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RESUMEN

El estrés oxidativo esta directamente relacionado con un estado inflamatorio,
caracterizado por la presencia de citocinas lo que puede producir una destruccion
de las células B pancreaticas, desarrollar diabetes y generar dafio renal. El
objetivo de este trabajo fue evaluar in vivo, utilizando ratas Wistar, el efecto
preventivo de una dieta suplementada (25%) con harina de frijol Negro 8025 sobre
el dafo pancreatico y renal inducido con 50 mg de estreptozotocina (STZ) por Kg
P.C. En la harina, se cuantifico los fenoles totales, taninos condensados,
antocianinas y capacidad antioxidante por el método de ABTS.

En la primera etapa del experimento, con grupos de animales; 1) Sano, 2) STZ y
3) Frijol-STZ, se evaluo el efecto preventivo sobre el dafo pancreatico, realizando
analisis histologico al pancreas, el cual reveld que el tratamiento protege hasta
40% los islotes pancreaticos.

En la segunda etapa, grupos; 1) Sano, 2) STZ 3) STZ-frijol y 4) Frijol-STZ-Frijol,
se evaluo el efecto sobre el dafio renal y pancreatico. Semanalmente, se cuantifico
la glucosa sanguinea. Al final del experimento, se cuantificé el perfil lipidico y
concentracion de citocinas (TNFa e IL-1B, respectivamente) en suero, utilizando
kits enzimaticos y la técnica ELISA, respectivamente. También se evaluaron
parametros de dafio renal, como proteina total y proteina especifica microalbumina
en orina. Como resultado, se observé una disminucién en concentraciones de
glucosa del grupo alimentado con frijol respecto al control diabético. En cuanto a
proteina, hubo una disminucién del 31% y en microalbumina 37%, respecto al
control diabético. En el perfil lipidico, el mayor efecto se presenté en la
concentracion de colesterol y triglicéridos, disminuyendo en 29 y 22%,
respectivamente. TNF-a en el suero de animales diabéticos comparado con el
control fue de 116.3 £ 1.4 pg/pL y 90.0 £ 1.9 pg/uL, respectivamente, mientras que
IL-18 fue de 79 £ 1. 7 pg/uL y 54.6 + 2.7 pg/uL, respectivamente.

Por lo anterior, se concluye que el frijol N es capaz de proteger al pancreas de la
destruccion causada por estrés oxidativo, y puede utilizarse como coadyuvante en
la prevencidon de complicaciones renales.

Palabras clave: estrés oxidativo, destruccién pancreatica, dafo renal, diabetes.



SUMMARY

The oxidative stress is directly related to an inflammatory condition, characterized
by the presence of cytokines that can result in the destruction of the pancreatic 3
cells to develop diabetes and generate kidney damage. The objective of this study
was assessed the preventive effect of a supplemented diet (25 %) with black bean
flour 8025 (N8025) on pancreatic and kidney damage induced on Wistar rats with
50 mg of streptozotocin (STZ) per kg P.C. In the flour were quantified total phenols,
condensed tannins, anthocyanins and antioxidant capacity by the ABTS method. In
the first stage of the experiment with groups of animals: 1) Healthy 2) STZ and 3)
Bean-STZ, was assessed the preventive effect on pancreatic damage, performing
a histological analysis of the pancreas, this revealed that the treatment protects up
to 40 % of the pancreatic islets. In the second stage with groups of animals: 1)
Healthy, 2) STZ, 3) STZ-Bean and 4) Bean-STZ-Bean, the effect on the kidney and
pancreatic damage were assessed. Blood glucose level was assessed weekly. At
the end of the experiment, the lipid profile and concentration of cytokines (TNFa
and IL-1B, respectively) were quantified in the serum of the rats, using enzymatic
kits and the ELISA technique, respectively. Also, kidney damage parameters such
as protein and microalbumin in urine were assessed. A decrease in glucose
concentrations of the Bean-STZ group was observed with regard to STZ group.
Regarding protein and microalbumin were decrease of 31 % and 37 % respectively
in the Bean-STZ group compared with STZ group. In the lipid profile, the major
effect was present in the concentration of cholesterol and triglycerides, these
decreasing 29 % and 22 %, respectively. TNF-a in the serum of Bean-STZ group
and STZ group were 116.3 + 1.4 PG/uL and 90.0 £ 1.9 pg/uL, respectively, while
IL-18 concentrations were 79 + 1. 7 pg/pL and 54.6 2.7 £ pg/uL, for treated and no
treated animals respectively.

From the, it can be concluded that the N8025 bean is able to protect the pancreas
from destruction caused by oxidative stress, and can be used as a coadjuvant in
the prevention of kidney complications.

Key words: Oxidative stress, pancreatic destruction, kidney damage, diabetes.
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I INTRODUCCION

El estrés oxidativo es un estado, causado por un desequilibrio entre la produccién
de radicales libres (ROS) y la capacidad del organismo para eliminar el exceso.
Las especies reactivas de oxigeno estan relacionadas con el desarrollo de un
estado inflamatorio, originandose en muchas ocasiones enfermedades cronico
degenerativas, como la diabetes mellitus y sus complicaciones (Wellen y
Htamisligil., 2005).

En el desarrollo de la diabetes, la presencia de radicales libres y otras moléculas
como citocinas pro-infamatorias y oxido nitrico, ocasionan la destruccion de las
células B-pancreaticas, provocando de esta manera que se vea limitada la
produccion parcial o total de esta hormona. La funcion principal de la insulina, es
introducir glucosa a células de tejido adiposo y tejido muscular, controlando asi los

niveles de glucosa en la sangre.

Debido a esta alteracion pancreatica, se generan concentraciones elevadas de
glucosa en sangre (Manrique y Silva, 2006). Esta caracteristica es comun en la
diabetes, y aumenta aun mas durante el estrés oxidativo, permitiendo asi, que
bajo condiciones no controladas de hiperglicemia, se desarrolle un estado
inflamatorio agudo, que conlleva a la destruccion de las células pancreaticas y a la
generacion de las complicaciones propias de la enfermedad, tales como la
nefropatia diabética, la cual es una de las principales causas de mortalidad en los

pacientes que padecen la diabetes.

Es por esto que la diabetes mellitus a nivel mundial es una de las principales
causas de muerte y en México ocupa el primer lugar de defunciones. La
enfermedad se presenta no solo en la edad adulta sino también en nifios vy
jévenes, entre los cuales los problemas de obesidad, cambios en la dieta y el
actual estilo de vida parecen tener un impacto directo sobre el desarrollo de la

enfermedad.



Debido a lo anterior, esta enfermedad es considerada como un problema de salud
publica, ya que los costos requeridos para su tratamiento, equivalen al 20% del

gasto total de las instituciones publicas (Arredondo y col., 2005).

Por lo anterior, se puede decir que mantener en equilibrio a los radicales libres y
controlar los niveles de glucosa en sangre resulta efectivo para prevenir el
desarrollo de la enfermedad y por otro lado la evolucion de sus complicaciones

clinicas.

El empleo de diferentes farmacos es usado con este propdsito pero ademas, la
dieta juega un papel muy importante. En afos recientes, la dieta mediterranea se
ha asociado con la baja incidencia de enfermedades cronico degenerativas, tales
como el cancer, la ateroesclerosis y la diabetes (Pitsavos y col., 2005). Sus
propiedades han sido relacionadas estrechamente con los compuestos anti-
oxidantes que contiene, tales como fibra, compuestos fendlicos, acidos grasos

omega 3, entre otros (Wahle y col., 2004).

Con este fin, se ha venido utilizando al frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), una
leguminosa a la cual se le atribuye un efecto positivo como coadyuvante en el

tratamiento de la diabetes.

Estudios realizados con diferentes modelos de animales sanos y diabéticos
inducidos quimicamente, han demostrado el efecto hipoglucemiante vy
antihiperglicémico de diferentes extractos de frijol (Roman-Ramos y col., 1995;
Petlevski y col., 2001; Subramanian y Leelavinothan, 2002). Recientemente se
demostré que en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, la incorporacion
de harinas de frijol cocido a su dieta, disminuyd los niveles de citocinas como el
factor de necrosis tumoral a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) en sangre, ademas de
que a su vez, se correlaciond con una disminucién de marcadores de dafio renal,

como albumina y creatinina en orina (Lomas y col., 2008).

Estos estudios han establecido que, una vez iniciada la diabetes, una dieta a base
de frijol tiene la capacidad para controlar la concentracion de citocinas y el dafo

renal en un modelo de diabetes. Sin embargo, no se tiene informacién acerca del



efecto del frijol como preventivo para el desarrollo de la diabetes. Por otro lado,
existen estudios que demuestran que diversos compuestos anti-oxidantes, han
sido utilizados para prevenir la destruccion de las células 3 del pancreas y el
estrés oxidativo que precede al desarrollo de la diabetes (Slonim y col., 1993;
Handen y col., 2009)), lo que se puede tomar como base para establecer que el
frijol en este sentido podria ejercer una funcién similar debido a su contenido de
compuestos anti-oxidantes y de otras moléculas que pudieran tener efecto

protector.



Il. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica caracterizada por
hiperglicemia, la cual es el resultado de defectos en la secrecidon o accion de la
insulina, esto trae como consecuencia una disminucion de la incorporaciéon de
glucosa a células dependientes de ella y un aumento en la produccion de la misma

(gluconeogénesis) (Atlas de la diabetes, 2002; Eknoyan, 2007).

Esta enfermedad comprende un grupo de trastornos metabdlicos, tales como, el
metabolismo de glucosa, lipidos y proteinas que en conjunto comparten el fenotipo

de la hiperglicemia (Malacara y col., 1997).

Existen varios tipos de diabetes mellitus que podrian resultar como consecuencia
de una compleja interaccion genética, factores ambientales y modificaciones en el
estilo de vida y alimentacion. Dentro de estos tipos de diabetes se encuentran

principalmente, la diabetes mellitus tipo 1 y la diabetes mellitus tipo 2.

2.1.1 Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1, también conocida como diabetes mellitus insulino
dependiente (DMID) 6 diabetes juvenil, es el resultado de la destruccién auto-
inmunitaria de las células B del pancreas, que suele provocar déficit de insulina

(Malacara y col., 1997).

Los pacientes que la padecen dependen de la administracion de insulina para
incorporacion intracelular de glucosa y evitar asi el desarrollo de cetoacidosis.
Este tipo de diabetes es comun en la juventud pero puede aparecer a cualquier
edad. Se caracteriza por insulinopenia y al tiempo del diagndstico frecuentemente

se encuentran anticuerpos anti-insulina.



2.1.2 Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2, también conocida como diabetes mellitus no insulino
dependiente (DMNID), esta caracterizada por desérdenes en la accién o secrecion
de insulina y un aumento de la produccién de glucosa (Malacara y col., 1997). En
este tipo de diabetes los tejidos que dependen de insulina (muscular esquelético y
adiposo) tienen una respuesta reducida a la accion de la insulina, efecto conocido

como resistencia a la insulina.

Este tipo de diabetes se da entre la poblacion mexicana debido a una alta
susceptibilidad genética a desarrollarla, la cual adicionalmente se ve afectada por
factores ambientales y fisicos como la obesidad que son sin duda de los mas

impactantes en su desarrollo.

