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RESUMEN

La obesidad produce desordenes metabdlicos entre los cuales se encuentra la
resistencia a la insulina. Para controlar estas complicaciones se debe promover el
consumo de alimentos que mejoren estas alteraciones. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto del consumo de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) cocido,
sobre el almacenamiento de grasa y desarrollo de resistencia a la insulina en un
modelo de obesidad inducido por dieta. Para los experimentos in vivo se usaron
ratas macho Sprague-Dawley, alimentadas con una dieta obesigénica (dieta OB) y
suplementada con frijoles de las variedades Flor de Mayo (FMB) y Flor de Junio
(FJB) al 9%; se evaluaron tanto con fines preventivos (dieta OB suplementada con
frijol, tres meses) como de control (dieta OB por tres meses y posteriormente se
suplement6 la dieta OB con frijol durante tres meses mas). Se determiné el peso
corporal, glucosa sanguinea y curva de tolerancia a la glucosa (CTG). Al finalizar
se cuantificaron los niveles séricos de insulina; y en tejido adiposo abdominal se
determiné el tamafo de adipocitos y el contenido de triglicéridos (TAG). Respecto
al peso corporal en la etapa preventiva, no se observaron cambios, sin embargo,
en la etapa control hubo una reduccion de hasta del 10% comparado con el control
obeso (p<0.05). Los grupos alimentados con frijol mostraron menor didmetro de
adipocitos y contenido de TAG en tejido adiposo, en las dos etapas en estudio.
Los animales del grupo FMB mostraron menores niveles de glucosa en etapa
preventiva y control (13 y 15% respectivamente), y menor area bajo la curva en la
CTG; asi mismo, mostro proteccidn contra el desarrollo de resistencia a la insulina.
En la etapa control, los animales del grupo obeso presentaron menor
concentracion de insulina, debido a un incremento en el estrés oxidativo del
pancreas; mientras que en los grupos alimentados con frijol los niveles de insulina
se mantuvieron similares al control sano. Los resultados indican que el consumo
de frijol cocido disminuye el desarrollo de obesidad y sus complicaciones tanto con
fines preventivos y de control, siendo la variedad Flor de Mayo la que mostré
mayor proteccion.

(Palabras clave: Obesidad, Phaseolus vulgaris L., almacenamiento de grasa,
resistencia a la insulina).



SUMMARY

Obesity promotes the development of metabolic alteration like insulin resistance.
To control this metabolic condition is advisable to increase of food consumption
that improves these alterations. The aim of this study was to evaluate the effect of
cooked common bean (Phaseolus vulgaris L.) on fat storage and development of
insulin resistance in a model of diet-induced obesity. For in vivo experiments were
used male Sprague-Dawley rats fed with an obesigenic diet (OB diet)
supplemented with beans varieties Flor de Mayo (FMB) and Flor de Junio (FJB) at
9%. Both beans were tested for prevention obesity (OB diet supplemented with
beans, three months) and control obesity (OB diet, three months and after OB diet
suplemented with beans, three months). Body weight, blood glucose and an oral
glucose tolerance test (OGTT) were determined. At the end there were measured
serum levels of insulin, whereas in abdominal adipose tissue there was determined
the adipocytes size and the triglycerides content (TAG). Not changes were
observed in the body weight in the preventive stage, however, in the control stage
there was a reduction up to 10% compared with obese controls (p <0.05). The
groups fed with bean had lower adipocytes sizes and TAG content in adipose
tissue in both studies. FMB group showed lower levels of glucose in preventive and
control stage (13 and 15% respectively), which was associated with a lower area
under the curve in the OGTT; likewise, it showed protection against developing
insulin resistance. In the control phase, animals in the obese group had lower
insulin levels, due to an increase of oxidative stress in the pancreas, whereas in
the groups fed with beans insulin levels remained similar to healthy control. Results
indicate that consumption of cooked beans decreases the development of obesity
and its complications, both for preventive and control purposes, and Flor de Mayo
variety was the one that showed most protection.

(Keywords: Obesity, Phaseolus vulgaris L., fat storage, insulin resistance).
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I. INTRODUCCION

En las dltimas décadas las principales causas de mortalidad a nivel
mundial son las enfermedades cronico-degenerativas. La poblacion ha modificado
sus patrones alimentarios, aumentando la tendencia hacia el consumo de las
denominadas comidas rapidas por la facilidad que implica su elaboracion, y las
cuales se componen principalmente de grasas y carbohidratos, dentro de los
cuales juegan un papel muy importante los azucares refinados. En lo que respecta
a México, en los ultimos afos se ha reportado un aumento en la prevalencia de
obesidad en todos los sectores de la poblacion. Siendo esta la situacién que el
pais enfrenta, se deben buscar soluciones que estén dirigidas hacia la promocion
del consumo de alimentos que forman parte de la dieta tradicional mexicana, y que

han mostrados efectos benéficos a la salud desde épocas ancestrales.

La obesidad esté caracterizada por una acumulacion anormal o excesiva
de grasa, mostrando un desequilibrio en el metabolismo del organismo a nivel
bioguimico y molecular, lo cual genera una serie de complicaciones en diversos
tejidos, por lo que puede llevar al desarrollo de enfermedades como la diabetes,
alteraciones cardiovasculares, entre otras. La ingesta de una dieta alta en grasas y
carbohidratos, como azucares refinados, lleva al organismo a disminuir la
capacidad de utilizacion de glucosa como fuente de energia, produce
hiperinsulinemia y alteracion en células B pancreaticas. Asi mismo, la insulina es
una hormona anabdlica, por lo que favorece la accion de la enzima lipoproteina
lipasa en los adipocitos, produciendo un aumento en el almacén de triglicéridos en
dichas células. A su vez, el tejido adiposo es un érgano enddcrino activo, que es
capaz de sintetizar proteinas denominadas adipocinas y citocinas proinflamatorias;
por lo que durante la obesidad, al incrementar la cantidad de tejido adiposo, la
sintesis de dichas proteinas es mayor, generandose un estado de inflamacion
cronico de bajo grado, caracteristico de la obesidad. Ademas dichas proteinas a la
larga participaran de manera importante en la regulaciébn de la ingesta de

alimentos asi como en el desarrollo de enfermedades.



Es por esto que la estrategia contra la obesidad debe estar dirigida hacia
la prevencion y el control de dicha problemética, siendo el propdésito principal la
disminucién de los problemas de salud que enfrenta en la actualidad la poblacién

mexicana.

Uno de los legados mas importantes heredados de la cultura prehispanica
es la dieta tradicional mexicana, la cual se componia de una serie de alimentos
con notables propiedades nutracéuticas. Dentro de éstos podemos mencionar al
frijol coman (Phaseolus vulgaris L.), que se ha relacionado con la disminucion en
la ingesta alimentaria y con la capacidad para reducir la absorcion de los
carbohidratos de la dieta, promoviendo de esta manera la movilizacién de los
depdsitos de grasa, por lo tanto, disminuyendo el riesgo de complicaciones de la
obesidad. Ademas, diversos estudios han comprobado el poder hipoglucemiante y
antioxidante del frijol, ayudando en patologias como la diabetes y sus

complicaciones.

Por lo anterior, este proyecto estuvo enfocado hacia el estudio del efecto
del consumo de frijol comun cocido sobre la resistencia a insulina y otras

complicaciones en un modelo de obesidad inducido por dieta.



II. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades crénico-degenerativas

Las principales causas de mortalidad en México son las denominadas
enfermedades cronico-degenerativas, entre las cuales se encuentran
enfermedades del corazén, diabetes, y otras enfermedades crénicas del higado. A
partir del aflo 2007, la diabetes mellitus ha representado la principal causa de
muerte en el pais mientras que las enfermedades isquémicas del corazén son la
segunda causa de muerte (Figura 1) (Secretaria de Salud, 2007). La obesidad es
un riesgo comuan que comparten estas enfermedades (Cérdoba-Villalobos y col.,
2008).

100 -

Enfermedades Enfermedades Diabetes Cirrosis
isquémicas cerebrovasculares mellitus hepatica
del corazon

I I Hombres - Mujeres

Figura 1. Tasa estandarizada de mortalidad por enfermedades cronico-

degenerativas seleccionadas segun el sexo (Secretaria de Salud, 2007).



2.2 Obesidad como factor de riesgo

La obesidad y el sobrepeso se definen como una acumulacién anormal o
excesiva de grasa y la causa fundamental es un desequilibrio entre el ingreso y el
gasto de calorias. Se han establecido algunos indices para su determinacién,
entre los que destacan el indice de masa corporal (IMC). Este es un indicador
simple de la relacién entre el peso y la talla que se utiliza frecuentemente para
identificar el estado nutricio. El sobrepeso esta definido como un IMC igual o
superior a 25, y la obesidad como un IMC igual o superior a 30, aungue se ha visto
gue el riesgo de enfermedades cronico-degenerativas en la poblacion aumenta
progresivamente a partir de un IMC de 21 (Goran and Gower, 1999; Organizacion
Mundial de la Salud, 2006; Cafete-Estrada y Gil-Campos, 2007).

2.3 Obesidad en México

Actualmente México es el segundo pais con obesidad, sélo superado por
Estados Unidos. Siete de cada 10 mexicanos presentan sobrepeso u obesidad,
7.6% de la poblacion infantil tiene sobrepeso, el 24.2% de hombres mayores de 15
afos tienen obesidad y el 34.5% corresponde a mujeres obesas mayores de 15

afos (Secretaria de Salud, 2006; Barquera-Cervera y col., 2010).

El factor de riesgo que mas se asocia a la obesidad en nifios y adultos en
México es el patron de alimentacion, ya que se consumen dietas compuestas de
un alto valor calorico acompafiadas de una disminucién de la actividad fisica.
Principalmente ha aumentado la disponibilidad de alimentos procesados
adicionados con altas cantidades de grasas, azUcar y sal, asi como el consumo de
comida rapida y comida preparada fuera de casa. Por otra parte, cada vez es mas
la exposicion a publicidad sobre alimentos industrializados y productos que
facilitan las tareas cotidianas, por lo que el trabajo de las personas ha disminuido y
de este modo su gasto energético. Todo esto ha impactado sobre los niveles de

sobrepeso y obesidad de la poblacion (Barguera-Cervera y col., 2010). De



acuerdo con las Encuestas Nacionales de Ingreso y Gasto de los Hogares
(ENIGH) durante los ultimos 14 afios se mostro una disminucion en la compra de
frutas y verduras de 29.3%, y a su vez se incrementé la compra de alimentos ricos
en carbohidratos refinados y bebidas con alto aporte energético (Figura 2) (Rivera-

Dommarco y col., 2002).
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Figura 2. Cambio porcentual en el patrén de compra de alimentos en México,
2002 (Rivera-Dommarco y col., 2002).

2.4 Caracteristicas de la obesidad

La obesidad se produce cuando la ingesta de energia almacenada
principalmente como triglicéridos, supera el gasto energético y se caracteriza por
un exceso de tejido adiposo. El almacenamiento y movilizacion de los depdsitos
de grasa, estan regulados por una serie de factores, dentro de los cuales el
sistema nervioso central, en especifico el hipotdlamo, juegan un importante papel
en el mantenimiento de la homeostasis energética, controlando los centros de

hambre y saciedad.



