normales 3T3 (a), 112CoN (b) e IEC-18 (¢) incubadas durante 4,
18,24 y 48 h.

Las graficas representan resultados de dos experimentos independientes con 3 réplicas, no se observan las
desviaciones estandar debido a que son demasiado pequefias.

Transferencia de las células: 3T (3T3) y 5T (112CoN y IEC-18)

La proliferacion fue evaluada mediante la técnica de MTT
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Es importante mencionar que el numero de transferencias en las que se encontraba cada
linea celular y su respuesta frente al promotor de tumores, es un parametro importante a
tomar en cuenta, ya que esto puede afectar la respuesta, ya que entre mayor numero de
transferencias se altera el ciclo celular; por ejemplo: las 3T3 se encontraban en la tercera
transferencia (3T); paralas 112CoN y las IEC-18 en la 5T, y el comportamiento observado

para estas Ultimas es muy similar entre si.

Un estudio realizado por Rice ef al., (1992) en células de queratinocitos de humanos
inmortalizados espontaneamente (SIK por sus siglas en inglés) en el cual observaron que
durante las primeras transferencias tuvieron una eficiente formacion de colonias alrededor
de un 3 %, posteriormente después de la décima transferencia observaron alteraciones de
las colonias formadas. Reportaron alteraciones en el ciclo celular, los cromosomas se ven

afectados conforme se va incrementando el numero de transferencias.

Estos autores determinaron un rango de transferencias (2 — 8) el cual puede ser reproducible

sus resultados, ademas esto también dependera de las caracteristicas de la linea celular.

Por otro lado el TNF o juega un papel importante en la patogénesis de enfermedades
inflamatorias intestinales. Altos niveles de este promotor se ha encontrando en biopsias de
pacientes con enfermedades inflamatorias intestinales, ademas existe evidencia que también
indican que TNF a puede inducir la muerte celular a través de dos diferentes vias: necrosis
o apoptosis; principalmente en las células del tracto gastrointestinal (Berin y Buell, 1995,
Baldwin 2001). Sin embargo, en el presente estudio, este promotor proporciona a la célula
normal una transformacion parcial que afecta el ciclo celular, incrementado la proliferacion

en presencia de este promotor.
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5.1. Determinacion de la concentracion de TNF a sobre células normales IEC-18,

cuantificadas mediante el método de conteo celular.

En base al escrutinio realizado a diferentes lineas celulares se decidio trabajar con las
células IEC-18 (8T) la linea que en presencia del promotor proporciond una mejor
respuesta. Para corroborar los resultados evaluados con el método anterior, se llevo a cabo
el mismo experimento pero ahora evaluando el porcentaje de proliferacion y de
sobrevivencia mediante conteo celular. Las células IEC-18 presentaron un incremento en el
porcentaje de proliferacion, y de igual forma se presenta una respuesta a las 48 h de
incubacién con una concentracion de 1.0 y de 10 ng/mL, lo que representa una diferencia
significativa con respecto al control, para el resto de las concentraciones y tiempo no se

observaron cambios importantes (Figura 10).

AuUn cuando se observd un incremento de la proliferacion en presencia de una
concentracion de 10 ng/mL a las 48 h, estd disminuye de manera importante a las 72 h con
respecto a la concentracion de 1.0 ng/mL. Por esta razon se decidio trabajar con 1.0 ng/mL,

ya que se mantiene a las células mas estables y sin cambios tan drésticos.

En este estudio podemos sugerir que la diferencia entre los tiempos de maxima
proliferacion entre el estudio con MTT y conteo celular puede atribuirse a las condiciones
de las células ya que en el primer experimento las células solamente habian presentado 5
transferencias y en el segundo experimento 8 transferencias, esto modifica la capacidad
metabolica de la linea celular y por lo tanto la respuesta a ciertos agentes como los es el

TNF o.

El porcentaje de sobrevivencia para las células IEC-18, nos muestra datos interesantes, ya
que conforme pasa el tiempo (horas) incrementa la sobrevivencia hasta en un 300% para la
concentracion de 0.1 y 1.0 ng/mL. Estos datos sugieren que las células tratadas con TNF a
son mas resistentes a la muerte celular. Esto nos sugiere que en lugar de afectar el ciclo
celular incrementando proliferacion, solo afecta la sobrevivencia y a lo que las hace mas

resistente en presencia de dicho promotor conforme pasa el tiempo.
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Figura 10. Efecto de diferentes concentraciones de TNF a (0.1, 1.0 y 10 ng/mL) sobre la
proliferacion (%) (a) y sobrevivencia (%) (b) de las células IEC-18.