2.2 Diagnostico de diabetes
2.2.1 Glucosa plasmatica

La presencia de glucosa a una concentracién superior a 126 mg/dL en plasma
sanguineo en ayunas es compatible con el diagnostico de diabetes mellitus si se
ha presentado al menos en dos ocasiones sin otra causa que lo justifique. Los
valores inferiores a 110 mg/dL (6.1 mmol/L) descartan el diagndstico (Cuadro 1).
Conviene destacar que el nivel sanguineo de glucosa es inferior en sangre venosa
que en sangre arterial y capilar (sangre obtenida por puncién de la yema del
dedo), de modo que el nivel de glucosa viene determinado por el punto de

extraccion de la sangre (Lundstrom y Rossini, 2004).

Cuadro 1. Concentraciones de glucosa establecidas para el diagndstico de la

diabetes.

Glucosa en ayuno Glucosa después de 2h
Diabetes mellitus 2 7.0 mmol/L (126 mg/dL) 211.1 mmol / L (200 mg/dL)
Problemas de tolerancia | 2 7.0 mmol/L (126 mg/dL) 27.8 0 =<11.1 mmol/L
a la glucosa (140-200 mg/dL)
Problemas de glucosa | 26.1 £7.0 mmol/L (110 -126 mg/dL) | <7.8 mmol /L (140 mg/dL)
en ayuno




2.2.2 Curva de tolerancia oral de glucosa

Es la principal prueba diagnéstica al someter al organismo a una cantidad
estandar de glucosa que se debe administrar en un tiempo de dos horas. Se
efectia con 75 g de glucosa oral o con 1.75 g/kg de peso hasta 75 g. Se
acompanfa con 400 ml de agua y se ingiere en 5-10 minutos. Segun los grupos de
expertos, se debe extraer una muestra basal y otra a las 2 horas. Normalmente la
curva, si hay buena absorcion, no debera superar los 200 mg/dL, y debera
normalizarse a los 120 minutos, con valores inferiores a 140 mg/dL. Se considera
estado de intolerancia a glucosa, situacion que es reversible con el tratamiento
adecuado, si en el punto de los 120 minutos, la concentracion plasmatica de
glucosa esta entre 140 y 200 mg/dL. Por encima de este limite, el resultado es

compatible con un estado de diabetes mellitus (Friedman, 2004).

2.2.3 Insulina o péptido C

Tanto en la condicién basal como después de la sobrecarga se pueden conocer
los cambios de la insulina plasmatica. Puede emplearse el péptido C (fragmento
inactivo liberado por el pancreas en proporcién 1:1 a la hormona) para valorar la
produccion pancreatica residual de insulina, si el paciente se inyecta insulina. En
la diabetes mellitus tipo 1, la produccion de la hormona es practicamente nula,
mientras que en la diabetes mellitus tipo 2 tiende a ser elevada para contrarrestar

la resistencia de los tejidos a su accion (Friedman, 2004).

2.2.4 Anticuerpos

La diabetes mellitus tipo 1 se debe a la destruccién de origen autoinmune de las
células B del pancreas y lleva a la deficiencia absoluta de insulina. En un elevado
porcentaje de los pacientes, se detectan anticuerpos anticélulas B (ICAs),
anticuerpos antiinsulina (IAA) y anticuerpos antidescarboxilasa de acido glutamico

(GAD). Estos anticuerpos se pueden detectar en ocasiones antes de la aparicién



de la enfermedad, lo que les da un gran valor predictivo (Lundstrom y Rossini,
2003).

2.3 Alteraciones metabdlicas en la diabetes

Los cambios en el metabolismo de los lipidos en la diabetes mellitus tipo 2 son
llamados dislipidemia diabética la cual puede aumentar el riesgo de la

ateroesclerosis.

Las principales anormalidades lipidicas observadas en pacientes con diabetes

mellitus tipo Il son las siguientes:

¢ Niveles elevados de triglicéridos.
¢ Niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad HDL.

¢ Niveles elevados de lipoproteinas de baja densidad LDL.

Los triglicéridos son producidos por la esterificacion del glicerol y acidos grasos
libres, y son almacenados principalmente en el tejido adiposo donde son utilizados
como fuente de energia. Los niveles de triglicéridos en plasma en los pacientes
diabéticos estan elevados principalmente por el incremento en la produccion de
lipidos complejos como VLDL (lipoproteina de muy baja densidad) en el higado.
La sobreproduccion de VLDL esta estimulada por el incremento de acidos grasos

libres disponibles provenientes de la dieta (exceso de nutrientes).

Por otro lado, las lipoproteinas de alta densidad (HDL) eliminan los excesos de
colesterol proveniente de los tejidos y lo transporta al higado para ser eliminado o
reciclado. Elevados niveles de HDL protegen contra enfermedades
cardiovasculares. La resistencia a la insulina incrementa la eliminacion de HDL,
debido a que las concentraciones de glucosa se encuentran elevadas, esto trae
como consecuencia un incremento en los niveles de triglicéridos lo que inhibe la
produccion y accion de HDL y de este modo disminuyen los niveles de HDL en

plasma reduciéndose su actividad cardioprotectora (Bosch y col., 2002).



En los pacientes diabéticos las LDL se encuentran incrementadas. Las LDL, son
moléculas circulantes ricas en colesterol, derivadas del procesamiento lipolitico de
las VLDL por accion de diversas lipasas extracelulares, principalmente la lipasa
lipoproteica. La constante lipdlisis genera una gran cantidad de particulas de LDL
pequefas y densas, junto con una menor cantidad de HDL. Los triglicéridos son
producidos por la esterificacion del glicerol y acidos grasos libres, y son
almacenados principalmente en el tejido adiposo donde son utilizados como fuente
de energia. Los niveles de triglicéridos en plasma en los pacientes diabéticos
estan elevados principalmente por el incremento en la produccidon de lipidos
complejos como VLDL (lipoproteina de muy baja densidad) en el higado. La
sobreproducciéon de VLDL esta estimulada por el incremento de acidos grasos
libres disponibles provenientes de la dieta (exceso de nutrientes) (Malmsrom vy
col., 1999).

2.4 El estrés oxidativo en el desarrollo de diabetes mellitus

El desorden metabdlico, ocasionado por el consumo no moderado de nutrientes,
asi como, diversos factores ambientales y fisicos, incrementa en los individuos el

estrés oxidativo (Venereo, 2002).

El estrés oxidativo, estd generado por la produccion de radicales libres (especies
reactivas de oxigeno ROS) en respuesta a los niveles elevados de glucosa que se
incrementan por el desorden metabdlico, y juega un papel muy importante en el

desarrollo de la diabetes y la patogénesis de la enfermedad (Evans y col., 2002).

Los radicales libres, como el superdxido (O2-) o hidroxilo (OH) estdn aumentados
de forma consistente en la diabetes. Este aumento puede deberse a varios

mecanismos como se lista a continuacion (Brownlee, 2001).

e La produccién de prostanoides esta aumentada en la diabetes y produce

superoéxido de forma secundaria.



La NADH estda aumentada en la diabetes por el mecanismo de la
pseudohipoxia, y esta es el substrato para el enzima NADH oxidasa
endotelial que produce superoéxido.

La glucosa sufre un proceso de auto-oxidacién, que libera superoxido.

La sintasa de Oxido nitrico, cuando le falta alguno de sus sustratos o
cofactores normales como L-arginina o tetrahidrobiopterina, puede

funcionar de forma anormal produciendo superoxido en lugar de NO.

El incremento de los radicales libres, inhibe a la enzima gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa que participa en via de glucdlisis, lo que conlleva a que diversos

metabolitos participantes de la glucolisis desfoguen su ruta hacia otras vias tales
como (Brownlee, 2001; Evans y col., 2002; Schultz y col., 2005; Aronson, 2008):

1.

3.

Incremento en el flujo de metabolitos a través de la via de los polioles
(azucares polihidroxilados).

Incremento en el flujo de metabolitos a través de la via de la hexosamina
(fructosa-6-fosfato).

Activacion de la proteina cinasa C (PKC). La activacién de PKC se ha
relacionado con cambios funcionales de las células endoteliales vasculares
mediante la activacion de factores de transcripcion, lo cual produce la
expresion de genes, principalmente de algunas citocinas pro-inflamatorias.
Incremento intracelular de proteinas glicosiladas y de productos finales de
glicosilacion avanzada (AGEs) a través de la glicosilacion no enzimatica
(Figura 1). Los AGES, son liberados a la sangre y se unen a macrofagos,
donde incrementan la produccion de ROS, los cuales activan al factor
nuclear de transcripcion NF-K, el cual promueve la expresion de citocinas

pro-inflamatorias y factores de crecimiento.
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Figura 1. Vias metabdlicas inducidas por la hiperglicemia, debido a la elevada

produccion de radicales libres (Brownlee, 2001).

Los metabolitos participantes y producidos por estas diversas vias, inducen la
formacion de diversas citocinas participantes en el proceso de inflamacion que es
caracteristico en el desarrollo de la diabetes y la progresion de sus

complicaciones.

2.4.1 Citocinas pro-inflamatorias y su relacién con la diabetes mellitus

Las citocinas pro-inflamatorias, son polipéptidos de bajo peso molecular (15-30
kDa), que participan en el proceso de inflamacion provocado por diversos
estimulos de naturaleza, quimica, fisica o0 biolégica. Son producidas,
fundamentalmente por los linfocitos y los macrofagos activados, aunque también
pueden ser producidas por leucocitos polinucleares, células endoteliales, células
epiteliales y células del tejido conjuntivo (renales, hepaticas, adipocitos,
sanguineas). De acuerdo con sus funciones se clasifican como se menciona a

continuacion (Garcia., 1997).
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e autdcrinas, si la citocina actua sobre la célula que la secreta.

e paracrinas, si la accion se restringe al entorno inmediato del lugar de
secrecion.

« enddcrinas, si la citocina llega a regiones distantes del organismo (mediante

sangre o plasma) para actuar sobre diferentes tejidos.

Existe evidencia de que la expresion de la mayoria los genes que codifican para
las citocinas pro-inflamatorias como son TNFa, IL-183, IL-6, IL- 8 y moléculas de
adhesion ICAM y VCAM, que participan en el desarrollo y complicaciones de la
diabetes, se encuentran reguladas por el factor nuclear de transcripcion (NFkB)
(Sanchez y Kaski, 2001). NFkB puede ser activado por estimulos exdgenos y
enddgenos, incluyendo concentraciones elevadas de glucosa en sangre, radicales
libres, un incremento de acidos grasos libres, y las mismas u otras citocinas pro-

inflamatorias (Evans y col., 2002).

2.4.2 Los radicales libres y las citocinas pro-inflamatorias en la destruccion

de las células B del pancreas

El desarrollo de la diabetes tipo 1 por si sola, asi como, el desarrollo de la misma
en estadios avanzados de la diabetes tipo 2, es el resultado de destruccion de las
células B del pancreas. Las células B-pancreaticas se ven atacadas crénicamente
por un infiltrado inflamatorio de tipo inmune con una gran cantidad de productos
entre los cuales se encuentran las citocinas pro-inflamatorias y derivados de la
oxidacion (ROS) (Figura 2), estos compuestos dafian a las células, activando
mecanismos de defensa para contrarrestar el ataque inmunoldgico inespecifico.
Sin embargo y debido a lo cronico de la inflamacion, las células B terminan
expresando moléculas que al ser activadas inducen apoptosis de manera

especifica y terminan por destruirse (Manrique y Silva, 2006).
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Figura 2. Moléculas que afectan a la célula  (Manrique y Silva, 2006).

Interferon gamma (IFN-a), factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a), interleucina 1 (IL-1), 6xido nitrico (NO), las
especies reactivas de oxigeno (ROS), perforina, granzima B, el ligando inductor de apoptosis relacionado con
FNT (TRAIL), moléculas pro apoptéticas Fas y Fas ligando (FasL), linfocitos T CD4 positivos, linfocitos T CD8

positivos y células presentadoras de antigeno CPA.