El tejido adiposo es fundamental en el desarrollo de obesidad ya que
ademas de ser un sitio de almacenamiento, es un érgano endocrino, capaz de
sintetizar varias hormonas que regulan el metabolismo. Un incremento en la masa
celular grasa, caracteristico de la obesidad, llevarA a un desbalance en la
liberacion de dichas hormonas, asi como de otras proteinas denominadas
adipocitocinas. Estas son capaces de incrementar o reducir la sensibilidad a la
insulina, dentro de las que podemos mencionar a leptina, adiponectina, factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), entre otras. De esta manera, el
tejido adiposo es un complejo y activo 6rgano secretor que manda y recibe
sefiales que modulan el gasto energético, apetito, sensibilidad a la insulina,
funciones endocrinas y reproductivas, metabolismo 6seo, inflamacion e inmunidad
(Shoelson y col., 2007; Singla y col., 2010).

2.4.1 Metabolismo de la obesidad

Al ingerir un exceso de grasas y carbohidratos, en especial carbohidratos
simples y grasas saturadas, como ocurre en las dietas occidentalizadas; el
organismo toma la energia que requiere para cubrir sus necesidades, y el
excedente es transportado hacia el higado, en donde es convertido en triglicéridos
(TAG) y luego es empaquetado en forma de lipoproteinas de muy baja densidad
(VLDL). Posteriormente las VLDL se transportan hacia el tejido adiposo, en donde
la lipoproteina lipasa (LPL) hidroliza a los triglicéridos para permitir su entrada al
interior de los adipocitos. En dichas células, los &cidos grasos libres son
reesterificados junto con glicerol para formar TAG, los cuales se quedaran

almacenados en el tejido adiposo (Luzuriaga, 2000).

Tanto los acidos grasos libres y carbohidratos como la fructosa, que
llegan al higado, favorecen la sintesis de TAG, asi como la gluconeogeénesis. La
fructosa puede entrar libremente a las células, mediante el transportador GLUT-5,
el cual no es dependiente de insulina. Ademas al ser absorbida se transporta por

el epitelio intestinal hacia el higado, donde es fosforilada mediante la



fructoquinasa, enzima que permite su entrada continua a la via glucolitica. Por lo
gue, descontrola la produccion de glucosa, glucégeno, lactato y piruvato. De esta
manera proporciona grupos glicerol y acil para formar moléculas de acilglicerol e
incrementar la sintesis de TAG en el higado (Cafiete-Estrada y Gil-Campos,
2007).

Por lo tanto en la obesidad los niveles de TAG provenientes de la dieta y
enddgenos estan elevados. Asi mismo, la sintesis de insulina aumenta, por lo que
se favorece la actividad de LPL en tejido adiposo, esto ocasiona que la captacion y
almacenamiento de TAG se incremente en dicho tejido, lo que da lugar a un
notable incremento de la masa grasa en el organismo (Figura 3) (Eckel y Grundy,
2006).
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Figura 3. Metabolismo de la obesidad, TAG (Triglicéridos), LPL (Lipoproteina
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Conforme avanza el proceso de obesidad, comienza a haber resistencia a
la insulina. Esta condicién genera que LPL disminuya su actividad, mientras que la
actividad de la lipasa sensible a la hormona (LSH) aumenta, por lo que comienzan
a ser liberados TAG de los adipocitos. Ademas la sintesis de TAG en el higado se
ve incrementada, lo que genera que los niveles de dichas moléculas se vean
aumentados en sangre. Considerando que ademas la expresion de los
transportadores de glucosa dependientes de insulina GLUT-4, se ve disminuida en
adipocitos durante la obesidad, finalmente el proceso lleva a alteraciones en la
utilizacién de glucosa por los tejidos, lo que dara lugar posteriormente al desarrollo
de hiperglicemia, hiperlipemia, hiperinsulinemia y resistencia a la insulina (Eckardt
y col., 2008; Singla y col., 2010).

2.5 Obesidad y resistencia a la insulina

En condiciones normales, las células B pancreaticas son las encargadas
de sintetizar insulina, hormona principal en la regulacion de los niveles de glucosa.
Las funciones de la insulina son estimular la ingesta de glucosa vy triglicéridos en
musculo y tejido adiposo, inhibir la produccion de glucosa en higado
(gluconeogénesis) y la lipdlisis, y promueve la sintesis de glucégeno y lipidos.
Ademas la insulina activa la LPL e inhibe LSH, enzimas importantes para el
almacenamiento y movilizacion de triglicéridos en los adipocitos y estimula la
expresion de enzimas lipogénicas, como acetil-CoA-carboxilasa (ACC) y &cido

graso sintasa (FAS) (Singla y col., 2010).

Los efectos metabdlicos de la insulina estan mediados por una serie de
reacciones que componen una compleja cascada de sefalizacion. En personas
sanas, la insulina se une a su receptor (IR) en la membrana celular, este receptor
se autofosforila en residuos de tirosina (Tyr), para desencadenar una serie de
sefales relacionadas con la traslocacion de los transportadores de glucosa
(GLUT-4) a la membrana. Esto da como resultado el permitir la entrada de glucosa
a la célula (Eckel y Grundy, 2006).



2.6 Obesidad e inflamacién

Las proteinas sintetizadas por el tejido adiposo, han sido definidas como
adipocinas y se les ha implicado en la patogénesis del estado de inflamacion de
bajo grado cronico en la obesidad. Durante el proceso de inflamacion en los
adipocitos, se presentan diversos mecanismos con el propdésito de actuar en
respuesta al proceso necrotico que ocurre en dicho tejido como lo es la infiltracion
de macroéfagos. Al ser activado este proceso se favorece la secrecién de citocinas
proinflamatorias como (TNF-a, IL-6 e IL-1). Asi mismo, la obesidad est4 asociada
con niveles circulantes elevados de moléculas de naturaleza inflamatoria como el
inhibidor del activador del plasmindégeno-1 (PAI-1), proteina C reactiva (CRP), y
proteina quimioatrayente de monocitos (MCP-1). A su vez durante la obesidad hay
reduccion en la sensibilidad a la leptina y una disminucion en produccion de
adiponectina, siendo éstas dos adipocinas importantes en la regulacién de la
ingesta y mejora de la sensibilidad a la insulina (Bastarrachea y col., 2007; Gomez
y col., 2009; Engstrom y col., 2010).

2.6.1 Leptina

Es una proteina sintetizada por el tejido adiposo blanco. En varios tejidos
se expresan los receptores de dicha proteina; los adipocitos han sido identificados
como sitio primario para su expresion. Su funcién principal la realiza
proporcionando una sefial de saciedad sobre sus receptores en el sistema
nervioso central dentro del hipotalamo; y la activacion de sus receptores suprime

la ingesta de alimentos y promueven el gasto energético (Blanco-Quirds, 2007).

La sintesis de leptina es proporcional a la cantidad de masa grasa; es por
esto que durante la obesidad sus niveles se ven incrementados, pero el problema
radica en que se genera resistencia a la leptina, por lo tanto, no hay un control de

la ingesta y el gasto energético (Almanza-Pérez y col., 2008; Bonet y col., 2009).



Adicionalmente la leptina tiene un papel importante dentro del
mantenimiento del estado de inflamacion de bajo grado cronico, caracteristico de
la obesidad, ya que al ser de naturaleza proinflamatoria, incrementa la liberacion
de citocinas como TNF-a e IL-6, favorece la infiltracion de macrofagos, e

incrementa el estrés oxidativo (Blanco-Quirds, 2007).

2.6.2 Adiponectina

Es una adipocitocina presente dentro de las células y en la circulacion.
Sus funciones metabdlicas son mejorar la sensibilidad a la insulina y suprimir la
entrada de acidos grasos al higado, ademas de mejorar la utilizacion de glucosa
por el higado y musculo e incrementar la oxidacion de &cidos grasos (Blanco-
Quiros, 2007).

Teniendo en cuenta que la adiponectina es antiinflamatoria, esta tiene un
papel muy importante en el establecimiento del estado de inflamacion durante la
obesidad, ya que se ha observado que sus niveles disminuyen, lo cual se ha
relacionado con desarrollo de resistencia a la insulina; ademas de que se
incrementa la sintesis de citocinas proinflamatorias y disminuye la produccion de
citocinas antiinflamatorias como IL-10. Se le ha relacionado con efectos
vasculoprotectivos, por lo que durante la obesidad, al estar reducida su
produccion, el riesgo cardiovascular incrementa (Blanco-Quirés, 2007; Bonet vy
col., 2009).

2.6.3 Factor de necrosis tumoral (TNF-a)

Es una citocina producida en varias células, pero es sintetizada
principalmente por macrofagos. El tejido adiposo es una importante fuente de
TNF-a enddgena y su expresion y produccién esta elevada en la obesidad. Sus
funciones son reducir la expresién de genes involucrados en la accién de la

insulina, incluyendo el transportador de glucosa GLUT4, el receptor de insulina
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(IR) y el sustrato del receptor de insulina (IRS-1), inhibir la autofosforilacién y
actividad del receptor de insulina asi como la actividad del IRS-1, inhibir factores
de transcripcion necesarios para la diferenciacion adipocitaria, lipogénesis y la
sensibilidad a la insulina en los adipocitos y estimular la lipdlisis basal en
adipocitos, al suprimir la expresion de la perilipina, por lo que se le ha relacionado
con la obesidad, diabetes y el gasto energético (Bonet y col., 2009). Ademas
estimula a las células endoteliales y a los macréfagos para secretar citocinas (IL-1,
IL-6 y TNF-a) y quimiocinas (Blanco-Quirds, 2007; Jiménez-Martinez y Chavez-
Sanchez, 2010).

2.6.4 Proteina C reactiva (CRP)

Es sintetizada por hepatocitos y células del endotelio vascular y su
expresion esta regulada por citocinas como la IL-6, IL-1 y TNF-a. En procesos
inflamatorios, como la obesidad, en la cual se incrementan las concentraciones de
citocinas proinflamatorias, en especial IL-6 mandan la sefial al higado para que
aumente la sintesis de CRP, lo cual a su vez lleva a incrementar la expresion de
moléculas de adhesion como ICAM-1 (Molécula de adhesion intercelular), VCAM-1
(Molécula de adhesion vascular), asi como algunas otras moléculas que
favoreceran el reclutamiento y adhesion de monocitos a la intima del subendotelio
vascular y del tejido adiposo, como las proteinas quimioatrayentes de monocitos,
lo cual llevara a una disfuncion del endotelio por la formacion de lesiones
vasculares que son la base del desarrollo de la ateroesclerosis (Rodriguez-Lépez
y col., 2004; Maiz, 2005; Amezcua-Guerra y col., 2007).

2.7 Complicaciones de la obesidad

Las principales complicaciones de la obesidad, a menudo hacen
referencia al sindrome metabdlico, que se caracteriza de resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa, y posterior desarrollo de diabetes tipo Il, ademas de

dislipidemia, hipertension y enfermedades cardiovasculares. La obesidad
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abdominal es importante, ya que provoca acumulacién ectopica de lipidos,
esteatosis hepatica, que pueden generar complicaciones metabdlicas
caracteristicas de la obesidad (Jiménez-Martinez y Chavez-Sanchez, 2010; Singla
y col., 2010).

La adiposidad visceral correlaciona positivamente con incremento en el
riesgo de enfermedades cardiovasculares y diabetes, esto se ha atribuido a que
tiene acceso directo a la circulacién portal, por lo que tiene impacto directo sobre
higado (Shoelson y col., 2007).

2.7.1 Diabetes

La diabetes es una enfermedad que se caracteriza por altos niveles de
glucosa sanguinea, resultante de defectos en produccion de insulina, su accién, o
ambos. Hay dos tipos de diabetes, la tipo | se da cuando el sistema inmune del
organismo destruye a las células B pancreacticas del organismo, dando lugar a
una disminucién en la produccion de insulina. La diabetes tipo Il, comienza con
resistencia a la insulina, por lo que las células no usan correctamente a la insulina
y por lo tanto la glucosa no puede ser utilizada por los tejidos dependientes de
insulina; 90% de los casos de diabetes en el mundo le corresponden a la tipo Il
(Shoelson y col., 2007).