La proliferacién y sobrevivencia fue evaluada mediante la técnica de conteo celular.

Las graficas representan resultados de dos experimentos independientes

Las letras diferentes representan diferencias significativas mediante la prueba de Tukey.
Transferencia 8

Co=control

ASB=Albumina de suero bovino.
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Por otro lado se ha demostrado que células de colon humano HCT — 116 (células
transformadas para expresar TGF () tratadas con estéres de forbol (PMA), el cual activa al
factor de transcripcion NFkB, muestran efectos diferentes con respecto a la proliferacion
celular a diferentes tiempos de incubacion. En tiempos cortos, PMA provoca la degradacion
de IkB y la consiguiente translocacion de NFkB al nticleo produciendo un incremento de la
proliferacion celular. El tratamiento a largo plazo bloquea la activacion de NFxB, induce
arresto del ciclo celular e inhibe proliferacion (Peter ef al., 1991). Este efecto se ha
demostrado solamente en lineas celulares provenientes del epitelio intestinal, la cual se

distingue de las células gastrointestinales (Park et al., 2007).

Por lo tanto este mismo efecto podria estar relacionado con la respuesta observada en las
células IEC-18 tratadas con TNF o, donde a las 48 h se incrementa la proliferacion y a las
72 h disminuye este parametro. Ademas considerando el numero de transferencias (87T)

transcurridas durante el estudio.

El porcentaje de sobrevivencia para las células IEC-18, nos muestran datos interesantes, ya
que conforme pasa el tiempo, incrementa la sobrevivencia hasta en un 300 % para las
concentraciones de 0.1 y 1.0 ng/mL respectivamente. Estos datos nos sugieren que las
celulas tratadas con TNF o son mas resistentes a la muerte celular, se ha demostrado que
TNF o selectivamente induce apoptosis a través del ligando TRAIL, en varios tipo de
células provenientes de tumores, pero rara vez lo hace en células normales, cuando estas se
ponen bajo tratamiento con este promotor, TRAIL se expresa en tejidos sanos provenientes

de higado, cerebro, rifidon, corazon y colon (Wei et al., 2005).
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5.2 Efecto citotoxico de los extractos acuosos de frijol cocido liofilizado

Una vez determinada la concentraciéon de TNF o para inducir la proliferacion y la linea
celular a utilizar (IEC-18), se evaluaron diferentes concentraciones de los extractos acuosos
sobre las células, esto con la finalidad de determinar el efecto citotoéxico de cada una de las
variedades expuestas a diferentes concentraciones (0.05 a 1.0 mg/ml). En la figura 11a se
observa que la variedad Higuera y Bayo Madero no presentan ninglin efecto negativo para
ninguna de las concentraciones evaluadas. Pinto Zapata presentd un comportamiento
similar, sin embargo, a una concentracion de 1.0 ng/ml se observa una reduccion del 20%
de la proliferacion celular, pero no es estadisticamente significativo, esto podria deberse a
la presencia de algunos componentes del frijol que pudieran disminuir el ciclo celular. Para
N8025 el comportamiento difiere un poco, ya que se observa que a menor concentracion
(0.05 ng/ml) tiene un efecto negativo, disminuyendo la proliferacion y conforme aumentan

las concentraciones, la sobrevivencia incrementa en un 20 a 40% respectivamente.

En la figura 11b se muestra el porcentaje de sobrevivencia, para la variedad Higuera a la
concentracion de 0.05 y 0.5 mg/ml se mantienen estables, pero a 1.0 ng/ml se observa un
incremento de un 100% comparado con el control (ASB); a pesar de que la variedad de
Pinto Zapata presenta un incremento en un 70% de sobrevivencia, el error estindar es muy
grande, por lo tanto, no presentd diferencia significativa. N8025 solo provocd una
disminucion de la sobrevivencia en un 30% a la concentracion de 0.05 mg/mL con respecto
al control, y este efecto fue estadisticamente significativo. Bayo Madero no mostré ninglin

efecto a en este pardmetro a las diferentes concentraciones evaluadas.

Es importante sefalar que el comportamiento que se presenta en la sobrevivencia se le
puede atribuir a que existen compuestos que le son utiles a las células para su desarrollo y
mantenimiento, es probable también que dichos compuestos hagan mas resistentes a las

células disminuyendo la muerte celular.