El efecto pleiotropico de las citocinas hace dificil delimitar el papel que cada una
de ellas desempefia en la patogénesis de la diabetes. Las citocinas pro-
inflamatorias mas destacadas y que tienen efecto directo sobre las células 3, son
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina-1 beta (IL-1B8) y el

interferon gamma (IFN-y) (Manrique y Silva, 2006).

Cada una de estas citocinas, dependiendo de su concentracion, alterara el
metabolismo normal de las células 8 afectando la sintesis y secrecion de insulina.

La presencia del IFN-y en las células B, induce una reduccion tanto del contenido
celular de insulina como de su secrecion en respuesta a la glucosa. De forma
similar la presencia de IL- 1B estimula la expresidn de la enzima oxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) en las células B, la cual a su vez induce el aumento de
oxido nitrico (NO), inhibiendo la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa,
las citocinas pueden tener efectos sinérgicos, como ya se menciono
anteriormente, la presencia de unas induce la expresion de otras. Es importante

destacar que el estudio de las células B del pancreas es indispensable para
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comprender la fisiopatologia de la diabetes y asi generara conocimientos para el
desarrollo de terapias para prevenir o tratar la enfermedad. Estudios
histopatoldgicos documentan que un dafio en la funcion de las células 3, puede
ser detectado en diversas formas y también puede observarse en individuos pre-
diabéticos, estos estudios demuestran que el volumen de las células (3, se

encuentra disminuido en estos individuos (Bonora, 2008).

Por otro lado, ha sido necesario un modelo experimental para estudiar el dafio
ocasionado contra el pancreas en presencia de un estrés altamente oxidante, tal
como se da en el organismo humano, para ello se han utilizado diversos agentes

oxidantes tal como el aloxano y la estreptozotocina.

El mecanismo de accion de la estreptozotocina ha sido ampliamente estudiado, la
estreptozotocina entra en las células B a través de un transportador de glucosa
(GLUT?2) y causa alquilacién, principalmente metilaciéon en bases nitrogenadas del
ADN. Este dafio induce la activacion de la poli-ADP-ribosilacion, un proceso que
es mas importante para la diabetogénisis debida a la estreptozotocina que el dafio
en el ADN por si mismo. La Poli-ADP-ribosilacion conduce a la deplecion celular
NAD+ y ATP. La desfosforilacion del ATP después del tratamiento de
estreptozotocina provee un substrato para la xantina oxidasa resultando en la
formacion de radicales superoxidantes. Consecuentemente, el perdxido de
hidrogeno y los radicales hidroxilo son también generados. Ademas, la
estreptozotocina libera cantidades toxicas de oxido nitrico que inhibe la actividad
aconitasa y participa en el dafio al ADN. Como resultado de la accidén de la
estreptozotocina, las células 3 se someten a destruccion por necrosis (Szkudelski.,
2001).
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2.5 Nefropatia diabética

La progresion de las complicaciones propias de la diabetes, macro y micro
vasculares tales como; ateroesclerosis, retinopatia, neuropatia periférica y
nefropatia diabética, son el resultado del proceso de inflamacion y estrés oxidativo

generados por la hiperglicemia.

La nefropatia diabética es una de las complicaciones crénicas mas graves y que
es frecuentemente observada en los pacientes con diabetes tipo 2. Es la
complicacion principal en mas del 40% de los pacientes diabéticos que son
incluidos anualmente en programas de tratamiento renal sustitutivo. Es importante
mencionar que la sobrevivencia de los pacientes diabéticos con insuficiencia renal
en dialisis es solo del 20%, es por eso que la nefropatia diabética es la causa mas
comun de insuficiencia renal crénica y, ademas, es una de la principales causas
de mortalidad por diabetes (Atlas de la diabetes, 2002; Eknoyan, 2007). De ahi la
importancia de poder prevenir o controlar en etapas tempranas el dafo renal
(Navarro, 2003).

En las pruebas de diagnéstico utilizadas para la nefropatia diabética, una de las
caracteristicas detectable es una filtracion de cantidades elevadas de albumina en
el rindn, lo que puede ser cuantificado en orina por medio de pruebas sensibles
para microalbumina (15-30 pg/min o 30-300 mg/ dia).

Se ha sugerido que una vez desarrollada la enfermedad, la elevacion de radicales
libres en el organismo influyen sobre la nefropatia. El desarrollo y la prueba de
esta hipotesis ha ido a la par con la demostracion que citocinas como el TNF-q, IL-
18 e IL-6 tienen un papel relevante en el desarrollo de la nefropatia. En primer
lugar, la IL-1B estimula la sintesis de proteinas y colageno por parte de las células
mesangiales del rifidn, lo cual participa en un engrosamiento de las membranas
basales y expansién mesangial. En segundo lugar, esta misma citocina, estimula
la produccion de de prostaglandinas por las células mesangiales lo que alterara la
microcirculacion glomerular, finalmente la IL-1B induce wuna actividad

procoagulante a nivel endotelial incrementando la permeabilidad del endotelio. Lo
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anterior se resume en una filtracion de moléculas, tales como, la albumina y la

creatinina en la orina.

La interleucina 6 (IL-6) esta también asociada con efectos a nivel renal; aumento
en la permeabilidad endotelial, estimulacién de la proliferacion de las células
mesangiales y aumento de la expresiéon de fibronectina por estas células (Hirano,
1990). Otros estudios han mostrado que diversas proteinas como la albumina,
modificadas por procesos de glicosilacion enzimatica, asi como, otras citocinas
pro-inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), estimulan la
produccion de IL-6 por las células endoteliales. El factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa) ha mostrado ser un predictor de la excrecion urinaria de albumina (EUA)

en pacientes diabético.

2.6 Tratamiento preventivo de la diabetes

Existe informacién variada acerca de tratamientos para el control de la diabetes,
pero muy poca de esta investigacion se enfoca a tratamientos que prevengan el
desarrollo de la enfermedad. Aun asi, todo apunta a que la dieta y el estilo de vida

juegan un papel muy importante en la prevencion del desarrollo de la diabetes.

Como ya se ha mencionado en este trabajo, el desarrollo de la diabetes esta
ligado con la disfuncidn de las células B-pancreaticas y con la resistencia a la
insulina. Bonora (2008) informa que los posibles mecanismos para la proteccién
de las células B podrian ser; reducir la glucotoxicidad, lipotoxicidad, resistencia a la
insulina, inflamacion y estrés oxidativo y/o apoptosis. Por lo tanto, todos los
agentes anti-diabéticos que puedan prevenir todos o algunos de estos

mecanismos, son utiles en la prevenciéon del desarrollo de la diabetes.

Por otro lado, desde tiempos muy antiguos se han utilizado algunos alimentos
para el control de la diabetes. Estudios epidemiolégicos han demostrado que
poblaciones que consumen dietas mediterraneas, tienen una menor incidencia de

enfermedades cronico degenerativas, lo que se le ha atribuido a su contenido de
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compuestos antioxidantes como son los compuestos fendlicos y aceites omega-3
(Pitsavos y col., 2005). Sin embargo, en la dieta mexicana, también existen
alimentos que muestran actividades biologicas anntioxidantes importantes

relacionadas con estas enfermedades, tal es el caso, del frijol.

2.6.1 Generalidades del Frijol

El frijol comun, con nombre cientifico Phaseolus vulgaris L, es una especie que
tiene origen en el continente Americano, siendo evidente tanto por diversos
hallazgos arqueolégicos como por evidencias botanicas e historicas. De las
leguminosas, esta especie es la de mayor importancia agronémica y economica, y
se cultiva ampliamente en todo el mundo, particularmente en paises en desarrollo
de Latinoamérica y Asia, donde sus proteinas proporcionan el 83% en la dieta

promedio (Rodriguez y Fernandez, 2003).

2.6.2 Aporte nutricional y nutracéutico del frijol comun

El frijol no solo es importante por su gran cantidad de proteinas sino también de
aminoacidos esenciales, lipidos, fibra, vitaminas, minerales y componentes tan

importantes como son los compuestos fendlicos (Rodriguez y Fernandez, 2003).

El frijol aporta a la dieta acidos grasos esenciales como el linoléico y linolénico. Es
importante mencionar que el efecto hipocolesterolémico en ratas ha sido atribuido
en parte a los altos niveles de acidos grasos poliinsaturados. Estos acidos grasos
pueden servir también como sustitutos de medicamentos antiinflamatorios para el
tratamiento de artritis reumatoide, y también pueden tener propiedades

inmunoestimuladoras (Wahle y col., 2004).

Los carbohidratos constituyen del 52 al 76 % del peso seco de la semilla de frijol
comun, contribuyendo el almiddn (en gran parte indigerible) con el 35 al 60 % de

dicho peso seco. La fibra dietaria, constituida por polisacaridos indigeribles como
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las sustancias pecticas, arabino galactanos y xiloglucanos, ha recibido mucha
atencion en anos recientes por cientificos y consumidores, puesto que dentro de
sus beneficios se pueden mencionar la disminucion de colesterol sanguineo, la
reduccion del riesgo cardiovascular y beneficios especiales para los diabéticos
(Paredes y col., 2006; Ludwing y col., 1999;).

Los compuestos fendlicos presentes en el frijol, pueden reducir la digestibilidad
proteica y la biodisponibilidad de los minerales, y los galactooligosacaridos pueden
producir flatulencia. Sin embargo, se ha sugerido que estos compuestos pueden
tener efectos protectores en las enfermedades crénico-degenerativas al actuar

como antioxidantes (Diaz-Batalla y col., 2006).

Lo anterior demuestra que el frijol tiene un papel muy importante en la dieta, tanto
por su contenido energético como por su capacidad de disminuir las
concentraciones de glucosa y colesterol sanguineo, asi como, efectos
antioxidantes principalmente atribuibles a los compuestos fendlicos (Roman-

Ramos y col., 1995; Petlevski y col., 2001; Subramanian y Leelavinothan, 2002).

2.6.3 Compuestos fendlicos en el frijol

Los compuestos fendlicos juegan un papel muy importante en lo que se refiere a
salud, debido a que presentan algunas actividades biolégicas como capacidad
antioxidante y anticarcinogénica (Weiguang y col., 2005). Entre los compuestos
fendlicos del frijol se ha determinado la presencia de flavonoides (quercetina,
camerol, antocianinas), acidos fenolicos (acido p-hidroxibenzoico, acido vanilinico,
acido p-cumarico, acido ferulico), isoflavonas (genisteina, daizeina) y cumestrol

(Diaz-Batalla y col., 2006; Espinoza-Alonzo y col., 2006).

En general, los compuestos fendlicos contenidos en el frijol podrian estar
relacionados con la disminucién del estrés oxidativo y de la inflamacién. Los
polifenoles presentan un amplio espectro de actividades biolégicas y se han

propuesto como una herramienta terapéutica para desordenes cronicos debido a
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su actividad antiinflamatoria. A este respecto, se ha sugerido que los polifenoles
inhiben a NF-KB, lo que genera una disminucion de la produccion de enzimas pro-
inflamatorias y de la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) (Soriano Bello,
2006).

Actualmente, no se tiene informacion acerca del efecto del frijol como preventivo
para el desarrollo de la diabetes, sin embargo, existen diversos estudios que
demuestran que elementos antioxidantes son efectivos en la prevencion del

desarrollo de la enfermedad (Lei Jin y col., 2007; Heidari Z y col., 2008).
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I1l. JUSTIFICACION

El estrés oxidativo esta caracterizado en el organismo por la produccién
incrementada de especies reactivas de oxigeno (radicales libres), esta produccién
puede deberse a diversos factores genéticos, quimicos, fisicos y ambientales. La
exposicion prolongada al estrés oxidativo provoca en el organismo una serie de
padecimientos, que con el tiempo permiten el desarrollo de enfermedades, como

la diabetes.