En todas las edades, el riesgo de padecer diabetes tipo Il es mayor
conforme se incrementa el peso corporal. La prevalencia de este tipo de diabetes
es de 3 a 7 veces mayor en personas obesas, y es 20 veces mas en personas con

indices de masa corporal por arriba de 35 kg/m? (Thévenod y col., 2008).
2.7.2 Enfermedades cardiovasculares

La obesidad es considerada uno de los factores de riesgo cardiovascular

mas importantes a nivel mundial, y se incrementa por la coexistencia de otros
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factores como dislipidemia, hipertension, resistencia a la insulina y diabetes; los
cuales a su vez estan intimamente ligados con un exceso de tejido adiposo y a su
distribucién corporal, ya que la grasa visceral, se correlaciona mejor con el riesgo
de cardiopatia isquémica. El incremento de las LDL pequefias y densas, el
descenso de HDL, y la hipertrigliciredemia, durante la obesidad, crean las
condiciones metabdlicas generales apropiadas para el desarrollo del proceso
aterégenico. La prevalencia de hipertension arterial en obesos puede llegar a ser
del 25-50%, y se incrementa si ademas se acompafia de diabetes (Krauss y col.,
1998).

La obesidad genera cambios en la estructura y funcién renal; dando lugar
a disfuncion renal, caracterizada por incremento de la reabsorcién tubular de
sodio, lo cual juega un papel importante en el aumento de la presion sanguinea.
La vasodilatacion renal, hiperfiltracién glomerular y el incremento de la presion
arterial son compensaciones que ayudan a mantener el balance de sodio en la
obesidad; sin embargo a la larga se genera glomeruloesclerosis y pérdida de la
funcion de las nefronas (Krauss y col., 1998).

2.8 Prevencién y control de obesidad

El tratamiento contra la obesidad esta enfocado hacia la prevencion en
etapas tempranas de la vida. Se ha observado que es mas facil promover la
adquision de habitos alimentarios y estilos de vida mas saludables durante la
infancia, que modificar habitos ya estructurados y establecidos en la etapa adulta.
Es por eso que las estrategias preventivas deben de realizarse desde la nifiez,
buscando fomentar habitos alimentarios saludables y actividad fisica (Barquera-

Cerveray col., 2010).

En la poblacion adulta se busca lograr cambios en los patrones de
alimentacion y estilos de vida que permitan la prevencion de enfermedades

cronicas, la reduccién de la prevalencia de sobrepeso y obesidad, y la disminucion

13



de mortalidad cardiovascular y por diabetes tipo 2; esto con el propdsito de
detener y desacelerar el avance en la prevalencia de sobrepeso y obesidad

(Barquera-Cervera y col., 2010).

2.9 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos mas
antiguos, ya que su consumo data desde tiempos prehispanicos. Se encuentra
dentro de las leguminosas mas utilizadas para el consumo humano en el mundo.
Junto con el maiz, es uno de los legados mas importantes para toda América, ya
gue el frijol se complementa perfectamente con el maiz, de esta manera los
aminoacidos que no se encuentran en el frijol se encuentran en el maiz y
viceversa, brindando una alimentacién balanceada a quien lo consume. La
produccion total de esta leguminosa, supera los 23 millones de toneladas
métricas, de los cuales, 7 millones se generan en Latinoamérica y Africa
(Broughton y col., 2003).

El frijol pertenece a la familia de las leguminosas o fabaceas. Hay 70
variedades de frijol que se distribuyen en 7 grupos: negros, amarillos, blancos,
morados, bayos, pintos, moteados (Financiera Rural, 2009). En la actualidad las
variedades mas distribuidas comercialmente son los frijoles bayos, pintos y negros
(Broughton y col., 2003).

2.9.1 Consumo en México
El consumo actual promedio en México de frijol es de 11 a 12 kg por

persona por afo, y se registré una disminucion del 6.4% al pasar de 1.07 millones

de toneladas en 2007 a 1 millon de toneladas (Figura 4) (Financiera Rural, 2009).
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Figura 4. Consumo del frijol en México (Financiera Rural, 2009).

Existen habitos preferenciales en el consumo del frijol en México, las
principales caracteristicas que utilizan los consumidores para definir sus
preferencias se basan en el tiempo de coccion y sabor, ademas del color, tamafio

y brillantez.

Por la preferencia del consumidor el frijol se clasifica en muy preferente
dentro de la que se encuentran el Azufrado, Mayocoba, Negro Jamapa (mezcla de
variedades negras), Peruano, Flor de Mayo y Flor de Junio; preferentes son las
variedades Garbancillo, Manzano, Negro San Luis, Negro Querétaro y Pinto, y por
ultimo los no preferentes que son Alubia Blanca, Bayo Blanco, Negro Zacatecas,
Ojo de Cabra y Bayo Berrendo. En el noroeste del pais se consumen las
variedades azufradas, que se cultivan principalmente en Sinaloa; en el noreste las
que mayor demanda tienen son los frijoles pintos o bayos; mientras que en la zona
sur se consumen mas las variedades negras, las cuales se cultivan principalmente
en Nayarit y Zacatecas; y en el centro se consumen todas las clases comerciales,
destacando Flor de Mayo y Flor de Junio (Castellano y col., 2007; Financiera
Rural, 2009).
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El 2% de la produccién nacional y un volumen no determinado de frijol
importado se transforma en productos muy diversos, tales como frijol cocido
embolsado, frijol enlatado, deshidratado, alimentos colados y combinados con

otros productos (Acosta-Gallegos y Pérez-Herrera, 2010).

2.9.2 Composicion quimica

Los carbohidratos se encuentran presentes en un 52.4% de peso seco,
por lo que son la parte principal del frijol; y se componen principalmente de
carbohidratos complejos, almidon y fibra dietética, y de oligosacaridos como,
rafinosa, estaquiosa y verbascosa. Su proporcion es significativamente menor y
son los causantes de las flatulencias. Ademas es una fuente importante de
proteinas, conteniendo entre 16 y 33 % (Guzman-Maldonado and Paredes-Lopez,
1998; Iniestra-Gonzalez y col., 2005).

El frijol aporta 134.4%, 19.1% y 15.9% de las cantidades diarias
recomendadas de &cido folico, hierro y zinc respectivamente. Por otro parte
contienen una serie de compuestos conocidos como factores antinutricios, entre
los que destacan los fitatos, oxalatos, entre otros, los cuales reducen el valor
nutricio de la semilla, sin embargo esta capacidad inhibitoria se reduce
significativamente con los procesos térmicos culinarios (Serrano y Goiii, 2004).

2.9.3 Propiedades antioxidantes y antiobesigénicas del frijol

El frijol contiene un grupo de substancias bioactivas, entre las que se
encuentran inhibidores de enzimas, carbohidratos complejos, oligosacaridos y
compuestos fendlicos que actian metabdlicamente en humanos y animales que
los consumen frecuentemente. Estos efectos pueden considerarse como positivos,
negativos o ambos. Algunas de estas substancias han sido consideradas como
factores antinutricios debido a su efecto en la calidad de la dieta. Los inhibidores

de enzimas pueden disminuir la digestibilidad de las proteinas, pero disminuye su
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efecto después de la coccidén. Algunos compuestos fendlicos pueden reducir la
digestibilidad de las proteinas y la biodisponibilidad de minerales, y los
galactooligosacéaridos pueden ocasionar flatulencias. Sin embargo, algunos de los
factores antinutricios son los que han demostrado tener efectos benéficos a la

salud (Diaz-Batalla y col., 2006; Reyes-Rivas y col., 2008).

Una de las propiedades nutracéuticas del frijol se enfoca en el poder que
tiene para disminuir o incluso prevenir la obesidad. Dentro de los componentes
que contribuyen a que este efecto tanto en frijol crudo como cocido, son los
carbohidratos no digeribles y de digestion lenta, como el almidon resistente, la
fibra y oligosacaridos; los inhibidores de amilasas, las fitohemagluteninas, y los

taninos (Serrano y Goiii, 2004).

Inhibidores de amilasas. Se ha comprobado que pueden reducir la
digestibilidad del almidon, y por lo tanto reducir los niveles de glucosa sanguinea,
por lo que el consumo de frijol, reduce los niveles de glucosa plasméatica post-
prandial, insulina, péptido C y péptido inhibidor gastrico, lo que sugiere que podria
ser utilizado con propoésitos terapéuticos en diabetes y control de obesidad
(Serrano y Gofi, 2004).

Dentro de los inhibidores de amilasas, al que mayor beneficio se le ha
atribuido es en especifico a la isoforma 1 (a-All), la cual se ha extraido y usado en
una diversidad de productos comerciales con la referencia de ser anti-obesidad y
anti-diabetes por medio del bloqueo de la digestion del almidon. Los bloqueadores
de la digestion del almidén son compuestos que tienen la capacidad de interferir
con la hidrdlisis de carbohidratos complejos provocando una reduccion de la
digestibilidad o prolongacion del tiempo de digestion. Debido a esto la energia
derivada de dichos carbohidratos se reduce y se disminuye la cantidad de glucosa
en sangre. El mecanismo mediante el cual el inhibidor de a-amilasa ejerce su

accion es bloqueando completamente el sitio activo de la enzima, mediante su
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unién a dicha enzima, generando una serie de cambios estructurales que

afectaran la conformacion del sitio activo de la enzima (Obiro y col., 2008).

Dentro de los efectos benéficos que se han reportado para el inhibidor a-
amilasa del frijol, es la disminucion de la obesidad, lo cual se deriva de la
movilizacion de las reservas de grasa del cuerpo debido a la restriccion de energia
como resultado de la accion inhibitoria que ejerce sobre las amilasas pancreéaticas.
Varios estudios han mostrado una reduccion en la grasa corporal de ratas debido
al consumo de extractos crudos de frijol. Asi mismo, se ha reportado que la
incorporacion del inhibidor de a-amilasa a la dieta, ha permitido una reduccion en
los niveles de glucosa postpandrial, por lo que el total de energia en forma de
glucosa obtenida a partir de la dieta es por tanto reducida, incrementandose la
movilizacion de la grasa corporal. En estudios con humanos se han observado
cambios en el peso corporal, contenido del tejido adiposo, circunferencia de
cintura, circunferencia de cadera, circunferencia del muslo derecho y masa grasa
(Celleno y col., 2007; Obiro y col., 2008).

Carbohidratos no digeribles. Dentro de estos se encuentra el almidon
resistente, el cual representa la mayor cantidad de almidon del frijol, también los
polisacéaridos de la fraccion de fibra dietética y oligosacaridos no digeribles forman
parte de los carbohidratos que resisten la accién de la a-amilasa y alcanzan el
intestino grueso donde pueden ser fermentados por las bacterias colénicas
(Serrano y Goiii, 2004). Estos carbohidratos no afectan directamente la respuesta
glicémica, pero tienen la capacidad de modular la composicion de la microbiota
colénica y los efectos fisioldgicos de los productos finales de la fermentacion
anaerobia. La accion potencial contra la obesidad que ejercen estos componentes
del frijol se basa en su capacidad de disminuir la absorcién en el intestino. Uno de
los mecanismos es la resistencia a la accion de enzimas intestinales, mientras que
el otro mecanismo es su accibn como agentes secuestrantes de otros
componentes de la dieta. De esta manera, se disminuye la degradacion de

carbohidratos y grasas de la dieta, ademas se controlan los niveles de glucosa y
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acidos grasos en el organismo, lo que ocasiona que la sintesis de insulina

disminuya.