En base a estos resultados se decidi6 utilizar 0.5 mg/mL del extracto de frijol para los

siguientes estudios.
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Figura 11. Efecto de los extractos acuosos de frijol liofilizado a concentraciones de 0.05,

0.5 y 1.0 mg/ml sobre células IEC-18. (a) proliferacion (%) y (b) sobrevivencia (%).

La proliferaciéon y sobrevivencia fue evaluada mediante la técnica de conteo celular.

Las graficas representan resultados de dos experimentos independientes

Las letras diferentes representan diferencias significativas mediante la prueba de Tukey.
Co = Control; H = Higuera, PZ = Pinto Zapata, N8025 = Negro 8025 y BM = Bayo Madero.
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Se ha relacionado la nutricién con el buen funcionamiento de las células del epitelio
intestinal, por ejemplo, el aminodcido glutamina que es un precursor de nucleotidos,
glucosa, y otros aminoacidos que son importantes para el metabolismo de los colonocitos.
La glutamina, ademas, es capaz de prevenir apoptosis de manera espontdnea y también
cuando este mecanismo es inducido por citocinas (Evans et al., 2003). Es importante
resaltar que la presencia de compuestos fenolicos en el extracto acuoso, podrian ir
adheridos a estructuras de algunas proteinas o pequenos péptidos que favorecen el medio de

cultivo de las células IEC-18, disminuyendo el mecanismo de apoptosis
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5.3 Efecto de los extractos acuosos de diferentes variedades de frijol sobre células

IEC-18 tratadas con TNF a.

En esta parte del estudio se evaluo la capacidad de los extractos del frijol para prevenir la
transformacion de las células normales tratadas con TNF o (12T), para lo cual se disefiaron
experimentos con diferentes tiempos de incubacion con el extracto de frijol: antes (células
+ EA; células + TNF a); durante (células + EA; células + TNF a + EA) y finalmente
después (células + TNF a; células + EA). En la figura 12a se observa que las células pre-
tratadas (antes) con el EA de frijol Pinto Zapata reduce la proliferacion celular en un 10%
con respecto al control siendo este estadisticamente significativo, el mismo
comportamiento (30%) fue observado para sobrevivencia, el N8025 s6lo disminuye en un
8% la proliferacion y un 20% la sobrevivencia, pero ambos pardmetros no son
significativos. El efecto del Pinto Zapata podria atribuirse a su mayor concentracion de
compuestos fenolicos entre los cuales destacan por encontrarse en mayor concentracion el

acido cafeico, seguido del 4cido ferulico comparado con Negro 8025.

En las figuras 12 a y b, se observan los resultados de estos tratamientos en los diferentes

tiempos.
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Figura 12. Efecto de los extractos acuosos (0.5 mg/mL) de las diferentes variedades de

frijol sobre la proliferacion (a) y sobrevivencia (b) de las células IEC-18 tratadas con

TNF o.

La proliferacion y sobrevivencia fue evaluada mediante la técnica de conteo celular.
Las graficas representan resultados de dos experimentos independientes
Las letras diferentes representan diferencias significativas mediante la prueba de Tukey.

Transferencia 12

Co = Control; BM = Bayo Madero, H = Higuera, PZ = Pinto Zapata, N8025 = Negro 8025.
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Cuando las células fueron incubadas en el tiempo antes se observa un efecto protector por
parte del extracto acuoso de PZ ya que se observa una disminucién en la proliferacion de un
10 %, siendo este diferente significativamente con respecto al control. Para el resto de los
extractos si se observa una ligera disminucion, siendo esta no significativa. En el caso de la
sobrevivencia en este tiempo (antes) el extracto de PZ, presenta una disminucion de un

30% con respecto al control, siendo este significativamente estadistico.

Para el tiempo durante en la proliferacion, el extracto de PZ presenta un incremento del
7.0% estadisticamente significativo con respecto al control y para el caso de la
sobrevivencia aumenta en un 10 %. Esto nos sugiere que al someter las células al extracto
junto con TNF a potencia la proliferacion. Para el resto de los extractos no se observan

diferencias significativas.

Y finalmente cuando las células fueron expuestas a los extractos al tiempo después de la
incubacién con el promotor, se observd una reduccion en la proliferacion de alrededor de
un 8.0% y de sobrevivencia de un 20% para los extractos H, BM y PZ, estas variedades
tiene en comun al acido fertlico en una concentracion muy similar entre si, que van de
34.45,26.67 y 37.95 mg /100 g respectivamente. A diferencia del N8025 contiene el acido
siringico a diferencia del resto. Pudiera ser un facto por el cual no presenta ninglin efecto

protector.