Las cantidades elevadas de radicales libres en el organismo, generan la
destruccion de las células B pancreaticas, o también resistencia a la insulina, lo
que provoca que los niveles de glucosa sanguinea se incrementan vy

posteriormente, se desarrolle la diabetes.

La hiperglicemia no controlada, aumentan aun mas el estrés oxidativo, dando
lugar a la generacidn de las complicaciones propias de la enfermedad, tal como la
nefropatia diabética. Este padecimiento clinico, es la principal causa de muerte a
nivel mundial de los pacientes que padecen diabetes, por lo que se considera un

problema de salud publica al generar costos elevados para su tratamiento.

En la actualidad existen diversos estudios que han establecido que, una vez
iniciada la diabetes, una dieta a base de frijol tiene la capacidad para controlar el
dafio renal en un modelo de diabetes. Sin embargo, no se tiene informacion
acerca del efecto del frijol como preventivo para el desarrollo de esta patologia.
Por otro lado, existen estudios que demuestran que diversos compuestos anti-
oxidantes, han sido utilizados para prevenir la destruccion de las células B del
pancreas y el estrés oxidativo anterior al desarrollo de la diabetes, lo que se puede
tomar como base para establecer que el frijol en este sentido podria ejercer una

funcion similar debido a su contenido de compuestos antioxidantes.
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IV. HIPOTESIS

El frijol debido a sus propiedades antioxidantes, disminuye el estrés
oxidativo generado por la estreptozotocina, produciendo una menor
destruccion de las células B del pancreas, menor desarrollo de la

enfermedad y por lo tanto una disminucion del dafio renal.

V. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto protector del frijol Negro 8025 sobre el dafio pancreatico y renal,
generado durante el desarrollo y complicaciones de la diabetes, en un modelo de

ratas inducidas con estreptozotocina.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de una dieta a base de frijol sobre la prevencion de la
diabetes en un modelo de ratas Wistar determinado a través de la
cuantificacion de glucosa sanguinea y de un analisis histologico del
pancreas.

2. Determinar el efecto de frijol como coadyuvante en el control de la
nefropatia diabética y el dafio pancreatico generado durante el progreso de
la diabetes.

3. Determinar la relacion entre las citocinas pro-inflamatorias y el dafio

producido por la diabetes en pancreas y en rifidn.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Material biolégico y quimico.

e Ratas machos Wistar de 130 g.
e Variedad de frijol Negro 8025 (N8025) obtenida de INIFAP cosecha
2008.

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

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

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

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

¢ Kits para la determinacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL

en suero, marca Randox Laboratories.

6.2 Elaboracién de harinas de frijol cocido

El frijol se peso y se lavd previamente. Se cocidé en una olla en una relacion de
1:1.6 (p/v) en agua a una temperatura de 90 °C = 2 °C. Una vez cocido, se coloco
en charolas para secarse en un horno a 60 °C y se dejo reposar por 24 horas para

llevarlo a un molino pulvex para la obtencién de la harina.

6.3 Cuantificacion de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind6 wusando 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. Se pesd 1 g harina de frijol, se disolvié en 10 mL de metanol y se agitd

durante 24 h posteriormente se centrifugd y se recuperé el sobrenadante
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(extracto). Del extracto obtenido, se tomaron 20 uL y su respectivo blanco (agua).
Ambas muestras se mezclaron con 250 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1 N) y
se adicionaron 1.25 ml de Na;COs3 (20%), se dejo reposar en la obscuridad por 2
h. Finalmente, se leyd la absorbancia a 760 nm. El valor obtenido de la muestra

fue expresado como mg equivalentes de acido galico por gramo de harina.

6.4 Cuantificacion de taninos condensados en la harina de frijol cocido

La cuantificacidon se realizé de acuerdo al ensayo de la vanillina, de Deshpande y
Cheryan (1985, 1987) adaptado para el uso en microplaca. Para esta
determinacién, se pes6 1 g de harina de frijol y se adicionaron 10 ml de metanol,
se mantuvo en agitacion durante 24 h a 24 °C, y la muestra fue centrifugada, del
sobrenadante se tomaron 10 pL y se les adicionaron 200 uL de reactivo vanillina al
0.5 % (vanilina 1 % y HCI 8% en proporcién 1:1). La concentracién de
compuestos fendlicos se calculd en base a una curva de (+) catequina, y la
concentracion fue expresada como mg equivalentes de (+) catequina por g de

muestra.

6.5 Cuantificacion de antocianinas en la harina de frijol cocido

La cuantificacion de antocianinas se realizé de acuerdo al método desarrollado de
Abdel-Aal y Hucl (1999). En un tubo coénico se pesaron 0.5 g de harina de frijol, a
la cual se le adicion6 4 mL de etanol acidificado (etanol HCI 1N, 85:15, v/v)
agitando durante 30 min y ajustando el pH a 1. Esta solucién se centrifugd a 4500
g por 45 min y el sobrenadante obtenido fue aforado a 10 mL con el etanol
acidificado. A la solucion resultante se le realiz6 una medida de absorbancia a 535
nm. La concentracion de antocianinas totales en la muestra (mg/g) se calculd

como cianidina 3-glucésido, segun la siguiente formula:

C = (A/€) x (V/1000) x PM x (1/peso de la muestra) x 10 3
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Donde:

C es concentracion de antocianinas totales (mg/g)

A es la absorbancia maxima

€ es la absorbancia molar de cianidina 3-glucésido (25, 965/cmxM)
V es el volumen del total del extracto de antocininas (mL)

PM es el peso molecular de cianidina 3-glucdsido (449 g/mol)

6.6 Capacidad antioxidante de la harina de frijol cocido

Para evaluar la capacidad antioxidante por el método de ABTS, se genero primero
al radical ABTS por medio de una reaccion de oxidacion, en una solucién de per-
sulfato de potasio (12 h antes de ser usado). En la determinacién se utilizaron 10
ML de muestra (extracto metandlico) y se agregaron 990 uL de ABTS (ajustado a
una absorbancia de 0.7) y transcurridos 6 min se ley6 la absorbancia de la mezcla
a 734 nm. Las medidas fueron comparadas de acuerdo a los resultados que se
obtuvieron de la curva de calibracion que se realizé previamente usando Trolox
como estandar, estos resultados fueron expresados como capacidad antioxidante

en equivalentes Trolox (TEAC en pmol Trolox/g de muestra).

6.7 Estudios in vivo

Las ratas se sometieron a una semana de adaptacion en el bioterio, bajo un ciclo

de luz-oscuridad de 12 h y acceso libre a comida y agua.

Para formar los grupos experimentales se utilizaron un total de 48 ratas Wistar
macho con un peso inicial de 130 g. Se formaron siete grupos experimentalesal
azar con ocho ratas cada uno, de los cuales tres se incluyeron a la primera parte

experimental, en la que se evaluo el efecto del frijol N8025 sobre el desarrollo de
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la diabetes. Los otros cuatro grupos se incluyeron en la segunda parte
experimental, en la que se evalu6 el efecto del frijol N8025 sobre las

complicaciones de la diabetes.

Respecto a la primer parte experimental (preventiva), se tuvieron tres grupos los
cuales fueron nombrados de la siguiente manera, sanas, diabéticas y preventivo.
La duracion del experimento fue de cuatro semanas dentro de las cuales los
grupos sano Yy diabético fueron alimentados con una dieta basal, mientras que el
grupo preventivo se alimenté con 25% (Consumo per capita de frijol mayor en
México) de harina de frijol adicionado a la dieta basal de las ratas. Durante el
experimento se midi6 semanalmente el peso corporal de las ratas, glucosa
sanguinea, asi como, alimento y agua consumidos de todos los grupos. Al final de
las cuatro semanas las ratas del grupo diabético y preventivo fueron inducidas con
una inyeccion de estreptozotocina (STZ), mientras que las del grupo sano fueron
inyectadas con solucién salina (SS). Tres dias después las ratas fueron
sacrificadas, para la obtencién de pancreas y suero sanguineo para analisis
histolégico y determinacién de citocinas pro-inflamatorias respectivamente (Figura
3).
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Diabéticas | I W

P iV O
tratamiento

- Frijol cocido N 8025 adicionado a la dieta de las ratas en un 25%
STZ = Induccién con 50 mg estreptozotocina/Kg de peso corporal
SS = Induccidén con solucidn salina.
¢ Primer sacrificio

Figura 3. Estrategia general del modelo experimental preventivo en ratas

alimentadas antes de la induccién de diabetes.

Sanas.- Control sano. Diabéticas.- Control diabético. Preventivo.- Ratas alimentadas con harina

de frijol un mes antes de la induccion.

En cuanto a la segunda parte experimental, se tuvieron cuatro grupos que fueron
nombrados de la siguiente manera; sanas, diabéticas, preventivo-tratamiento y
tratamiento. El experimento tuvo una duracion de 8 semanas. Las primeras cuatro
semanas los grupos sano, diabético y tratamiento fueron alimentados con una
dieta basal mientras que el grupo preventivo-tratamiento se alimenté con 25% de
harina de frijol adicionado a la dieta basal de las ratas. Al final de la cuarta semana
las ratas de los grupos, diabético, preventivo-tratamiento y tratamiento fueron
inducidas con STZ mientras que las del grupo sano fueron inyectadas con solucién
salina (SS). Después de la induccién con STZ el experimento continudé cuatro
semanas mas, dentro de las cuales, el grupo sano y diabético continuaron con una
dieta basal, mientras que el grupo preventivo y preventivo-tratamiento se
alimentaron con la dieta a base de frijol ya mencionada. Durante las ocho
semanas del experimento se midié semanalmente el peso corporal de las ratas,

glucosa sanguinea, asi como, alimento y agua consumidos para todos los grupos.
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Al final del experimento las ratas se sacrificaron para la obtencion de muestras de
suero sanguineo en el cual se determinaron citocinas y perfil de lipidos, orina para
determinar diversos parametros bioquimicos, y finalmente pancreas y riidn para

realizar andlisis histolégicos (figura 4).

Figura 4. Estrategia general del modelo experimental sobre las complicaciones de
la diabetes en ratas alimentadas antes y después de la induccién de la

enfermedad.

Sanas.- Control sano. Diabéticas.- Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas
con harina de frijol un mes antes y un mes después de la induccién. Tratamiento.- Ratas

alimentadas con harina de frijol un mes después de la induccion.

26



6.8 Induccion de diabetes con estreptozotocina

La induccién de la diabetes se realizdé dejando a las ratas en estado de ayuno de
12 h y posteriormente fueron inyectadas via intraperitonal con una dosis Unica de
estreptozotocina (STZ) de 50 mg/kg de peso corporal, disuelta en una solucion

amortiguadora de citrato de 0.1 M, pH 4.5.

6.9 Cuantificacioén de glucosa sanguinea

El nivel de glucosa (mg/dL) se cuantificé en sangre obtenida de la vena caudal de
las ratas (localizada en el extremo de la cola del animal), con un minimo de 8
horas de ayuno. Para ello se empled un glucometro de la marca ROCHE, cuya
sensibilidad es de 60-600 mg/dL de glucosa y tiras reactivas de la marca
Accutrend. En esta técnica el glucometro mide la corriente generada al convertir la
glucosa de la muestra de sangre (colocada sobre la tira) en gluconolactona por la

enzima glucosa deshidrogenasa.