Asi mismo, el consumo de frijol como fuente de fibra, produce una mayor
saciedad, esto debido a que se estimula la secrecion de colecistocinina, que esta
relacionada con un retardo en el vaciamiento gastrico, lo que produce una mayor
sensacion de plenitud intestinal, y lo cual lleva a una disminucién en la ingesta
alimentaria, ademas se ha relacionado con reducciones en los niveles plasmaticos

de glucosa e insulina en pacientes diabéticos (Obiro y col., 2008).

Compuestos fendlicos. Dentro de los compuestos fendlicos del frijol se
pueden mencionar flavonoides como daidzeina, genisteina, kaempferol, y
guercetina; é&cidos fendlicos como &cido gdlico, catequina, &cido p-
hidroxibenzoico, acido vanilico, acido p-cumarico, y &cido ferulico, asi como,
antocianinas. Estos compuestos han mostrado tener propiedades antioxidantes;
sin embargo, de acuerdo a las condiciones edafocliméticas y época del afio en las
gue se cultive el frijol, seran factores determinantes en la calidad nutracéutica de
dicha leguminosa. Dentro de las variedades que se consumen en México y
presentan mayor capacidad antioxidante se encuentran Flor de Mayo M38 y Negro

Durango (Iniestra-Gonzalez y col., 2005).

También se ha reportado que las variedades agrupadas por color de testa
con mayor concentracion de factores antinutricios son las de tipo negro y bayos;
mientras que los pintos tienen buena capacidad antioxidante y pocos factores
antinutricios; por lo que se ha reportado que dentro de las variedades estudiadas,
las de Flor de Mayo, negro y pinto son una fuente importante de antioxidantes y
por lo tanto podrian disminuir enfermedades en las cuales la presencia de
oxidacion por radicales libres este presente, como obesidad, diabetes, cancer,

entre otras (Serrano y Gofii, 2004; Diaz-Batalla y col., 2006).
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El mecanismo de accién de estos compuestos se basa en su potencial
como compuestos antioxidantes, logrando disminuir el estrés oxidativo en el
organismo, lo cual puede crear una proteccion en diferentes tejidos que estan
sometidos a un proceso de oxidacion durante la obesidad, como las células
pancreaticas, tejido adiposo, renal, muscular, entre otros (Diaz-Batalla y col.,
2006).

Se ha reportado que los compuestos fendlicos activan al receptor activado
por proliferador de peroxisomas y (PPARY), el cual esta implicado en la inhibicion
de las cinasas de IKB, esto disminuye la traslocacion del factor de transcripcion
NFkB hacia el nucleo, y por lo tanto la expresion de citocinas proinflamatorias y
moléculas de adhesién en tejidos como el rifion y el endotelio, disminuyendo por lo
tanto el riesgo de desarrollar placa ateroesclerética y dafio renal (Zeng y col.,
2011).

La obesidad y la diabetes son enfermedades directamente relacionadas
con la dieta, sin embargo, algunos alimentos como el frijol, ofrecen efectos
benéficos potenciales en contra de los dafios que ocasionan las enfermedades
cronico-degenerativas, de una manera econdémica y de facil acceso para toda la
poblacién, por lo tanto, se requiere generar informacién que respalde sus

propiedades como alimento funcional.

20



ll. JUSTIFICACION

En la actualidad uno de los factores de riesgo mas importantes para el
desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas es la obesidad, la cual
representa uno de los problemas de salud publica mas importantes para los
paises de primer mundo y en vias de desarrollo. La obesidad esta caracterizada
por una acumulacion excesiva de tejido graso en el organismo, generando una
serie de trastornos metabdlicos como hiperglucemia, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina, resistencia a la leptina, entre otros,
gue a largo plazo desencadenaran el desarrollo de patologias del tipo cronico-
degenerativo. Por lo que la prevencion y control de la obesidad deben estar
enfocados hacia la modificacion de los patrones alimentarios y el estilo de vida de
la poblacion, las cuales son las principales causas del incremento de la
prevalencia de sobrepeso y obesidad. Es por esto que se debe promover y
fomentar el consumo de alimentos de origen natural y que han demostrado tener
compuestos funcionales, capaces de ejercer efectos benéficos sobre la salud, con
el propdsito principal de prevenir o reducir la progresion de los dafios generados

por las enfermedades.

Dentro de estos alimentos con potencial nutracéutico se encuentra el frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.), el cual a través de diversas investigaciones ha
comprobado tener un efecto hipoglucemiante y antioxidante. Ademas, el frijol
crudo se ha relacionado con la disminucion en la ingesta de alimentos (efecto
anorexigénico) y reduccion en la absorcion de carbohidratos de la dieta (efecto
antiobesigénico), dos efectos fundamentales para la prevencion y control de la
obesidad. Por lo que se sugiere que el consumo de frijol cocido tradicionalmente
podria tener efectos benéficos para proteger contra el desarrollo de la obesidad y

sus complicaciones.
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IV. HIPOTESIS

Debido a las propiedades antiobesigénicas, antioxidantes vy
antiinflamatorias, el consumo de frijol comun cocido disminuye los depdésitos de
grasa en tejido adiposo y por lo tanto la resistencia a la insulina en animales

alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa.
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V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto del consumo de frijol comin cocido (Phaseolus vulgaris
L.) sobre el almacenamiento de grasa y resistencia a la insulina en un modelo de
obesidad inducido por dieta.

5.2 Objetivos especificos

1.-Determinar el efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre el peso corporal

de ratas obesas.

2.-Evaluar el almacenamiento de grasa en tejido adiposo visceral de animales

obesos alimentados con frijol comun cocido.

3.-Examinar la capacidad del frijol cocido para regular la resistencia a la insulina y

su relacion con estados inflamatorios.

4.-Caracterizar parcialmente los compuestos antiobesigénicos e hipoglucemiantes

de las harinas de frijol comun cocido.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Material bioldgico

6.1.1 Animales

Se emplearon 48 ratas Sprague-Dawley machos, de 7 semanas de edad,
entre 180-220 g de peso corporal, los cuales se adquirieron del bioterio de
RISMART.

6.1.2 Frijol

Se usaron 2 variedades de frijol, Flor de mayo FMB08030 (FMB) y Flor de
Junio FJB08058 (FJB), cosecha 2009; las cuales fueron proporcionadas por el
campo experimental del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas

y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental Bajio, en Celaya, Gto.

6.2 Material quimico

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

e Kits para la determinacion de triglicéridos, colesterol total y colesterol HDL
en suero, marca Randox Laboratories (Antrim, Reino Unido).

e Kit de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la
determinacién de insulina y CRP, marca Millipore (Massachusetts, Estados
Unidos de América).

e Kits de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la
determinacion de TNF-a, AdipoQ y Leptina marca Invitrogen (California,

Estados Unidos de América).
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6.3 Grupos experimentales

Las 48 ratas se dividieron aleatoriamente en 6 grupos durante 6 meses
del experimento. Los primeros 3 meses formaron parte de la etapa de prevenciéon
en donde se les dio una dieta alta en grasa saturada y fructosa (dieta OB) junto
con la adicién del frijol en dicha dieta al 9% (preventiva), esto con el fin de
observar el efecto del frijol sobre la prevencion en el desarrollo de obesidad.
Mientras que a otro grupo de ratas se les indujo obesidad durante 3 meses
mediante dieta OB, para posteriormente adicionar el frijol al 9% durante 3 meses
mas (control). La cantidad de frijol adicionada en las dietas fue para simular el

consumo en algunas zonas rurales del estado de Querétaro (Figura 5).

[ Grupos experimentales ]
4 v + v
Sanas Ohesas FMB FIB
Dieta estandar Dieta OB OB~+FMB 9% OB+FJB 9%
L L e
é ' Sanas | ]
2 Obesas ()
£

| Obesas + Frijo| (TSSOSO

Zanas [ ]

1 opesas (S
Obesas+Frijol (Y

Control

(] Dietaestindar
N Dicta alta en grasas y fructosa
(BRSNS UDistaalta en grasay fructosa adicionada conlarespectiva OB (Diets alts en grass y fructosa), FMB
variedad y concentracion de frijol (Varedad FMBOS030), FIB (Varedad
£ cacrificio FJBOS05E)

Figura 5. Grupos experimentales de la etapa preventiva y control.
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6.4 Dieta alta en grasay fructosa

Para la induccién de obesidad a las ratas se les proporcion6 una dieta alta
en grasa saturada y fructosa (dieta OB) compuesta por 18.25% de proteinas, 47%

de carbohidratos (23% fructosa) y 34.75% (8% grasa saturada) de lipidos.

6.5 Harinas de frijol

Las 2 variedades de frijol, FMB08030 y FJB08058, se sometieron a un
proceso de coccion en una relacion 1:1.6 p/v de frijol con agua potable a una
temperatura de 96 + 2°C, hasta obtener una producto homogéneamente cocido.
Posteriormente, se trituraron y molieron con su caldo de coccidn para después
liofilizarse por un periodo de 5 dias, para obtener una harina uniforme y
completamente seca. Las harinas liofilizadas se almacenaron protegiéndolas de la
luz hasta su uso. Se adicionaron en la dieta OB que se les dio a los animales, y

ademas para la caracterizacion de los compuestos funcionales del frijol.

6.6 Estudios in vivo

Las ratas se colocaron en jaulas individuales, sometiéndolas a un periodo
de adaptacion de una semana en el que se les proporcioné el alimento comercial
Zeigler (NIH-31 Mouse/Rat Sterilizable Diet) y se les mantuvo a 25 °C, bajo un
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas con acceso libre al alimento y agua, durante
todo el experimento. Después de la semana de adaptacion, se formaron los
grupos experimentales aleatoriamente, para posteriormente alimentar al control
obeso y los grupos tratados con frijol con la dieta alta en grasa saturada y fructosa
(dieta OB) para la induccién de obesidad, mientras que el control sano siguié con

el alimento comercial durante todo el experimento.
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6.7 Determinaciones de parametros relacionados con el desarrollo de

obesidad y sus complicaciones

En cuanto a parametros relacionados con el desarrollo de obesidad se
cuantifico diariamente la ingesta de alimento. Quincenalmente, se midié el peso
corporal, el indice de masa corporal y el indice de obesidad. Respecto a las
complicaciones de la obesidad, se cuantificaron los niveles de glucosa en ayuno
cada mes mediante muestras de sangre obtenidas de la vena caudal de las ratas,

con 8 horas de ayuno.

Al finalizar cada etapa, los animales se sometieron a un ayuno y se
recolectaron muestras de orina de 12 h, posteriormente se anestesiaron
colocandolos en una cdmara con éter etilico, para tomarles una muestra de sangre
por puncion cardiaca, la cual se centrifugd para la obtencion de suero, el cual se
congelé y almacesipsin6 a -20 °C para las determinaciones bioquimicas.
Finalmente, las ratas se sacrificaron, se extrajo el pancreas y el tejido adiposo, los
cuales se congelaron con nitrogeno liquido y se almacenaron a -70°C para los

analisis correspondientes.

6.8 Parametros relacionados con el almacenamiento de grasa

6.8.1 Determinacién del niumero y tamafio de adipocitos

Se utilizo el tejido adiposo epididimal, el cual se fij6 en una solucion
amortiguadora de fosfatos-formalina al 10% durante 24 h, y luego se incluyeron en
parafina. Se cortaron secciones de 5 ym de grosor y se tifieron con hematoxicilina
y eosina para su analisis al microscopio. Para determinar cuantitativamente el
namero y tamafo de los adipocitos, las secciones tefiidas se observaron con un
microscopio de fluorescencia, para posteriormente analizarlas mediante el sistema

de imagen (Image Pro-Plus).
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6.8.2 Cuantificacion de triglicéridos en tejido adiposo

Los triglicéridos se cuantificaron de acuerdo a la metodologia de Folch y
col. (1957).