El acido fertlico ha sido reportado por inhibir tumores en estobmago de ratones inducidos
con benzo[a]pireno, asi también muestra la capacidad de reducir el ntimero de fosas
cripticas aberrantes (ACF por sus siglas en inglés) y la incidencia de adenocarcinomas en el

colon en ratones (Han et al., 2001).

Por otro lado se han reportado que los extractos de manzana son ricos en catequina y acido
clorogénico, estos tienen la capacidad de disminuir el dafo en células epiteliales gastricas
inducidas con indometacina al incrementar la actividad antioxidante intracelular (Graziani

et al., 2005). Dichos compuestos también presentes en los extractos de frijol, este
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mecanismo podria estar relacionado con el efecto preventivo mostrado por el frijol Pinto

Zapata en este estudio.

Los compuestos fenolicos también tiene la capacidad de funcionar como tratamiento, lo
cual se demostro con las células incubadas con frijol después del tratamiento con TNF a.
Un extracto de arroz (100 pg/ml) que contiene acido protocatecuico, coumarico, cafeico y
vanilico reduce la capacidad de formar colonias en células transformadas de colon (Hudson

et al., 2000).

Ademas, el 4cido cafeico induce el arresto del ciclo celular y apoptosis en células de cancer
de colon humano (HCT116 y SW480), regulando la via de sefializacion de la beta-catenina

(Xiang et al., 2006).

Se han realizado una serie de estudios en los cuales se ha demostrado que los compuestos
fendlicos pueden interferir en diferentes etapas que conducen al desarrollo de tumores
malignos, entre los principales son: proteger el DNA del dafo oxidativo, inactivando a los
carcinogenos, inhibiendo la expresion de los genes mutdgenos y la actividad de enzimas
encargadas de la actividad de procarcindgenos y activando los sistemas enzimaticos

responsables de la destoxificacion de xenobidticos (Bravo, 1998).
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VIII: CONCLUSIONES

La variedad Negro 8025 presentd la mayor concentracion de compuestos fendlicos
(expresados como equivalentes de (+)-catequina), mientras que para la variedad

Higuera fue la que mostré la menor concentracion de dichos compuestos.

Con respecto a las antocianinas, esta se encuentra fuertemente relacionada con la
capacidad antioxidante (r = 0.7391) que presenta cada extracto acuoso de frijol. El
extracto de N8025, presenta mayor capacidad antioxidante comparado con las otras

variedades.

Los principales acidos fenolicos identificados en los extractos acuosos de los
frijoles en estudio fueron: &cido ferulico en todas las variedades, cafeico para Pinto
Zapata y Negro 8025 y acido protocatecuico para Bayo Madero. Con respecto a los
flavonoides el de mayor concentracion fue catequina para Negro 8025 y vainillina

para Higuera y Bayo Madero.

Las células que presentaron una mayor proliferacion inducida por TNF a, fueron las
IEC-18 y las 112CoN, sin embargo, esta ultima linea celular mostré una mayor

susceptibilidad a la contaminacion.

El extracto acuoso del frijol Higuera a la concentracion mas alta probada mostr6 un
mayor incremento en la sobrevivencia de las células IEC-18, N8025 disminuye la
sobrevivencia a la mas baja concentracion probada. Este efecto no esta relacionado

con la concentracion de acidos fenolicos ni flavonoides.

El extracto del frijol PZ, previene la transformacion de las células IEC18, Higuera
Bayo madero y Pinto Zapata tienen la capacidad de revertir el dafio ocasionado por
TNF a, y este efecto podria estar relacionado a la presencia de los principales acidos

fenolicos: acido cafeico y acido fertlico.
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IX. ANEXOS

Anexo 1.

Determinacion de compuestos fenolicos (+) catequina-vainillina

Reactivos

Ac. Clorhidrico al 8% en metanol (1L Tomar 216 mL del acido y aforar a 1000 mL
con metanol). Almacenar en refrigeracion.

Ac. Clorhidrico al 4% en metanol (1/2 L tomar 54 mL del acido y aforar a 500mL
con metanol). Almacenar en refrigeracion.

Vainillina al 1% en metanol (1L Pesar 10g de vainillina y aforar a 1000 mL con
metanol). Almacenar en refrigeracion.