6.10 Determinacion de citocinas pro-inflamatorias por el método de ELISA

Las muestras de sangre fueron centrifugadas y el sobrenadante se almacené a -
72°C.

En la determinacion de los niveles séricos de TNFa e IL1B se utilizo el kit
comercial Cytoscreen TM, Biosource International. El método consiste en una
determinacién cuantitativa por ELISA (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent Assay) en
técnica de sandwich en fase sodlida, en donde van unidos los respectivos
anticuerpos dirigidos contra secuencias especificas de TNFa e IL1R. El anticuerpo
permite la union e inmovilizacién de los respectivos antigenos (TNFa e IL1B).
Posteriormente, se une un anticuerpo biotinilado a un segundo sitio del antigeno.
Luego de retirado el exceso de anticuerpo biotinilado, se adiciona el complejo
streptavidina-peroxidasa, el cual se une a la biotina. Posterior a esta union, se lava

el exceso y se adiciona el sustrato tetrametilbenzidina, para producir un
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compuesto coloreado, el cual es leido a 450 nm. Este cambio colorimétrico fue

determinado por medio de un lector de ELISA.

6.11 Determinacion de perfil lipidico

En las muestras de suero recolectadas, se determiné la concentracion del perfil
lipidico: triglicéridos, colesterol total, HDL, LDL y VLDL mediante kits enzimaticos

de la marca Sera-Pack Plus de Bayer.

6.12 Determinacion de microalbumina, creatinina y glucosa en la orina

Para la determinacion de microalbumina y proteina en la orina, los animales fueron

separados en jaulas individuales, con acceso libre a agua.

Después de 12 h de ayuno la orina fue recolectada en charolas, para la deteccién
de micro albumina, creatinina y glucosa. En esta determinacion se utilizaron tiras
reactivas Microalbumin cuya lectura se realizaron en un analizador Clinitek. Los
valores de referencia para diagnosticar microalbuminuria son de 15-30 pg/min 6
30-300 mg/dia. Para la determinacion de proteinas se emplearan tiras reactivas
Multistix 10SG, las cuales fueron sumergidas en la orina. La lectura de este

parametro también se realizara en un analizador Clinitek.

6.13 Evaluacién histopatolégica del pancreas y rinén

Se extrajeron el pancreas y rifion, y se lavaron con solucion fisioldgica estéril y
posteriormente se fijaron en una solucion de formaldehido al 4% durante 12 horas
para posteriormente sumergirlos en parafina, finalmente se llevo a cabo una micro
diseccion en microtomo con cortes de 7 um y se tifieron con hematoxilina-eosina
(HIE).
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6.14 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron expresados como la media + el error estandar
(EE). La evaluacion estadistica de los datos se determiné mediante el analisis de
varianza (ANOVA) a un nivel de confianza de 95 %, ademas se realiz el analisis
de comparacion de medias aplicando la prueba de Dunnet. Los analisis

estadisticos se realizaron en el programa estadistico JMP 5.0.1.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de la harina de frijol
N8025 cocido

Se ha demostrado que el consumo de frijol, esta relacionado con la regulacion del
estrés oxidativo y las concentraciones de glucosa sanguinea. Estas propiedades
se atribuyen a constituyentes bioactivos del frijol tales como fibra, almidon
resistente y compuestos fendlicos (Serrano y Gofi, 2004). Estos ultimos
elementos en el frijol, han generado un marcado interés debido a que su
propiedad antioxidante representa un beneficio a la salud (Cardador-Martinez y
col., 2002a, 2002b) y el tratamiento de las complicaciones de la diabetes (Lomas,
2008).

La cuantificacion de diferentes compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante
que presenta el extracto metandlico de la harina del frijol N8025 cocido, utilizada

en este trabajo se presenta en el cuadro 2.

Cuadro 2. Contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en el

extracto metandlico de la harina de frijol cocido N8025

Harina de frijol cocido
Parametro
(extracto metandlico)
Compuestos fendlicos totales’ 0.98 £ 0.70
Taninos condensados? 15.16 £ 0.50
Antocianinas?® 168.54 + 8.90
Capacidad antioxidante* 134.40 + 15.28

Los valores representan la media + EE.

' Compuestos fendlicos totales expresados en mg equivalentes de acido galico/g de harina
2 Taninos condensados expresados en mg equivalentes de (+)catequina/g de harina.

3 Antocianinas expresadas en mg equivalentes de cianidina 3-glucosido/Kg de harina.

4 Capacidad antioxidante expresada en uyM equivalentes de Trolox/g de harina.

30



En la literatura existen pocos reportes de la cuantificaciéon de fenoles totales en
harina de frijol cocido. Los resultados obtenidos en esta evaluacién para fenoles
totales, corresponden a las concentraciones reportadas por Lomas (2008) para la
variedad de frijol N8025 (0.92 + 0.06 mg acido galico/g de harina), sin embargo,
son diferentes a lo reportado por Espinosa-Alonso y col. (2006) quienes realizaron
un estudio a diversas variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
reportando concentraciones hasta de 2.11 mg acido galico/g de harina. Es
importante remarcar que las concentraciones obtenidas por estos ultimos autores
son reportadas para harinas de frijol crudo, lo que podria explicar la menor
concentracion que se obtuvo en este estudio para la harina de frijol N8025 el cual
fue sometido a un proceso de coccidén. Actualmente se sabe que el proceso de
coccion repercute en la disminucién de compuestos fendlicos, al degradarlos o
acomplejarlos con otros componentes en el tratamiento térmico (Aparicio-

Fernandez y col., 2005).

Los valores de taninos condensados mostrados en el cuadro anterior
corresponden a las concentraciones reportadas por Lomas (2008) y Feregrino y
col. (2008) quienes para la variedad N8025 obtuvieron 14.55 y 15.15 mg

equivalentes de (+)catequina/g de harina, respectivamente.

Las antocianinas son uno de los compuestos bioactivos presentes en el frijol que
representan un papel antioxidante importante. Se ha reportado que esta capacidad
esta dirigida contra radicales peroxilo (Takeoka et al., 1997; Wang et al., 1997). La
importancia de los antioxidantes como neutralizantes de radicales libres ha
permitido considerarlos en este estudio como una de las posibles causas por la
cual el frijol pudiese ser utilizado como coadyuvante en la prevencién del estrés
oxidativo, tanto en el desarrollo de la diabetes como en la generacién de sus

complicaciones.

Los valores obtenidos para antocianinas en esta evaluacion, son cercanos a los

reportados por Serna y col. (2007) y Lomas (2008) quienes obtuvieron
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concentraciones de antocianinas de 160.53 y 150.03 mg equivalentes de cianidina

3-glucésido/kg de harina, respectivamente.

La capacidad antioxidante encontrada en este estudio es de 134.4 + 15.28 uM es
baja comparada con la actividad antioxidante reportada con otros autores, lo cual
puede deberse a diversos factores tales como el tipo de variedad, la coloracion de
la misma, las condiciones de cultivo y el mismo proceso de coccion. Sin embargo
el resultado aqui mostrado no fue muy diferente al obtenido por Lomas (2008)
para la variedad N 8025 (150.03 £ 6.85) que aunque es la misma pertenece a una
cosecha diferente. La capacidad antioxidante podria estar dada por la naturaleza
de los compuestos fendlicos presentes en el alimento (Agostini y col., 2004). Rios
y col. (2007) evaluaron el contenido de acidos fendlicos presentes en un extracto
metandlico de frijol Pinto Zapata y Negro 8025, encontrando una mayor
concentracion de estos compuesto en el frijol negro, entre dichos acidos se
encuentran el galico, protocatecuico, catequina, vanilico, siringico, cumarico,
salicilico, entre otros. Se ha observado en estudios in vitro que dichos acidos
tienen alta capacidad antioxidante expresado como equivalentes de trolox (TEAC),
para el acido vanilico de 1.8, ferulico de 3.2, cumarico de 2.3, entre otros. La
capacidad antioxidante in vitro es utilizada como una prueba preeliminar para
evaluar aquellos compuestos que tengan la propiedad de donar electrones y/o
protones a radicales libres inhibiendo los procesos oxidativos. En base a los
resultados anteriores fue posible demostrar que la harina de frijol cocido N 8025
puede ser fuente de compuestos antioxidantes y dichos resultados sugieren que
esta actividad podria inactivar los radicales generados en un organismo en un

estado altamente oxidante.
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7.2 Evaluaciéon in vivo de ratas diabéticas alimentadas con una dieta

suplementada con frijol cocido N8025

7.2.1 Glucosa sanguinea

La estreptozotocina es un farmaco ampliamente utilizado para inducir diabetes tipo
1y 2, en modelos animales experimentales. Su accion citotoxica esta mediada por
un desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno y los agentes
antioxidantes propios del organismo. Las células B son las principales afectadas
por la accidon de este farmaco, llevandolas finalmente a muerte celular por necrosis
y de esta manera se disminuye o nulifica la produccién de insulina (Szkudelski,
2001), la ausencia de esta hormona provoca una disminucion de la incorporacion
de glucosa en tejidos adiposo y muscular, provocando un incremento de glucosa

en sangre (Wilson y Leiter., 1990).

El frijol como una fuente importante de agentes antioxidantes, (Ulloa y Hasan,
2001.; Subramian, 2002) ha sido utilizado para la proteccion del pancreas de ratas
inducidas con estreptozotocina, ésto reflejado en la disminucion de los niveles de
glucosa en ratas diabéticas (Lei y col., 2007), sin embargo, no se ha evaluado el

efecto de éste en el desarrollo de la enfermedad, lo cual se realizd en este estudio.

En la primera parte experimental (preventiva), se evalué el efecto del consumo de
frijol cocido N8025, sobre los niveles de glucosa en ratas que fueron alimentadas
previamente durante un mes con una dieta adicionada en un 25 % con frijol cocido
N8025, y finalmente administradas con una dosis unica de 50 mg de
estreptozotocina (STZ)/kg PC, con el objeto de evaluar el efecto preventivo sobre
el desarrollo de la diabetes. En la figura 5 se puede observar que después de la
induccion, las concentraciones de glucosa se ven incrementadas tanto en el grupo
diabético como en el grupo preventivo, siendo mayor en el grupo preventivo,
resultado que no se esperaba, de acuerdo a lo citado anteriormente. Este
incremento puede deberse a diversas causas. Esta reportado que ciertos

compuestos antioxidantes del frijol, actian como pro-oxidantes si exceden un
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maximo en el organismo, tal es el caso, de los flavonoides, dentro de los cuales
encontramos a las antocianinas (Pérez, 2003), y debido a que el frijol utilizado en
este trabajo, tiene un alto contenido de estos compuestos (168.54 + 8.90 mg
equivalentes de cianidina 3-glucosido/Kg de harina) y que a demas la
concentracion de frijol empleada para este experimento (25%) corresponde al
consumo per capita mayor de frijol en el pais, podria explicar de algun modo el
comportamiento del grupo preventivo en cuanto a concentraciones de glucosa se

refiere.
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1 3 5 (STZ)

Figura 5. Concentracion de glucosa sanguinea de ratas alimentadas durante
cuatro semanas con una dieta suplementada con frijol N8025 (25%) vy

posteriormente inducidas con estreptozotocina.

Los valores representan la media £+ EE. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05)
respecto al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano.
Diabéticas.- Control diabético. Preventivo.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes la

induccion.