Para la preparacion de la muestra se utilizaron 500 mg de tejido adiposo y
se homogenizaron con la mezcla de solventes cloroformo:metanol (2:1).
Posteriormente, la muestra se filtr6 y se adicion6 un quinto del volumen de la fase
superior de solvente puro con CaCl,, se homogenizé y se lavé con un pequefio
volumen de la fase inferior de solvente puro, después se dejoé reposar hasta la
separacion de dos fases. Después, la fase superior fue removida y descartada
utilizando una pipeta pasteur, se realizaron 3 lavados de la fase inferior, utilizando
la fase superior de solvente puro. Finalmente, a la fase inferior se le adicion6

metanol, se homogenizé y luego se le agreg6 cloroformo.

Por dltimo se realizd la determinacion de triglicéridos mediante kit

enzimatico de la marca Randox (Antrim, Reino Unido).

6.9 Parametros relacionados con alteraciones del metabolismo de la glucosa

generados por la obesidad

6.9.1 Cuantificacion de glucosa

Para la cuantificacion de los niveles de glucosa sanguineos, se empled un
glucometro de la marca ROCHE, para lo cual se utilizaron tiras reactivas de la
marca Accutrend. El fundamento del glucémetro consiste en la medicion del poder
reductor generado por la enzima glucosa deshidrogenasa, al metabolizar la

glucosa a gluconolactona indicando la concentracion en mg/dL.
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6.9.2 Curva de tolerancia ala glucosa

A los animales en ayuno se les administré via intragéstrica una solucion
de glucosa (4 g/kg de peso corporal), y se obtuvieron las muestras de sangre de la
vena caudal de las ratas a los tiempos 0, 30, 60, 90 y 120 minutos, cuantificando

la glucosa empleando tiras reactivas de la marca Accutrend.

6.9.3 Determinaciéon de Insulina

La determinaciéon de insulina se realiz0 en las muestras de suero
utilizando un kit basado en el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA).

6.9.4 Oxidacién de proteinas en pancreas

Para realizar la determinacién de oxidacion de proteinas en pancreas se

realiz6 una extraccion de proteinas del tejido a analizar.

Se tomaron 500 uL de proteinas de pancreas y se afadieron 100 pL de
solucién amortiguadora de fosfatos y 200 pL de 2-4 dinitrofenilhidrazina 10 mM. Se
agitaron e incubaron a 37°C por 1 h. Después se adicionaron 325 yL de acido
tricloroacético al 50% y se incubaron a 4°C por 10 min. Al término de la incubacion
se centrifugaron a 5000 x g por 10 min, se desecho el sobrenadante, el precipitado
se lavd 4 veces con la mezcla etanol-acetato de etilo (1:1), entre cada lavado se
centrifugaron a 13000 x g por 4 min. En el dltimo lavado se retir6 el sobrenadante
y se dejé evaporar el solvente. Posteriormente, se resuspendié el precipitado en 1
mL de solucién de guanidina 6 M, se agité y se incub6é a 37°C por 15 min.
Después de la incubacion se centrifugaron a 12000 x g durante 10 min a 4°C, se
tomo el sobrenadante y se midi6 la absorbancia a 375 nm. Los valores se

presentaron como restos de carbonilo/pg de proteina.
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6.10 Pardmetros relacionados con alteraciones en el metabolismo de

lipidos

6.10.1 Perfil lipidico

En el suero sanguineo, se cuantificaron los niveles de triglicéridos,

colesterol total, colesterol HDL y LDL, mediante kits enzimaticos (Randox).

Para el calculo de las concentraciones de los lipidos a analizar se emple6
la siguiente férmula (en cada una de las determinaciones se debe hacer un patrén

gue contenga los reactivos indicados por el kit):

Absorbancia de la muestra
Absorbancia del patron

x Concentracion del patrén = Concentracion en la muestra

La concentracién se expresd en mg/dL de muestra. Para el céalculo de
LDL en mg/dL se emplea la siguiente férmula, conociendo las concentraciones de

colesterol total, colesterol HDL vy triglicéridos:

Triglicéridos

Colesterol LDL = Colesterol total — —Colesterol HDL

6.11 Parametros relacionados con el desarrollo de procesos inflamatorios y

oxidativos durante la obesidad

6.11.1 Citocinas proinflamatorias

Se cuantificé la concentracion de citocinas como TNF-a, IL-6 y
adiponectina mediante el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).
La concentracion de TNF-a y leptina se expresaron en pg/mL, mientras que

adiponectina se expreso en ng/mL.
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6.11.2 Peroxidacion lipidica en tejido adiposo

Se empled tejido adiposo de la zona abdominal para la determinacién de
peroxidacion lipidica. Se pesaron 0.75 g de tejido adiposo y se pulverizd6 con
nitrégeno liquido y se adicionaron 2.5 mL de hidroxitolueno butilado (BHT) al 0.8%.
Posteriormente, se afadieron 4 mL de &cido tricloroacético (ATC) al 5% y se
homogenizaron en el polytron por 40 segundos, separando la fase de hexano,
mientras que la fase acuosa se filtr6. Después se ajusté a un volumen final de 5
mL con TCA al 5%; se tomaron 2 alicuotas de 1.5 mL y a cada una se le adicioné
1 mL de acido tiobarbiturico (TBA) al 0.8%. Se incubaron a 70°C en un bafio de
agua con ligera agitacion durante 30 min; posteriormente se colocaron en un bafio
de hielo por 7 min. Finalmente se midi6 la absorbancia a 521 nm. Los resultados

se presentaron como nmol de MDA/mg de tejido.

6.12 Caracterizacion de las harinas de frijol

6.12.1 Composicion quimica

El contenido de proteina total se determiné de acuerdo a la técnica
descrita por Villegas y Mertz (1971) por el método Micro-Kjeldahl de la AOAC
(1965).

El contenido de grasa, también llamado extracto etéreo, se determind de
acuerdo al método 920.39 descrito por la AOAC (1990).

El contenido de cenizas se determind de acuerdo al método 923.03
descrito por la AOAC (1990).

6.12.2 Cuantificacion de la fibra dietética total e insoluble

Para la determinacion del contenido de fibra dietética total (soluble e

insoluble) e insoluble del frijol, se emple6 el método enzimatico-gravimétrico
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descrito por Prosky y col. (1988). Se pesaron 1 g de las harinas de frijol cocido
previamente desgrasadas por duplicado. Se adicionaron 50 mL de solucién
reguladora de fosfatos 0.08 M pH 6 y 100 yL de enzima a-amilasa termoestable.
Se cubrieron con aluminio y se agitaron en bafio maria a 95°C durante 15 min. Se
dejaron enfriar a temperatura ambiente y luego se adicionaron 10 mL de NaOH
0.275N, y ajustando el pH a 7.5. Posteriormente, se adicionaron 100 yuL de una
solucién de proteasa (50 mg/mL) preparada con solucion de fosfatos. Las
muestras se cubrieron con aluminio y se agitaron en bafio maria a 60°C durante
30 min. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se
adicionaron 10 mL de HCl 0.325 M y se ajusté el pH a 4-4.6. Después se
adicionaron 100 pyL de amiloglucosidasa, se cubrieron con papel aluminio y se
colocaron en un bafio maria con agitacién a 60°C durante 30 min. Posteriormente
se adicionaron 4 volumenes de etanol al 95%, se cubrieron y se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente se centrifugaron a 3000 x g
por 10 min, el precipitado obtenido se congel6 para liofilizarlo. Se registré el peso
de los precipitados liofilizados, y se determiné el contenido de proteina y ceniza de

los mismos.

Para la fibra insoluble se realizé el mismo procedimiento realizado para la
fibra dietética total, con la diferencia de que después del tratamiento enzimatico a

las muestras no se les adicion¢ etanol, inmediatamente fueron centrifugadas.

El % de fibra dietética total y % de fibra soluble se calcul6 de la siguiente
manera:
%Fibra=[((R, + R,)/2)— proteina — ceniza]x100
Donde:
R;= peso del precipitado de la réplica 1 (g).
R,= peso del precipitado de la réplica 2 (g).
Proteina= Contenido de proteina total (g).

Ceniza= Contenido de ceniza total (Q).
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6.12.3 Cuantificacion del almidén resistente

Esta determinacién se realiz6 de acuerdo a la técnica establecida por
Saura-Calixto y col. (1993), para lo cual se pes6 0.1 g de fibra insoluble obtenida
de la determinacion de fibra insoluble. Posteriormente se adicionaron 6 mL de
KOH 2M y se agité por 30 min a temperatura ambiente. Después se afadieron 3
mL de acetato de sodio 0.4M y se ajusto el pH a 4.75 con HCI 2N. Se adicionaron
60 uL de la enzima amiloglucosidasa, y se incubd a 60°C durante 30 min con
agitacién continua. Posteriormente se dejaron enfriar y se centrifugaron durante
15 min a 3000 x g. Se desechd el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en
10 mL de agua destilada. Se centrifugaron 15 min a 3000 x g, se desecho el
sobrenadante y se filtré el precipitado en papeles filtro previamente tarados. El %

de almiddn resistente se calculé con la siguiente férmula:

% Almidon resistente =[(P, — P,) x1000 x 55] /100
Donde:

P1= peso del papel filtro con el precipitado (Q).
P,= peso del papel filtro (g).

6.13 Cuantificacion de compuestos fenélicos

6.13.1 Extracto metandlico

Para la cuantificacibon de compuestos fendlicos totales, flavonoides,
taninos condensados y capacidad antioxidante en las harinas de frijol crudo y en
las harinas de frijol cocido liofilizadas se realizd6 una extraccion de dichos
componentes, para lo cual a un gramo de harina de frijol liofilizada se le adicion6
10 mL de metanol, protegiendo de la luz y agitandose durante 24 h, después se
centrifugaron a 5000 x g por 10 min a temperatura ambiente, para obtener el

sobrenadante al que se denominé extracto de frijol.
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6.13.2 Extracto de antocianinas

Para la obtencion del extracto de antocianinas, a 0.5 g de harina de cada
variedad de frijol se le adicion6 4 mL de etanol acidificado (85 mL de etanol al 95
% + 15 mL de HCI 1.0 N); se protegid de la luz y se mezclé durante 2 min,
después se ajustd el pH a 1.0 con HCI. Posteriormente se agitd durante 30 min
protegido de la luz, para después centrifugar 10 000 x g por 20 min a temperatura

ambiente, y por ultimo se obtuvo el sobrenadante.

6.13.3 Cuantificacion de compuestos fenélicos totales

Se determind por el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu
(Singleton y col., 1999), el cual se basa en la oxidaciébn de los compuestos
fendlicos por el reactivo de Folin-Ciocalteu (mezcla de acido fosfotungstico y acido
fosfomolibdico) que al reducirse da una mezcla de oxidos azules de tungsteno y
de molibdeno. La coloracion azul producida absorbe a 760 nm. Para la
cuantificacion de fenoles totales, se tomo6 una alicuota de 40 pL del sobrenadante
del extracto de frijol y se llevé a un volumen final de 500 uL, posteriormente se
mezcld con 250 uL del reactivo de Folin-Ciocalteu (1N) y después se adicionaron
1250 pL de Na,CO3z (20%) y se dejé reposar en la obscuridad por 2 h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se midi6 la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotometro. La cuantificacion se realizé por interpolacién de los resultados
en una curva estandar de acido galico (0 a 20 ug), y se expresaron como mg
equivalentes de acido galico (AG) por gramo de harina (mg equivalentes AG/g de

harina).