(+) catequina

Solucion (1:1) de HCI 8% : vainillina 1% ( Tomar 20 mL de cada reactivo y
mezclar = 40mL). Se prepara al momento de emplearse. No reutilizar.

Curva de calibracion

Concentraciones curva de calibracion: 0.8, 0.6, 0.4, 0.2, 0.1 mg/mL

(Realizar por duplicado la curva, sacar media de absorbancia y determinar la ecuacion de la
recta y la R?)

Pesar 20 mg de (+) catequina y aforar a 25mL con metanol

De la solucion anterior tomar 7.5 mL y aforar a 10 mL con metanol
De la solucion anterior tomar 6.6 mL y aforar a 10 mL con metanol
De la solucion anterior tomar 5.0 mL y aforar a 10 mL con metanol
De la solucion anterior tomar 5.0 mL y aforar a 10 mL con metanol

Los experimentos se realizan por triplicado.

Colocar 0.5 mL de cada concentracion en tubos por triplicado

Adicionar 2.5 mL de la solucion 1:1 de HCl 8%: vainillina. Debe adicionarse 0.5
mL a cada uno de los tubos (15) y repetir la operacion hasta completar los 2.5mL.
Al blanco se le adicionan 0.5ml de metanol mas 2.5ml de HCI al 4%

Las muestras se deben de cubrir de la luz.

Se colocan en bafio maria a 30°C por 20 min.

Leer a una absorbancia a 500 nm en el espectro. Luz visible

Leer preferentemente de la concentracién menor a la mayor.

Determinar la ecuacion de la recta y la R* que debera ser cercana a 1, (0.99
preferentemente).
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Determinacion de compuestos fendlicos en la muestras (frijol)

Extraccion de fenoles.

Reactivos

Metanol

Ac. Clorhidrico al 8%

Vainillina al 1%

Solucion (1:1) de HCI 8% : vainillina 1% ( Tomar 20 mL de cada reactivo y
mezclar = 40mL). Se prepara al momento de emplearse. No reutilizar.

El experimento se realiza por triplicado para cada muestra:

Colocar 1.0g de frijol en un matraz de 50 mL y adicionar 10 mL de metanol
Cubrir la muestra y agitar durante 24 horas
Centrifugar a 5000 rpm por 10 min.

Tomar 0.5 mL del sobrenadante (muestra) y colocarlo en tubo de ensayo

Se adicionan 2.0 mL de la solucion 1:1 de HCI 8%: vainillina 1%. Debe adicionarse
0.5 mL a cada uno de los tubos (9) y repetir la operacion hasta completar los 2.0
mL.

Se prepara un blanco al cual se le adicionan 0.5 mL del sobrenadante (muestra) y
afadir 2.0mL de HCI 4%

Leer en el espectro a 500 nm.

Comparar con la curva de calibracion.
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Anexo 2.
Capacidad antioxidante por el método de ABTS
Reactivos
ABTS 7mM
Persulfato de Potasio 140 mM
Procedimiento
1. Antes del realizar el ensayo, se requiere poner a reaccionar el ABTS 5 mL con
Persulfato de Potasio, cubrir de la luz esta mezcla y mantenerlo a temperatura

ambiente por 16 h.

2. Ajustar el ABTS con etanol, hasta obtener una absorbancia de 0.7 a una longitud de
onda de 734 nm.

3. preparar diferentes concentraciones de Trolox (0, 50, 100, 300, 500, 800 y 1000
micromolar) leer a los 5 min de reaccion a 734 nm (se repite para las muestras)

Blanco 1 I mL ETOH 100 pL de METOH

Blanco 2 I mL ETOH 100 pL de agua

Control 1 mL METOH 100 uL de ABTS

Muestras (Trolox) I mL ABTS 100 pL de Trolox (conc.)
Muestra (Muestra9 1 mL ABTS 100 uL de muestra (FCL y EA).
Calculos:

% inhibicion = [(A control — A muestra) / A control] * 100
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Correlacion frijol cocido liofilizado en cuanto a contenido de antocianinas y actividad

antioxidante (ABTS)
Multivariate
Correlations
Ant % inh

Ant 1.0000 0.7013
% inh 0.7013 1.0000
Scatterplot Matrix
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Correlacion de los extractos acuosos en cuanto a contenido de antocianinas y actividad

Multivariate
Correlations

Ant

% inh

Scatterplot Matrix
oU—

antioxidante (ABTS)
Ant % inh
1.0000 0.7391
0.7391 1.0000
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