Se realizé un segundo experimento para determinar el efecto del consumo del frijol
N8025 sobre la progresion de la diabetes. Para ello, las ratas fueron inducidas con
una concentracion de 50 mg de STZ/kg PC y tres dias después al corroborar que
la enfermedad ya estaba presente en los animales (grupo tratamiento), se

comenzé una alimentacion con un 25% de frijol, incorporado a la dieta normal de
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las ratas por un periodo de un mes. Es importante mencionar que en este
experimento se tiene un grupo que fue alimentado con la misma dieta (25% de
frijol N8025 adicionado) un mes antes de la induccion y continuo con esta
alimentacion un mes después de la misma (grupo preventivo-tratamiento).
Nuevamente se determind la concentracion de glucosa sanguinea semanalmente,
lo cual se muestra en la figura 6, donde se puede observar que en la quinta
semana, se presentd un comportamiento similar al primer experimento en el grupo
preventivo-tratamiento, donde es mayor la concentracién de glucosa en el grupo
tratado comparado con el grupo de ratas diabéticas, sin embargo, esta
concentracion de glucosa a partir de la siguiente semana disminuye, mostrando un

comportamiento similar al grupo diabético.

Por otro lado, se puede observar que para la semana ocho hubo una disminucién
hasta de un 23 % en la concentracion de glucosa del grupo tratamiento, por lo que
se puede sugerir que una alimentacidn con frijol, una vez desarrollada la
enfermedad disminuye la hiperglicémia. Este efecto puede deberse a diversos
factores. Por un lado se sabe que el frijol presenta una bajo indice glicémico (35
del 100%), lo cual quiere decir que la velocidad a la cual se digieren los
carbohidratos (almidén digerible) de este es lo suficientemente lenta como para
mantener controlada su concentracion sanguinea (Ludwig 2003). Por otro lado, se
tiene informacion acerca de que el almidén resistente promueve un efecto
hipoglicémico (Vargas y col., 2006), puesto que al llegar al coldon, es fermentado
por la flora bacteriana, formandose acidos de cadena corta, los cuales
indirectamente impiden la inactivacion del receptor de insulina y de esta manera
se controlan los niveles de glucosa sanguinea. También se ha reportado que la
fibra contenida en diversas variedades de frijol dentro de los cuales se encuentra
el frijol negro, produce una mayor saciedad debida a varias causas, mayor
volumen de alimento, mayor tiempo de ingestién, lo que produce una mayor
sensacion de plenitud intestinal, y niveles elevados de colecistocinina,
relacionados con reduccion en los niveles plasmaticos de glucosa y aumento de
insulina en pacientes diabéticos (Serrano y Goni, 2004). Asi mismo, algunos

compuestos fendlicos tienen actividad sobre la enzima a-amilasa, dificultando la
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digestion de los carbohidratos glicémicos e incrementando el porcentaje de

carbohidratos resistentes a la digestion (Pari y Venkateswara., 2003).

700 ~
—~ 600 -
-
T 500 -
E’ 400 I L
g 300 - H Sanas
g 200 - ® Diabéticas
6 u Preventivo-tratamiento
100 - .
- ® Tratamiento
0 a
1 3 5 6 7 8
(STZ2)
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Figura 6. Concentracion de glucosa sanguinea de ratas alimentadas con una
dieta suplementada con frijol N8025 (25%) antes y después de la induccién de
diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccion. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después
de la induccion.

7.2.2 Perfil lipidico

La alteracién que sufre el paciente diabético en el metabolismo de lipidos, es
conocida como dislipidemia diabética, la cual puede incrementar el riesgo de
padecer dano vascular aterosclerdtico, la frecuencia de los trastornos
cardiovasculares en el diabético no sélo es mayor que en las personas no
diabéticas, sino que ademas, resulta mas letal, sobre todo si se presenta

acompafada de hipertension arterial y albuminuria.
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La dislipidemia diabética esta caracterizada principalmente por niveles elevados
de triglicéridos, niveles bajos de HDL (colesterol bueno o lipoproteinas de alta
densidad por sus siglas en inglés), y niveles elevados de LDL (colesterol malo o
lipoproteinas de baja densidad).

En la diabetes tipo 1, la insulina es un factor de gran importancia en este
padecimiento, puesto que su baja o nula presencia produce un aumento rapido de
la movilizacion de acidos grasos desde los tejidos periféricos hacia el higado, y
determina un aumento de la formacién y liberacion de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) en este o6rgano. Sin embargo, por otro lado, existe una
deficiencia de la depuraciéon de triglicéridos plasmaticos, bien por disminucién de
la actividad de lipoproteina lipasa (LpL), enzima estimulada por la insulina, o por
una posible modificacion estructural de las VLDL (que las hace menos
susceptibles a la accion de la enzima), e incrementa la concentracién plasmatica

de esta lipoproteina (llinait, 1997).

En la diabetes tipo Il, la insulinemia es normal o algo elevada en la mayoria de los
pacientes (aunque bajos en relacion con la alta concentracién plasmatica de
glucosa). En estos casos, la presencia de insulina en el higado aumenta la
formacion y la liberacion de VLDL, por lo que también se detecta
hipertrigliceridemia. Sin embargo, a pesar de las cifras elevadas de insulina,
persiste un defecto del catabolismo de la VLDL por inhibicidon de la LpL al nivel del
tejido adiposo. El colesterol podria estar aumentado, siempre que la conversion
de VLDL en lipoproteina de baja densidad (LDL) no esta inhibida al nivel del
endotelio vascular (Malmsrom y col., 1999).

En el cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos del perfil lipidico de ratas
sanas y diabéticas. Se observa que en las concentraciones de colesterol total, hay
un aumento significativo en el grupo diabético (88.48+1.20) respecto al grupo sano
(45.18+£2.02), la hipercolesterolemia en el grupo diabético podria deberse a un
incremento de la sintesis de colesterol independiente de insulina, por aumento de
VLDL circulante que aporta el 20 % del colesterol total y por disminucion del
catabolismo de LDL. En cuanto a los grupos preventivo-tratamiento y tratamiento

se mantienen las concentraciones de colesterol similares al control sano
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(55.90+1.27 y 48.0+4.40 respectivamente), por lo que se puede sugerir que la
alimentacion con frijol tiene la capacidad de controlar la concentracion de
colesterol total en sangre.

Por otro lado, también se presenté una regulacién de los niveles de triglicéridos
para los dos grupos tratados, mostrandose un resultado significativo para el grupo
tratamiento, con una disminucion de un 22 % respecto al grupo diabético,
resultado que podria estar relacionada con el decremento en la concentracion de
glucosa (23% respecto a diabéticas) para este mismo grupo. Esto debido a que la
glucosa es incorporada al tejido adiposo y al mismo tiempo genera de esta manera
una disminucion de triglicéridos en sangre. Al mismo tiempo, se puede observar
una tendencia similar para las concentraciones de VLDL que son menores para
los grupos tratados. La disminucién de triglicéridos y VLDL sugiere que en este
trabajo, el consumo de frijol antes y después de la induccion de diabetes
presentan una proteccion a nivel vascular.

Se ha reportado que las modificaciones estructurales que tienen lugar en las LDL
son una consecuencia de la hiperglicemia mantenida. Debido a estas
modificaciones, las LDL no son reconocidas por el receptor celular, se mantienen
mas tiempo en circulacién, se incrementa su paso a través del endotelio vascular,
aumentan la fagocitosis y el depdsito de colesterol en la intima arterial, y
determina, por tanto, un aumento de su aterogenicidad (llinait, 1997). En el cuadro
3 se puede observar que las ratas diabéticas (45.16+1.86) presentan un aumento
en las concentraciones de LDL respecto a las ratas sanas (12.87+4.15), en el
mismo contexto se puede observar que el consumo de frijol produjo un control
sobre las concentraciones plasmaticas de LDL en los grupos preventivo-
tratamiento y tratamiento con valores (10.82 £ 1.64 y 8.03 + 4.84 respectivamente)

similares al obtenido para las ratas sanas.

Los pacientes con diabetes presentan incremento en la prevalencia de
anormalidades de los lipidos que contribuyen a la enfermedad cardiovascular. La
disminucién de colesterol LDL, incremento del colesterol HDL y disminucion de los
triglicéridos ha demostrado reduccién de las enfermedades cardiovasculares y de

la mortalidad (Malmstrom, 1999). Con respecto a las concentraciones de colesterol
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bueno (HDL), este se incrementd en el grupo denominado tratamiento, el cual
también disminuy6 los niveles de LDL, esto sugiere una proteccion contra las

complicaciones vasculares en ratas alimentadas con frijol después de la induccion.

Cuadro 3. Perfil lipidico en suero de ratas sanas y diabéticas alimentadas con

frijol N8025 (25%) antes y después de la induccién de la diabetes.

83.7+9.9 4518 £2.02 23.7+99 12.87+4.15 48.70+0.43

1751+9.4 8848+1.20 351+9.4 4516+1.86 26.20 +4.37
1544 +57 55.90+1.27* 234+48 10.8241.64* 24.99+2.22

136.8+10.3*  48.00+4.40* 27.3+10.3 8.03+4.84* 39.96+1.15*

Los valores se presentan como la media de la concentracion (mg/dL) de triglicéridos, colesterol
total, HDL, LDL y VLDL en suero sanguineo * E.E. *Indica diferencia estadistica significativa

(p<0.05) con respecto al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control
sano. Diabéticas.- Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de
frijol un mes antes y un mes después de la induccién. Tratamiento.-Ratas alimentadas con harina
de frijol un mes después de la induccion.

7.2.3 Peso corporal

En la diabetes tipo | y Il se presenta la ausencia de insulina en la sangre y el nivel
de glucagodn es superior al normal, por lo tanto, la persona diabética permanece
en una especie de ayuno bioquimico a pesar de que abunde la glucosa
sanguinea. A causa de la deficiencia de insulina se disminuye la entrada de
glucosa a células de tejido muscular y adiposo. El deficiente uso de los
carbohidratos en ausencia de insulina origina una lisis incontrolada de grasas y
proteinas. Una de las caracteristicas de la diabetes es el cambio en el uso de

combustibles, de carbohidratos a grasas, en tejido adiposo, y proteinas, en
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musculo, de este modo la pérdida de peso en el paciente diabético es inminente

(Magnuson y col., 2008).

En la figura 7 se puede observar que hasta antes de la inducciéon no hubo una
diferencia en peso entre los tres grupos. Sin embargo, al tercer dia de la quinta
semana (induccién), ya se observa una disminucion en peso de las ratas
diabéticas y del grupo preventivo, lo que habla del efecto inmediato en la pérdida

de peso que se presenta al inicio de la enfermedad.
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Figura 7. Peso corporal de ratas alimentadas durante cuatro semanas con una
dieta suplementada con frijol N8025 (25%) y posteriormente inducidas con

estreptozotocina.

Los valores representan la media £+ EE. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05)
respecto al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano.
Diabéticas.- Control diabético. Preventivo.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes la

induccion.

En la figura 8 se presentan los valores del peso semanal de las ratas del segundo
experimento, se observa que todos los grupos iniciaron con pesos similares y
después de la primer semana de induccion, los pesos de las ratas diabéticas
(control y tratamientos) disminuyeron como consecuencia del desarrollo de la
enfermedad, sin embargo, las ratas del grupo tratamiento mantuvieron un mayor

peso comparado con el grupo diabético, durante todo el experimento, esto podria
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estar relacionado con la concentracién de glucosa para este grupo, 23 % menor
comparado con el grupo diabético. Esta disminucion de glucosa en sangre,
sugiere que el frijol permite la incorporacion del azucar a musculo y tejido adiposo,
incrementando la sintesis de triglicéridos y proteinas musculares, lo que es visible

en un mayor peso para las ratas tratadas después de la induccion.