6.13.4 Cuantificaciéon de taninos condensados

La cuantificacion de taninos se realizd0 de acuerdo al método de la
vainillina, descrito por Deshpande y Cheryan (1987), adaptado para el uso de

microplaca. A 50 uL del sobrenadante obtenido del extracto metandlico de frijol se
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le agregaron 200 uL de una solucion (1:1) recién preparada de vainillina al 1% en
metanol y HCI 8%. Posteriormente, se prepararé un blanco al cual se le
adicionaron 50 pL de metanol y 200 pyL de HCI al 4%. Para cuantificar los taninos
condensados se determind la absorbancia a 492 nm en un espectrofotbmetro. Se
utilizé una curva estandar de (+)catequina (0-0.8 mg/ml) y los resultados obtenidos

se expresaron como mg equivalentes de (+)catequina/g de harina.
6.13.5 Cuantificaciéon de flavonoides totales

La determinacion de flavonoides se realiz6 por la metodologia descrita por
Siddhuraju y Becker (2003). Para llevar a cabo la cuantificacion se tomaron 50 uL
del extracto metandlico de frijol y se le adicionaron 180 pL de metanol,
posteriormente se adicionaron 20 uL de una solucion de 2-aminoetildifenilborato al
1% y se procedié a leer la absorbancia a 404 nm en un espectrofotdmetro. Los

resultados se expresaron como mg equivalentes de rutina/g de harina.
6.13.6 Cuantificacién de antocianinas

La determinacion de antocianinas totales se realiz6 siguiendo el método
de Abdel-Aal y Hucl (1999) con modificaciones de Rivera-Lopez (1998). El
sobrenadante del extracto de antocianinas del frijol se llevé a un volumen de 10
mL en un matraz aforado usando etanol acidificado. Posteriormente se midio la
absorbancia en un espectrofotometro a 535 nm. El valor de la absorbancia

obtenido se sustituy6 en la siguiente formula:

C = (A/g) x (V/1000) x PM x (1/g de muestra) x 10°
Donde:
C = concentracion de antocianinas totales (mg/kg)
A = absorbancia a 535 nm
¢ = coeficiente de absortividad molar de cianidina 3-O-glucésido (25 965 cm™M™),

V = volumen total del extracto de antocianinas (mL)
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PM = Peso molecular de la cianidina 3-glucosido (449 g/mol),

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de cianidina 3-

glucoésido/kg de muestra.

6.14 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + el error estandar (EE) de
cada factor en los grupos experimentales y para el analisis estadistico de los datos
se realizo el analisis de varianza (ANOVA), con el fin de determinar los factores
estadisticamente significativos, ademas, se realizé un analisis de comparacion de
medias aplicando la prueba de Tukey, mientras que para el estudio in vivo se
empled la prueba de Dunnett, asi mismo se realiz6 la prueba de correlacion de
Pearson para los parametros de interés. Estos analisis se llevaron a cabo

mediante el paquete estadistico JMP version 5.0.1.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Efecto de las harinas de frijol comun cocido en un modelo de obesidad
inducido por dieta

7.1.1 Efectos de las harinas de frijol comun cocido sobre el peso corporal

de ratas obesas

Los modelos de obesidad inducidos por dieta asemejan la etiologia de la
obesidad que ocurre en las sociedades modernas (Tschop and Heiman, 2001).
Estos modelos se caracterizan por incrementar el peso corporal, grado de
obesidad, niveles de leptina, insulina, triglicéridos, citocinas proinflamatorias,
disminucién de la sensibilidad a la insulina, entre otros pardmetros; es por esto
gue asemejan en gran medida lo que ocurre en la obesidad humana (Lopez y col.,
2003).

En este proyecto se utilizd una dieta obesigénica compuesta
principalmente por grasa saturada y fructosa (Dieta OB) para la induccion de
obesidad. En la primera fase, dicha dieta fue proporcionada de manera conjunta
con el frijol durante 12 semanas, a este disefio se le denominé etapa preventiva.
En la segunda fase, se administr6 la dieta OB durante 12 semanas Yy
posteriormente se continud el experimento con la misma dieta pero adicionada con

frijol durante 12 semanas mas, a ésta se le asigno el nombre de etapa control.

Al existir un desequilibrio entre la ingesta alimentaria y el gasto
energeético, los nutrientes que se encuentran en exceso son almacenados en tejido
adiposo, dando lugar al desarrollo de obesidad (Eckel y Grundy, 2006). En la
Figura 6 se puede observar el comportamiento del peso corporal durante la etapa
experimental preventiva, todos los animales comenzaron con peso corporal de
264.3 + 13.1g, el incremento en dicho parametro fue paulatino y gradual para

todos los grupos durante las semanas de evaluacion. Sin embargo, al finalizar el
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control sano obtuvo menor ganancia de peso corporal en comparacion con el
grupo de animales obesos, los cuales presentaron un 10% de ganancia de peso

corporal.

Algunos autores han reportado que el consumo de dietas altas en grasa
incrementa el peso corporal entre 10-20% en comparacion con animales
alimentados con dieta estandar (Buettner y col., 2007), por lo que el incremento
obtenido en dicho parametro los animales sometidos a la dieta OB, mostrd

concordancia con los valores reportados por otros autores.
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Figura 6. Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta hipercal6rica
suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa

preventiva)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

En cuanto a los grupos tratados con frijol, no se observd una disminucién
de peso corporal, lo cual permite establecer que bajo las condiciones
experimentales del modelo de obesidad empleado en este trabajo, el frijol
adicionado al 9% no ejerce efectos sobre la reduccion de peso corporal con fines

preventivos; esto sugiere que el efecto del frijol sobre el desarrollo de obesidad, es
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gradual, por lo que el tiempo de duracién de la etapa preventiva, no fue el
suficiente para observar efectos sobre el peso corporal. Asi mismo, el grado de
obesidad obtenido en la etapa preventiva, no fue el suficiente para tener una
patologia mas acentuada en los animales, por lo que los efectos del frijol no

pudieron ser observados.

La segunda etapa planteada (Figura 7) en este trabajo, tuvo como
objetivo la induccién de obesidad en un grado mas avanzado. Al inicio de la
segunda etapa, los animales que formarian parte del control obeso y de los grupos
alimentados con frijol presentaron un ligero incremento de peso corporal (8%) en
comparacion con los animales sano. Este aumento fue debido a que fueron
alimentados durante 12 semanas con la dieta OB. Aunque esta diferencia no fue
estadisticamente significativa, si permiti6 observar el inicio del desarrollo de

obesidad.
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Figura 7. Peso corporal de ratas obesas alimentadas con una dieta hipercaldrica
por 12 semanas y después suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y
Flor de Junio (etapa control)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras

diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.
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Al finalizar la etapa control (semana 12), el grupo de animales obesos
mostro hasta un 16% mas de peso corporal en comparacion con el control sano.
Buettner y col. (2007) reportaron una ganancia entre 10 y 20% de peso corporal
en modelos de obesidad inducidos por dieta, clasificando este incremento como

parte de un grado de obesidad mas avanzado.

Los grupos tratados con frijol presentaron un comportamiento similar al
obeso hasta la semana 8; sin embargo, se puede observar que aunque fueron
estadisticamente iguales a los dos controles al finalizar el experimento, estos
grupos presentaron menor ganancia de peso corporal (6-11%) en comparacion
con el control obeso. Por lo tanto una vez establecida la obesidad en los animales,
el frijol adicionado al 9% ejerce efectos sobre una menor ganancia de peso
corporal.

Estos resultados permiten establecer que el consumo de frijol cocido de
manera tradicional a una concentracion del 9% disminuye de manera paulatina y

gradual la ganancia de peso cuando la obesidad ya esta presente.

Los resultados obtenidos sobre el desarrollo de obesidad en etapa
control, demuestran el efecto antiobeségenico del frijol cocido, en donde dicha
disminucién se atribuye a los carbohidratos no digeribles y de digestion lenta,
como el almidon resistente, fibra dietética y oligosacéaridos, asi como a los
compuestos fendlicos (Serrano y Gofi, 2004; Celleno y col., 2007; Obiro y col.,
2008).

A estos fitoquimicos se les ha propuesto como responsables en la
disminucién de la absorcion de carbohidratos y grasas de la dieta, ademas de
favorecer la secrecion de adrenalina, la cual activa a la lipasa sensible a la
hormona para la hidrdlisis de los triglicéridos almacenados en tejido adiposo,
promoviendo por lo tanto la disminucion de los depdsitos de grasa (Hendrick y col.,
1992).
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Sin embargo, estos efectos se pudieron observar una vez que la
obesidad se desarroll6 en los animales de la etapa control; esto concuerda con lo
observado en algunos estudios en ratas diabéticas y sanas (Tormo, 2004; Ambriz,
2006), donde observaron que al administrar el frijol, los efectos nutraceuticos, se

presentan una vez que la enfermedad se ha desarrollado.

7.1.2 Efecto de las harinas de frijol comin cocido sobre el indice de masa

corporal de ratas obesas

El indice de masa corporal (IMC) es un valor que relaciona el peso y talla
para clasificar el sobrepeso y obesidad. EI aumento del IMC se correlaciona
directamente con el incremento en el riesgo de enfermedades del tipo crénico
degenerativas, como las enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer, entre

otras; ademas el grado de adiposidad es proporcional a dicho indice (OMS, 2011).
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Figura 8. indice de masa corporal de ratas alimentadas con una dieta
hipercalérica suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio
(etapa preventiva)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras

diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

41



La tendencia del indice de masa corporal (Figura 8) fue similar a lo
observado en el peso corporal durante la etapa preventiva. En la semana 8, el
grupo de animales obesos muestra un IMC més elevado en comparacién con el
control sano. Sin embargo, al finalizar el IMC fue similar para todos los grupos,
incluyendo a los animales alimentados con frijol; este comportamiento se presento
debido a que los animales del control obeso incrementaron su talla en proporcion

con su peso, lo cual hizo que su IMC disminuyera.
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Figura 9. indice de masa corporal de ratas obesas alimentadas con una dieta
hipercaldrica por 12 semanas y después suplementada con frijol comun cocido

Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

Durante la etapa experimental con fines de control, se puede observar
gue aunque no fue estadisticamente diferente, los animales del control obeso y los
grupos tratados con frijol presentaron IMC mas elevado (4.03-6.87%) respecto al
control sano (Figura 9). Esto se debié a que estos grupos tenian 12 semanas de
alimentacion con la dieta alta en grasa saturada y fructosa para la obtencion de
obesidad. Sin embargo, al finalizar el estudio, los animales obesos tratados con

frijol tuvieron 6-12% menos IMC en comparacion con el control obeso. Estos
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resultados permiten establecer que el consumo de frijol cocido ejerce efectos

sobre el control del desarrollo de la obesidad.

En base a los resultados mostrados anteriormente, respecto al peso e
IMC de las dos etapas experimentales fue importante establecer la relacion del
peso corporal con el almacenamiento de grasa en tejido adiposo de la zona
abdominal, asi como, su asociacibn con las complicaciones propias de la

obesidad.

7.1.3 Parametros metabdlicos relacionados con el desarrollo de obesidad

7.1.3.1 Efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre el

almacenamiento de grasa en tejido adiposo

La obesidad se caracteriza por mayor almacenamiento de triglicéridos en
el tejido adiposo, por lo tanto aumenta el tamafio de los adipocitos, esto a su vez
genera modificaciones en la sintesis de adipocinas como leptina y adiponectina,

propiciando un estado inflamatorio crénico de bajo grado (Singla y col., 2010).