Por otro lado, se observa que el frijol no tuvo efecto sobre el peso de las ratas del
grupo preventivo-tratamiento, este efecto puede ser atribuido a las bajas
concentraciones de insulina, lo cual genera altas concentraciones de glucosa
sanguinea al no incorporarse a los tejidos dependientes de insulina, hay un gasto
excesivo de proteinas musculares y triglicéridos, reflejado en el bajo peso corporal
de este grupo que es similar al grupo diabético. Recordando que estudios previos
han reportado que los flavonoides pueden regenerar el dano a las células 3

pancreaticas en animales diabéticos (Chakravarthy y col., 1982).
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Figura 8. Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta suplementada con

frijol N8025 (25%) antes y después de la induccion de diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccion. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después

de la induccion.
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7.2.4 Consumo de agua

En la diabetes, la degradacion de glucosa (glucdlisis) se ve disminuida; por un
lado, el higado adopta un estado gluconeogénico produciendo glucosa a partir de
otras moléculas como aminoacidos, y por el otro lado, la elevada relacion de
glucagon/insulina induce la degradacion de glucégeno. Por lo tanto, en el higado
se produce una cantidad excesiva de glucosa que se libera a la sangre. Detal
modo que cuando la concentracidon de glucosa en sangre supera la capacidad de
reabsorcion de las tubulos renales, la glucosa se excreta en la orina, por lo que
grandes cantidades de agua son necesarias en este proceso de eliminacion de
glucosa (Magnuson y col., 2008), por esta razon, cuando hay un descontrol
metabdlico, a consecuencia de la hiperglucemia, se orina frecuentemente y en
grandes cantidades; a esto se le llama poliuria y esto a su vez genera una alta
ingesta de agua (Braunwald y col., 1998). Por lo anterior, se determin6 el consumo

de agua para los dos experimentos, como indicador de control de la enfermedad.

En la figura 9 se muestran los valores correspondientes al promedio de agua
consumida durante las cinco semanas de experimentacion. Se puede observar
que las semanas antes de la induccion el consumo de agua para los tres grupos
fue similar (135 mL aprox.), sin embargo, a partir de la induccion el consumo de
agua se incremento incluso para el grupo preventivo (850 mL), lo cual muestra que
el frijol no ejerce un efecto marcado sobre el consumo de agua. Recordando
también que en este grupo hubo una concentracion de glucosa incluso mayor que
el grupo diabético, por lo que es necesario una gran cantidad de agua para la

eliminacién de glucosa.
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Figura 9. Agua consumida de ratas alimentadas durante cuatro semanas con una
dieta suplementada con frijol N8025 (25%) y posteriormente inducidas con
estreptozotocina.

Los valores representan la media + EE. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05)
respecto al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano.

Diabéticas.- Control diabético. Preventivo.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes la
induccion.

La figura 10 muestra el promedio de agua consumida por los diferentes grupos en
las cuatro semanas de experimentacién. En términos generales se puede observar
que el consumo de agua para el grupo diabético se incrementoé respecto al grupo
sano, lo que era de esperarse de acuerdo al aumento de glucosa generado en el
desarrollo de la enfermedad para las ratas diabéticas. También se observa que el
consumo de frijol ejerce un efecto sobre el agua consumida para el grupo
tratamiento (20 % menos consumo de agua) respecto a las ratas diabéticas,
mientras que para el grupo preventivo-tratamiento se observa un control sobre

este parametro solamente en las dos primeras semanas del experimento.
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Figura 10. Consumo de agua de ratas alimentadas con una dieta suplementada

con frijol N8025 (25%) antes y después de la induccion de diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccion. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después

de la induccion.

7.2.5 Consumo de alimento

La polifagia es otro de los sintomas generales de la diabetes, este padecimiento
esta caracterizado por un consumo excesivo de alimento. El paciente diabético
que mantiene concentraciones de glucosa sanguinea elevadas no puede
incorporar glucosa a tejidos adiposo y muscular, la ausencia de glucosa dentro de
estas y otras células genera la necesidad de energia, o que trae como resultado
el consumo no moderado de alimento (Lundstrom y Rossini, 2004).

En la figura 11 se muestra las cantidades de alimento consumido durante las

cuatro semanas del primer experimento. Se observa que antes del desarrollo de la
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enfermedad el consumo de alimento se mantuvo similar para los tres grupos. En el
mismo contexto, se observa que en la semana de induccién de diabetes, la
enfermedad ya desarrollada en las ratas se evidencié con un consumo elevado de
alimento para el grupo preventivo (220 g aprox.), el cual fue similar al control
diabético. Lo que sugiere que un consumo de frijol previo al desarrollo de la

diabetes, no tiene efecto sobre la polifagia propia de la enfermedad.
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Figura 11. Alimento consumido por ratas alimentadas durante cuatro semanas
con una dieta suplementada con frijol N8025 (25%) y posteriormente inducidas

con estreptozotocina.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes de la

induccion.

En la figura 12 se presentan las cantidades de alimento consumido por los grupos
del segundo experimento. Como se puede apreciar, el control diabético consume
mucho mas alimento que el grupo sano (91 g y 196 g respectivamente), por otro
lado se observa que los grupos preventivo-tratamiento y tratamiento muestran un
menor consumo de alimento (16% menos) respecto su control diabético, esto
puede deberse a que el contenido de fibra pudiera estar ejerciendo mayor

saciedad en las ratas, o bien podria aumentar la concentracién de insulina (Pari y
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Venkateswara., 2003), mejorando asi la expresion de péptidos anorexigénicos e
inhibiendo la secrecion de glucagén y acido gastrico, asi contribuye en el vaciado
gastrico. Este ultimo efecto conduce también a un incremento de la saciedad con
disminucién en el consumo de alimentos conjuntamente con un deseo disminuido

de ingerir alimentos (www.themedicalbiochemestrypage.org).
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Figura 12. Alimento consumido por ratas alimentadas con una dieta suplementada

con frijol N8025 (25%) antes y después de la induccion de diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccién. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después
de la induccion.

7.2.6 Parametros de funcion renal

7.2.6.1 Glucosa en orina
La determinacion de glucosa en orina (glucosuria), suele formar parte del analisis

de orina rutinario, la presencia de ésta en la orina refleja que sus cifras estaban
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altas en el momento en que la sangre fue filtrada en los rifiones. Por lo general,
aparece glucosa en la orina cuando la glucemia supera los 160-180 mg/dl, a lo
que se le denomina umbral del rifidn para la glucosa. Cuanto mayor es la cantidad
de glucosa que hay en la sangre, mayor podria ser la presencia de glucosa en la
orina. La presencia de glucosa en la orina no muestra en si que se ha dafado el
rindn, sin embargo, la pérdida de glucosa en la orina, en forma sostenida, es un
marcador de descontrol metabdlico, que favorece con el tiempo la aparicion de
complicaciones renales, ademas de ser un indicador de las pérdidas nutricionales
del paciente (Lundstrom y Rossini, 2004).

La figura 13 muestra la concentracion de glucosa en mg/dL de los cuatro
diferentes grupos para este experimento. Se observa que la concentracion de
glucosa del control diabético es mayor (928 mg/dL) comparada con el grupo de
ratas sanas (100 mg/dL). Del mismo modo se puede observar que las
concentraciones de los grupos preventivo-tratamiento y tratamiento son elevadas
(785 y 642 mg/dL respectivamente), sin embargo, son menores hasta en un 30 %
comparadas con el control diabético. Por lo que se sugiere que para este
experimento el consumo de frijol ejerce un control sobre la concentracién de
glucosa sanguinea lo que se refleja en la menor presencia de glucosa en orina y

menor consumo de agua, principalmente para el grupo tratamiento.
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Figura 13. Concentracion de glucosa en orina de ratas alimentadas con una dieta

suplementada con frijol N8025 (25%) antes y después de la induccién de diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-

Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccién. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después

de la induccion.

7.2.6.2 Concentracion de creatinina en orina

La creatinina es un metabolito del recambio muscular, es extraida de la creatina o
fosfocreatina y es liberada hacia la sangre. La creatinina se produce a una
velocidad relativamente constante en una cantidad que depende de la masa
muscular de cada persona. Se excreta por medio de los rifiones en la orina a
través de la filtracion glomerular o la secrecion tubular (Atlas de la diabetes, 2002).
La creatinina se determina en varias condiciones, si se necesita un estimado del
indice de filtracion glomerular, monitoreo de enfermedades renales agudas y
cronicas, desordenes metabdlicos como la diabetes, metabolismo de proteinas

elevado, entre otros (www.nkdep.nih.gov).

En la figura 14 se muestra la concentracién de creatinina en mg/dL para los cuatro
grupos correspondientes a este experimento, notando que la concentracion de
creatinina del control diabético es mayor comparada con las ratas sanas (5.0£1.0 y
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9.84£1.9 mg/dl respectivamente) resaltando que el valor de las ratas sanas es
similar a lo reportado por Fisher (2009) (5.5 mg/dl para ratas sanas y 12 mg/dl
para ratas diabéticas). Mientras que las concentraciones de los grupos tratados,
6.46 + 3.50 para el grupo preventivo-tratamiento y 7.25 + 3.80 para el grupo
tratamiento, fueron menores respecto a su control. La concentracion de creatinina
encontrada para los grupos tratados sugiere que el consumo de frijol ejerce un
control sobre la degradacion de proteinas musculares, lo que pudiera estar
reflejado en una proteccién renal, tal como, lo ha reportado Lomas y col. (2008) en

ratas tratadas con esta misma variedad de frijol.
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Figura 14. Concentracién de creatinina en orina de ratas alimentadas con una
dieta suplementada con frijol N8025 (25%) antes y después de la induccion de

diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccion. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después

de la induccion.
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7.2.6.3 Concentracion de microalbumina

Una de las principales complicaciones ocasionada por la progresion de la diabetes
es la nefropatia diabética. La nefropatia diabética esta definida como la pérdida
progresiva de la funcion renal asociada a la diabetes, acompafada por presencia
de niveles elevados de albumina y proteinas en la orina (Navarro, 2003). La
progresion del dafo renal conocido también como dafio renal crénico, se
caracteriza por el engrosamiento del glomérulo, durante esta etapa, el riidn
comienza a permitir la salida a través de la orina de cantidades anormales de
proteina (Userpater e Inserra., 2004). Dichas proteinas son utilizadas como
factores predictivos del dafio renal y en estados inciales del dafno se detecta

microalbuminuria (Wiseman y col, 1985).

Por lo anterior, se determind la concentracion de microalbumina y proteina total en
la orina de las ratas tratadas con frijol N8025 antes y después de la induccién de la

diabetes

En la figura 15 se puede apreciar que los valores de microalbumina para el control
diabético son mucho mayores comparados con las ratas sanas (1.05 £ 0.50 Vs
0.34 + 0.05 mg/12h), a este respecto se podria suponer que el control diabético
presenta alteracion renal. En el mismo contexto, se observa que el consumo de
frijol para los grupos tratados ejerce una disminucion de la concentracion de
microalbumina en la orina de las ratas. Presentandose valores de 0.84 + 0.47
mg/12h para el grupo preventivo tratamiento, aun cuando no fue estadisticamente
significativos en esta determinacion si es un valor menor comparado con su
control, sin embargo, la concentracion obtenida para el grupo tratamiento si mostro
diferencia significativa comparada con el control (1.05 + 0.50 contra 0.67 £ 0.30),
por lo que se puede decir que el consumo de frijol posterior al desarrollo de la

enfermedad, podria disminuir el dano renal.

Por otro lado, también existe informacion que demuestra que la presencia de
microalbumina es un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares y

define un grupo de alto riesgo para la mortalidad cardiovascular temprana tanto en
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la diabetes tipo 2 como en la hipertension, puesto que la microalbumina implica
una permeabilidad vascular anormal y presencia de aterosclerosis. En los
pacientes diabéticos, la microalbumina se relaciona con presiones sanguineas
elevadas, colesterol total sérico elevado y lipoproteinas de alta densidad-colesterol
disminuidas (Bakris, 2004), Recapitulando los resultados de perfil lipidico de este
trabajo, también se observé una disminucion de estos parametros en ratas que
consumieron frijol después de la induccion, por lo que se puede sugerir que el frijol
es util en la prevencién del riesgo cardiovascular y dafio renal, generados en la

progresion de la diabetes.
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Figura 15. Concentracion de microalbumina en orina de ratas alimentadas con
una dieta suplementada con frijol N8025 (25%) antes y después de la induccion de

diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccion. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después

de la induccion.
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7.3 Concentracion sérica de IL-18 y TNF-a

La inflamacién es una reaccién vascular de los tejidos que tiene como finalidad
eliminar los agentes nocivos y los tejidos lesionados, sin embargo, la inflamacion
excesiva puede ser un factor critico en muchas enfermedades cardiovasculares
tales como, obesidad, cancer y diabetes principalmente. Este tipo de inflamacion
esta caracterizada por un incremento en la produccion de moléculas pro-
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral a (TNF- a), y diversas
interleucinas (Miranda y Reza, 2007), el desarrollo de la diabetes y la destruccién
pancreatica que conlleva, ha sido atribuida en gran medida a la accién de los

mencionados productos pro-inflamatorios (Manrique y Silva, 2006).

Estudios recientes han demostrado que la induccidn de hiperglicemia, tanto en
sujetos sanos como en individuos con intolerancia a la glucosa, produce un
incremento en los niveles plasmaticos de componentes inflamatorios, como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las interleucinas 1 (IL-1B) y 6 (IL-6)
(Navarro, 2003).

Por otro lado, una vez desarrollada la diabetes, existe una relacion entre la
inflamacion y las complicaciones de la enfermedad, especificamente el desarrollo
de la nefropatia. Diversos estudios han mostrado que los pacientes diabéticos con
un incremento de la excrecion urinaria de albumina (EUA) presentan niveles
elevados de parametros inflamatorios, tales como, TNF-a y otras citocinas
(Navarro, 2003)

Puesto que las citocinas pro-inflamatorias juegan un papel crucial en el desarrollo
y complicaciones de la diabetes, se evaluaron en este estudio para determinar su
papel en la destruccion de células B-pancreaticas y en el dafo renal.

En la figura 16 se muestran las concentraciones séricas para el primer
experimento (preventivo) tanto de TNF-a como de IL-1B3, se observa que para
ambas citocinas la concentracion es menor comparadas con su control diabético,

incluso similares a la concentracion de su respectivo grupo sano.
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Figura 16. Concentracién sérica de (a) TNF-a y (b) IL-1B de ratas alimentadas
durante cuatro semanas con una dieta suplementada con frijol N8025 (25%) y

posteriormente inducidas con estreptozotocina.

Los valores representan la media + EE. * Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05)
respecto al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano.
Diabéticas.- Control diabético. Preventivo.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes la

induccion.

Se sabe que durante el desarrollo de la enfermedad cada una de estas citocinas,
dependiendo de su concentracion, alterara el metabolismo normal de la célula 3
pancreaticas afectando la sintesis y secrecion de insulina (Manrique y Silva,
2006). Por lo anterior se esperaria, que al encontrar una menor concentracion de
TNF-a e IL-13, las concentraciones de glucosa disminuyeran debido a una mayor
produccion de insulina comparadas con el control diabético. Sin embargo, la
concentracion para el grupo alimentado con frijol (preventivo), como se menciond
anteriormente, fue incluso mayor que para las ratas diabéticas. Una posible
explicacion es que el dafio ocasionado al pancreas por medio de la
estreptozotocina no esta directamente relacionado con la concentracién de estas

citocinas a los tiempos evaluados.

Con el objetivo de saber si existe una correlacion entre los niveles de citocinas en

sangre y el dafio renal se midieron los niveles de las citocinas pro-inflamatorias
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IL-18 y TNF-a en el suero de las ratas del segundo experimento (grupos
preventivo-tratamiento y tratamiento), los resultados se muestran en la figura 17.
Se observa que se presentd una disminucién de IL-1p para los grupos preventivo-
tratamiento y tratamiento (51% y 30 %, respectivamente) comparados con el
control diabético. Por otro lado, en cuanto a la concentracion de TNF-a, s6lo hubo
una disminucion para el grupo tratamiento con un 33% menos que el control
diabético.

Esto sugiere que la incorporacién de frijol en la dieta de las ratas diabéticas ayuda
a disminuir estas citocinas relacionadas con la progresion del dafo al pancreas,
asi como, el dano renal, principalmente para el grupo tratamiento, que tuvo un
consumo de frijol solo después de la induccion, lo que correlaciona con las
concentraciones de glucosa sanguinea y microalbumina, glucosa y creatinina en

orina que fueron menores para este grupo respecto a su control diabético.
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Figura 17. Concentracion sérica de (a) TNF-a y (b) IL-18 de ratas alimentadas
con una dieta suplementada con frijol N8025 (25%) antes y después de la

induccioén de diabetes.

Los valores representan la media + EE. *Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) respecto
al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet. Sanas.- Control sano. Diabéticas.-
Control diabético. Preventivo-tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes antes y un
mes después de la induccion. Tratamiento.- Ratas alimentadas con harina de frijol un mes después

de la induccion.
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7.4 Analisis histolégico del rinén

En la figura 18 se presenta las microfotografias de las preparaciones histolégicas
de riidn de las ratas en estudio, los glomérulos se observan practicamente
normales, solamente se observéo un ligero incremento en tamafio para los

glomérulos de las ratas diabéticas.
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Figura 18. Microfotografias de corteza renal pertenecientes al rifidn de (a) control

diabético (b) grupo preventivo- tratamiento. (c) Grupo tratamiento.(d)Control sano.
Tincion con hematoxilina-eosina.

Estos resultados demuestran que el dafio ocasionado al rifidn por la enfermedad,
aun no es visible a nivel glomerular en el tiempo evaluado. Sin embargo, los
resultados obtenidos en cuanto a microalbumina, glucosa y creatinina en orina
predicen un futuro dafio a estructural que a este momento del experimento puede
ligeramente observarse con un incremento en el volumen glomerular observado en

las microfotografias del control diabético.

7.5 Analisis histolégico de pancreas

Actualmente se han realizado diversos estudios en los que se han probado
diferentes antioxidantes en la prevencion de la destruccion pancreatica (Hideaki y
col., 2000; Slonim y col., 1993), sin embargo el frijol no ha sido utilizado con este
fin, aunque si se tiene informacion del uso de frijol utilizado sobre las
complicaciones de la enfermedad y con resultados que demuestran que puede
actuar como hipoglicémico y antioxidante (Roman-Ramos y col., 1995; Petlevski y
col., 2001; Subramanian y Leelavinothan, 2002). Por ello en este trabajo se realiz6
un analisis histolégico que permitié evaluar el efecto del frijol antes y después de

la enfermedad sobre el dafio pancreatico generado por una inyeccion unica de
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estreptozotocina, asi como, el dafio generado con el progreso de la propia

enfermedad.

El analisis histologico se realizO6 en los preparados pancreaticos de ambos
experimentos. Para los grupos pertenecientes al primer experimento, se observo
que en 30% de las ratas del grupo preventivo existe una conservacion de hasta un
40% en islotes pancreaticos respecto al control diabético (figura 19). Aunque este
resultado no es estadisticamente significativo podria explicar a nivel fisiolégico que
el consumo de frijol disminuye el dafo pancreatico en animales alimentados con

esta leguminosa.

En la figura 19 B se puede observar un islote representativo del grupo preventivo
el cual puede ser comparado con el islote de la figura 19 A representativo del

grupo diabético.

Figura 19. Micrografias histologicas del pancreas de ratas tratadas con frijol
N8025 antes de la induccién de diabetes. (A) Islote de control diabético. (B) Islote

de grupo preventivo. (C) Area de células B. * Indica diferencia estadistica significativa

(p<0.05) con respecto al control diabético, analizados con la prueba de Dunnet.
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En el segundo experimento se observo que en 70% de las ratas pertenecientes al
grupo Tratamiento (figura 20 C) hubo una conservacion de los islotes de hasta un
30% respecto al grupo diabético (figura 20 A) resultado que fue estadisticamente

significativo.

Por otro lado no se observaron resultados significativos para el grupo preventivo-
tratamiento (figura 20 B), para el cual la conservaciéon de los islotes fue sélo del

5% respecto al control diabético.

Recordando que el grupo preventivo-tratamiento fue alimentado con una dieta a
base de frijol (25%) durante un mes antes de ser inducido a la enfermedad y
continuando un mes después de la misma y que el grupo tratamiento fue
alimentado con la misma dieta pero solo durante un mes después de la induccion,
se esperaria que el primero tuviera una mayor proteccién contra la destruccion del
pancreas, sin embargo no fue asi, mostrandose una mayor conservacion en el
grupo alimentado con la dieta de frijol después de la induccién. Esto podria
explicarse con lo ya antes mencionado, puesto que el frijol a altas
concentraciones de consumo, podria actuar como pro oxidante y junto con el
estrés oxidativo ya propio de la enfermedad avanzada propiciar la destruccion de

las células pancreaticas, tal como se observo.
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Figura 20. Micrografias histologicas del pancreas de ratas tratadas con frijol
N8025 antes y después de la induccién de diabetes. (A) Islote de control diabético.
(B) Islote de grupo preventivo-tratamiento. (C) Islote de grupo tratamiento. (D)

Area de células B.

* Indica diferencia estadistica significativa (p<0.05) con respecto al control diabético, analizados

con la prueba de Dunnet.

En base a estos ultimos resultados se demuestra que el consumo de frijol en el
inicio de la enfermedad puede prevenir a nivel fisiolégico la destruccion de los
islotes pancraticos de algunas ratas lesionadas con estreptozotocina, mientras que
el frijol consumido antes y después de la induccion de la enfermedad incrementa
el estrés oxidativo que se sumaria al propio de la enfermedad. Esto concuerda con
las citocinas inflamatorias anteriormente mencionadas, en la que se observa que
hay mayor concentraciéon de TNF-a para el grupo preventivo-tratamiento (130
pg/mL), similar al control diabético (140 pg/mL) mientras que para el grupo

tratamiento se present6 una concentracion de 85 pg/mL.
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VIIl. CONCLUSIONES

El consumo de frijol N8025 a altas concentraciones una vez iniciada la diabetes,
muestra efectos hipoglicemiantes e hipolipemiantes, sin embargo, si se consume
previamente y después de la induccion de la diabetes no mejora los niveles de

glucosa sanguinea pero si disminuye los niveles de colesterol.

La proteccion del pancreas fue mejor en animales que consumieron frijol después
de la diabetes comparados con los animales alimentados antes y después de la
enfermedad, esto podria atribuirse al efecto potenciado de la STZ producido por

algun componente del frijol.

El frijol muestra efectos benéficos sobre alteraciones renales independientemente

de sus efectos hipoglucemiantes.

La protecciéon renal y pancreatica producida por el frijol podria estar relacionado

con la citocina IL-B y TNF-a respectivamente.
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