El tejido adiposo se constituye por los adipocitos y tejido intercelular; el
tamafno de los adipocitos varia de 10 a 100 pm, dependiendo del estado
nutricional, ya que los adipocitos cuentan con dos caracteristicas muy importantes
gque los hacen cambiar de tamafo (hipertrofia) o aumentar su cantidad
(hiperplasia), aunque este ultimo proceso generalmente se presenta cuando el

grado de obesidad es muy severo (Barreto y col., 2001).

Los adipocitos son células esféricas en las que el espacio intercelular esta
ocupado por una vacuola llena de triglicéridos, cada célula es capaz de almacenar
hasta 1.2 ug de triglicéridos, aunque en personas sanas el contenido de

triglicéridos es de 0.4-0.6 pg/adipocito. En la obesidad, los adipocitos son capaces
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de aumentar hasta 40 veces su tamafo, al almacenar mayor cantidad de

triglicéridos en su interior (Rovira, 2011).

El tejido adiposo de la zona visceral juega un papel muy importante en el
desarrollo de la obesidad y sus complicaciones; como ya se menciong, este tejido
es capaz de secretar una serie de proteinas como la leptina y adiponectina

(Després y col., 2008).
Cuadro 1. Parametros de obesidad de ratas alimentadas con una dieta

hipercalérica suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio

(etapa preventiva)

- 1 . 4 . 5
Grupos Diametro Leptina AdipoQ

*

S b* b b* a ab
23.4+0.6 430.7 £ 10.5 450.3 + 100.1 1187 £ 61 14.3+1.3

OB a a a a ab
31.9+0.6 798.8 £ 13.1 904.5 £ 99.2 2147 £ 520 10.3+x04

*

FMB b* b ab a b
21.1+15 349.4 £ 25.2 737.5+£89.2 1758 + 173 8.2x0.6

FJB b* b* a a a*
22.2+0.4 386.2 £ 6.9 1097.4 + 163.9 2931 + 290 16.8+24

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058,
TAG= Triacilglicéridos, AdipoQ= Adiponectina. Expresados en: ‘um, “um?, ®mg/g de tejido adiposo,
4pg/mL, 5ng/mL.

En el Cuadro 1 se muestran los valores obtenidos para pardmetros
relacionados con el desarrollo de obesidad durante la etapa preventiva. En lo
referente al tamafio de adipocitos, se observa que el control obeso presento

adipocitos de mayor tamafio, lo cual se ha relacionado con mayor almacenamiento

44



de triglicéridos en dicho tejido (Jeong and Yoon, 2009); en el caso de los grupos
tratados con frijol mostraron hasta 34% menos diametro y 56% menor area de

adipocitos (Cuadro 1y Figura 10).
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Figura 10. Tamafo de adipocitos de ratas alimentadas con una dieta hipercalorica
suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa

preventiva)
S= Control sano, OB= Control obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB=
Dieta OB + Flor de Junio 08058.

Con respecto al contenido de triglicéridos (Cuadro 1), este se relaciono
con el tamafio del adipocito para el control obeso (r=0.83, p<0.05); mientras que
para FJB que tuvo menor diametro y area comparado con el control obeso pero
con similar concentracion de triglicéridos. Esto podria sugerir que los adipocitos de
los animales obesos presentan hipertrofia; mientras que, en el caso del grupo

alimentado con frijol Flor de Junio, cuyos diametros fueron menores respecto al
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control obeso, sugiere que el frijol protegié a los adipocitos de este proceso, sin
embargo, posiblemente pudo presentarse un mayor numero de adipocitos

(hiperplasia).

En el caso de la concentracién de leptina, estd ampliamente reportado
gue tiene relacion directa con la cantidad de tejido adiposo (Almanza-Pérez y col.,
2008). La concentracion de leptina (Cuadro 1) se encontr6 en el intervalo normal
para todos los grupos (200-30000 pg/mL); asi como la concentracion de
adiponectina (0.375-24 ng/mL). Por lo que estos resultados sugieren que en el
caso de los animales obesos, a pesar de presentar mayor peso corporal atribuible
en parte al contenido de triglicéridos en tejido adiposo, el grado de alteracion
todavia no produce modificaciones en este tipo de proteinas y posiblemente no se

presentd una inflamacion sistémica.

Cuadro 2. Parametros de obesidad de ratas obesas alimentadas con una dieta
hiperceldrica por 12 semanas y después suplementada con frijol comin cocido
Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)

Grupos Diametro Area : % G A eptina
S 29.1+0.9” | 668.1+41.1" | 553.1+115.3” | 1.1+0.1” | 1189 +231°
OB 48.3+ 3.6 | 1864.6+56.2% | 1054.3 +150.1% | 1.9+ 0.1* | 2727 + 205®°
FMB 31.5+2.2" | 785.0+449” | 649.2+70.8" | 1.4+0.1% | 1967 + 326"
FJB 31.8+0.6" | 793.7+29.7” | 856.6+68.9" | 1.6+0.2% | 3520+ 562°

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058,
TAG= Triacilglicéridos, % G A= % Grasa abdominal. Expresados en: ‘pm, 2pmz, 3mg/g de tejido

adiposo, ‘06 de peso corporal, 5pg/mL.
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En estados de obesidad mas avanzados, la acumulacién de los depdésitos
grasos se incrementa, lo que genera la proliferacion de nuevos adipocitos
(hiperplasia), los cuales tendran la capacidad de almacenar mas triglicéridos,
contribuyendo por lo tanto al desarrollo de obesidades mas severas y
potencialmente a la generacion de otras alteraciones (Kauffer-Horwitz y col.,
2000).

Con respecto a los pardmetros relacionados con el desarrollo de
obesidad, durante la etapa control, los animales del control obeso mostraron
mayor tamafio de adipocitos, indicado por el diametro (48.3 + 3.6 ym) y area
(1864.6 + 56.2 ym?) (Cuadro 2 y Figura 11) en comparacién con el control sano
(29.1 + 0.9 ym y 668.1 + 41.1 ym?, respectivamente). Alteraciones que a su vez se
relacionan con la cantidad de triglicéridos almacenados en dicho tejido (r=0.81,
p<0.05); lo que sugiere que al finalizar la etapa control se logré un grado de

obesidad mas significativo en comparacion con la etapa preventiva.

En los resultados obtenidos para los grupos tratados con frijol, ambos
obtuvieron menores dimensiones (hasta 34%) (Figura 11) en comparacién con el
control obeso, mientras que solo el grupo de la variedad Flor de Mayo mostro
menor concentracion de triglicéridos en tejido adiposo de la zona abdominal (hasta
38%).

Para corroborar los parametros anteriormente mencionados, se cuantificd
el porcentaje de grasa abdominal, siendo el control obeso, el que mostré6 mayor
concentracion de tejido adiposo en la zona abdominal, a diferencia del control
sano. Mientras que los grupos tratados con frijol no mostraron ser diferentes

estadisticamente a los dos controles, respecto a este parametro.

La disminucién de la adiposidad de la zona abdominal, observada
principalmente en el tamafio de los adipocitos, por efecto de la administracion del

frijol posterior a la induccién de la obesidad es de gran relevancia, ya que este tipo
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de adiposidad esta directamente relacionada con el incremento en el riesgo de las
complicaciones propias de la obesidad (Goran and Gower, 1999; Luzuriaga,
2000).

En el caso de los valores de leptina, nuevamente la concentracion de
todos los grupos de experimentacion se encontré dentro de los valores normales
(1189-3520 pg/mL), por lo tanto este periodo de induccion de obesidad no es

suficiente para producir cambios en los niveles de esta adipocina.

Figura 11. Tamafio de adipocitos de ratas obesas alimentadas con una dieta
hipercalorica por 12 semanas y después suplementada con frijol comun cocido

Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)

S= Control sano, OB= Control obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB=
Dieta OB + Flor de Junio 08058.
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7.1.4 Parametros relacionados con concentracién de glucosay resistencia a

lainsulina

7.1.4.1 Efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre los niveles de
glucosa en ayuno de ratas obesas

Uno de los parametros bioquimicos que se altera durante el desarrollo de

obesidad es el metabolismo de la glucosa.

Se puede observar en la Figura 12 el comportamiento de los niveles de
glucosa en ayuno de las ratas en la etapa preventiva. Al iniciar la etapa
experimental, todos los animales comenzaron con niveles de glucosa similares.
Posteriormente se observa en el control obeso que, debido a la dieta alta en grasa
saturada y fructosa, los niveles de glucosa aunque todavia se encontraban dentro
de los rangos normales, comenzaron a incrementarse en el transcurso de las
semanas de experimentacion, en mayor grado (91.3 + 1.7 mg/dL) comparado con
el control sano (81.1 £ 1.6 mg/dL).

El grupo tratado con frijol de la variedad Flor de Mayo mostr6 menores
(13.8%) niveles de glucosa al finalizar la etapa preventiva, comparado con los
animales obesos, presentando valores similares al control sano al finalizar (78.7
45 mg/dL y 81.1 + 4.5 mg/dL, respectivamente); lo cual muestra el efecto
hipoglucemiante de esta variedad. Algunos autores han sugerido que los
carbohidratos no digeribles y de digestion lenta presentes en el frijol, disminuyen la
absorcién de grasa y carbohidratos de la dieta, reduciendo los niveles de glucosa

provenientes de la dieta (Serrano y Goiii, 2004; Reynoso-Camacho y col., 2006).

Asi mismo, la fibra puede interactuar con otras macro y micromoléculas,
como la glucosa, ademas de captar agua, lo que produce una disminucién de la
velocidad de absorcion y liberacion de dichas moléculas. Lo anterior genera

respuestas glicémicas mas bajas, lo cual contribuye a controlar la hiperinsulinemia
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y otras manifestaciones de la obesidad y diabetes (Chandalia y col.,, 2000;
Mederos, 2006).

Aungue el grupo tratado con la variedad Flor de Junio tuvo valores
ligeramente mas bajos en comparacion con el control obeso (87.4 £ 2.9 mg/dL y
91.3 = 6.9 mg/dL, respectivamente), no hubo una reduccion significativa en este
parametro. En el caso de esta variedad no mostré el efecto hipoglucemiante ya
reportado para el frijol; esto puede deberse a la composicion quimica de esta
variedad, que quizAd muestre valores mas reducidos en su proporcion de
carbohidratos no digeribles y de digestion lenta, o por el contrario su aporte en
carbohidratos que contribuyan a la respuesta glicémica sea mayor en comparacion

con otras variedades.
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Figura 12. Niveles de glucosa en ayuno de ratas alimentadas con una dieta
hipercalérica suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio
(etapa preventiva)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras

diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.
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En lo que respecta a los valores de glucosa obtenidos durante la etapa
control (Figura 13), se puede observar que aunque los animales del control obeso
y los grupos suplementados con frijol comenzaron con valores mayores (7.2-8.4%)
al control sano, no se present6 diferencia estadistica significativa. Sin embargo,
este comportamiento se atribuye a la dieta que se les proporciond durante doce
semanas para inducir obesidad, la cual ademas de incrementar parametros de

adiposidad, también alteré patrones relacionados con el metabolismo de glucosa.

Asi mismo, el control obeso aumentdé de manera mas significativa los
valores de glucosa durante la etapa control, hasta en un 15 %. Esto debido a los
macronutrientes que se encuentran en exceso en la dieta, ademas se ha
reportado que en procesos de obesidad mas avanzados, el organismo comienza a
presentar desarrollo de resistencia a la insulina (Eckardt y col., 2008). Lo que
conlleva a que la glucosa no pueda ingresar al interior de las células y permanece
en el torrente sanguineo incrementando sus niveles, a su vez el organismo
favorece la sintesis de glucosa enddgena, generando de esta manera que se

incremente mas la concentracion de glucosa.

El grupo alimentado con Flor de Mayo mostré niveles mas reducidos de
este carbohidrato al finalizar esta etapa experimental; esto se relaciona con lo
observado en la etapa preventiva (r=0.94, p<0.05), en donde esta misma variedad

mostrd efectos hipoglucemiantes.

Los animales alimentados con la variedad Flor de Junio tuvieron un
comportamiento similar al observado en la etapa con fines preventivos (r=0.94,
p<0.05), ya que mostré una tendencia mas similar al control obeso, lo cual permite
establecer que bajo las condiciones utilizadas en este modelo de obesidad, esta

variedad no muestra efecto hipoglucemiante.
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Figura 13. Niveles de glucosa en ayuno de ratas obesas alimentadas con una
dieta hipercalérica por doce semanas y después suplementada con frijol comun
cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

Con los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de glucosa se
plantearon otras determinaciones que confirmen el efecto diferencial obtenido para

ambos frijoles respecto al metabolismo de este carbohidrato.

7.1.4.2 Efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre la utilizacién de

glucosa exdégena en ratas obesas

Durante el desarrollo de obesidad, la captacién y utilizacion de glucosa se
ven alteradas debido al deterioro en la sensibilidad a la insulina y al incremento en
la sintesis enddgena de glucosa. Algunas pruebas para la evaluacion del
metabolismo de la glucosa son las curvas de tolerancia a la glucosa, la prueba de
tolerancia a la insulina y la prueba de pinzamiento euglicémico hiperinsulinémico;
las cuales muestran el funcionamiento de la insulina y glucosa en el organismo y

ademas pueden detectar de manera mas temprana problemas en el metabolismo
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(Chiarelli and Marcovecchio, 2008; Bartoli y col., 2011). Mediante la curva de
tolerancia a la glucosa (CTG) se evaluo el proceso de captacion de glucosa
exogena. El objetivo de este estudio fue determinar el proceso de utilizacion de
glucosa por el organismo; y segun el comportamiento de la curva, se pueden
detectar problemas de intolerancia a la glucosa (Kim y col., 2001; Rufino y col.,
2007).
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Figura 14. Curva de tolerancia a la glucosa de ratas alimentadas con una dieta
hipercalérica suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio

(etapa preventiva)
Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

En la Figura 14 se puede observar el comportamiento de la captacion de
glucosa, en donde todos los animales comenzaron con niveles de glucosa muy
similares. A los 30 minutos se presenta el pico hiperglicémico (180-200 mg/dL),
gue es la concentracion mas alta de glucosa postpandrial. Los animales obesos

mostraron mayores niveles de glucosa a diferencia del control sano, esto muestra
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alteraciones en la captacion de glucosa. En los tiempos posteriores, los niveles de
glucosa fueron disminuyendo hasta llegar a niveles basales a los 120 minutos para
los animales sanos (109.7 + 3.4 mg/dL). Sin embargo, los animales obesos
presentaron una concentracion estadisticamente mayor de glucosa en este tiempo
evaluado (130.9 + 4.9 mg/dL).

Los resultados observados en la curva muestran intolerancia a la glucosa
en los animales del control obeso. Esto puede deberse a que estan presentando
disminucién en la sensibilidad a la insulina o resistencia a dicha hormona, menor
sintesis de insulina por el pancreas, o mayor sintesis de glucosa por el higado, lo
cual es generado por el desarrollo de obesidad (Cafiete-Estrada y Gil-Campos,
2007; Chiarelli and Marcovecchio, 2008). Sin embargo, con este estudio no se
puede establecer el motivo por el cual los animales estén presentando intolerancia
a la glucosa, por lo que es necesario determinar otros parametros relacionados

con el desarrollo de resistencia a la insulina.

Los animales tratados con la variedad Flor de Mayo, muestra un
comportamiento muy similar al control sano. Esto permite establecer que dicha
variedad ejercié un efecto preventivo sobre el desarrollo de alteraciones en el
metabolismo de glucosa y, por lo tanto, puede disminuir el riesgo de desarrollo de
diabetes. Lo anterior se relaciona también con los niveles mas reducidos de
glucosa en ayuno mostrados por dicho grupos (r=0.93, p<0.05), ya que a pesar de
gue los animales tratados con frijol estdn consumiendo la misma dieta que los
animales obesos, sus niveles de glucosa en ayuno son menores, ademas de que
el proceso de captacion de dicha molécula fue mas eficiente en comparacién con

los animales obesos.
El grupo alimentado con Flor de Junio, mostr0 una tendencia mas

parecida al control obeso. Sin embargo, los niveles de glucosa disminuyeron casi

a niveles basales al finalizar la curva. Estos resultados sugieren cierta capacidad
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del frijol para regular los niveles de glucosa exdgena. Este efecto es menor que el

presentado por el grupo alimentado con Flor de Mayo.

Respecto a la curva de tolerancia a la glucosa (CTG) realizada para los
animales en etapa control (Figura 15), se puede observar como los animales
alimentados con la dieta para la induccién de obesidad comenzaron con niveles
diferentes de glucosa en comparacion con el control sano y el grupo alimentado
con Flor de Mayo. Posteriormente, en el pico hiperglucémico se observa que los
animales del grupo obeso mostraron mayores niveles de glucosa en comparacion
con el control sano y los grupos tratados con frijol. En los tiempos posteriores, el
control obeso no logra reducir los niveles de glucosa, lo cual muestra una evidente

intolerancia a la glucosa por este grupo.

El grupo tratado con Flor de Mayo presentdé un comportamiento similar al
grupo sano, lo cual se relaciona con los resultados obtenidos en los niveles de
glucosa en ayuno (r=0.75, p<0.05). Ademas, en la etapa preventiva esta misma
variedad ejercié efectos hipoglucemiantes y preventivos sobre alteraciones en el
metabolismo de la glucosa. Estos resultados sugieren que dentro de la
composicion del frijol de la variedad Flor de Mayo empleada en este estudio, se
encuentra componentes que estan protegiendo al organismo del animal contra el
desarrollo de alteraciones en el metabolismo de la glucosa a causa del desarrollo

de la obesidad.

La variedad Flor de Junio se comporta de manera mas parecida al control
sano; sin embargo, a los 120 minutos no logra disminuir la glucosa a niveles
basales, lo cual muestra menor grado de captacion de la glucosa exégena; esto se
relaciona con los mayores niveles de glucosa que mostré durante toda la etapa
experimental (r=0.83, p<0.05). De acuerdo a los resultados obtenidos, el frijol de la
variedad Flor de Junio no control6 el proceso de intolerancia a la glucosa
generada una vez establecida la obesidad.
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Figura 15. Curva de tolerancia a la glucosa de ratas obesas alimentadas conuna

dieta hipercalérica por 12 semanas y después suplementada con frijol comun

cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

Por los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de glucosa en ayuno
y la CTG, se realiz6 la determinacion de los niveles de insulina, que se mostraran

a continuacion.

7.1.4.3 Efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre los niveles de

insulinay desarrollo de resistencia a lainsulina de ratas obesas

La insulina es un regulador critico de la mayoria de los aspectos
metabdlicos del adipocito. Dentro del papel fisiolégico de la insulina se pueden
mencionar el metabolismo de los 3 macronutrientes mas importantes,
carbohidratos, lipidos y proteinas, ademas del crecimiento celular. Asi mismo, sus

funciones mas especificas son promover el transporte, captacion y utilizacion de
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glucosa, por los tejidos insulino-dependientes; también favorece la sintesis de

triglicéridos (lipogénesis) y la inhibicion de la lipdlisis (Boden, 1997).

Una de las principales alteraciones durante el desarrollo de la obesidad es
la resistencia a la insulina, la cual se presenta por una serie de defectos en la
cascada de sefalizacion para la captacion de glucosa por las células
dependientes de la hormona (Bajaj and Defronzo, 2003).
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Figura 16. Niveles de insulina de ratas alimentadas con una dieta hipercalérica
suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa

preventiva)
Los valores se presentan como media de los valores + E.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre variedades. S= Control sano, OB= Control obeso (Dieta OB), FMB=
Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

En obesidades tempranas, los niveles de insulina se incrementan para
compensar los niveles elevados de glucosa en el organismo (Eckardt y col., 2008;
Singla y col., 2010). En la Figura 16 se puede observar que los niveles de insulina
aungue no mostraron diferencia estadistica significativa, son ligeramente mas

elevados en el control obeso (1.29 + 0.05 ng/mL), en comparacién con el control
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sano (1.13 + 0.12 ng/mL). Relacionando el resultado anterior con lo obtenido en la
CTG (r=0.87, p<0.05) y los niveles de glucosa (r=0.85, p<0.05) en ayuno para este
grupo se puede establecer que, debido a la dieta que se les proporciond para la
induccién de obesidad, los animales comienzan a presentar alteraciones en el
metabolismo de glucosa. Esto sugiere que a pesar de tener la misma
concentracion de insulina, la capacidad de los tejidos para transportarla glucosa al
interior de las células dependientes de esta hormona es menor o puede existir una

alteracion en la sintesis endégena de glucosa.

Asi mismo, el grupo tratado con frijol Flor de Junio también mostré niveles
mas elevados de insulina, con un comportamiento similar al grupo obeso en
cuanto a los mismos parametros, por lo que esta variedad bajo las condiciones
probadas no ejercid efectos preventivos sobre el desarrollo de resistencia a la

insulina generada por la obesidad.

En cuanto al grupo tratado con frijol Flor de Mayo, aunque no se observa
diferencia estadistica significativa entre los grupos, se observa una tendencia de
disminucién en los niveles de insulina, lo cual al relacionarlo con los niveles de
glucosa (r=0.99, p<0.05) y el comportamiento de la CTG (r=0.89, p<0.05), este
grupo ejerci6 efectos preventivos sobre las alteraciones relacionadas con el
metabolismo de la glucosa.

Al presentar menores niveles de glucosa en el organismo de los animales
tratados con frijol, la sintesis de insulina fue menor, sugiriendo una proteccion
contra el desarrollo de procesos relacionados con resistencia a la insulina (Eckardt
y col., 2008). También en la reduccién de procesos lipogénicos y de movilizacion
de depdsitos de grasa en adipocitos (Singla y col., 2010), lo cual se ve reflejado en
los parametros relacionados con el desarrollo de obesidad. Por lo anterior, esta

variedad mostré mejores resultados sobre la prevencion de esta enfermedad.
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La obesidad desencadena estrés oxidativo debido a dos mecanismos
diferentes, el tejido adiposo que se encuentra en exceso es una fuente de
citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-a, las cuales son un potente
estimulo para la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) por los
macrofagos y monocitos; ademas, TNF-a inhibe la actividad de la cadena
respiratoria mitocondrial, incrementando la interaccion de los electrones con O

para generar anién superéxido (Oy).

El otro mecanismo involucra un efecto de los triglicéridos elevados sobre
el funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial, especificamente se ha
propuesto que los triglicéridos intracelulares, que también estan elevados, inhiben
el translocador de adenin nucleétidos y fomentan la generacién de O, (Martinez-
Abundis y col., 2005).

Uno de los 6rganos que sufre las afectaciones propias del avance de la
obesidad es el pancreas. Las células 3 son las encargadas de sintetizar y secretar
insulina en respuesta a los niveles de glucosa presentes en el organismo. Sin
embargo, en la obesidad, la hiperglicemia, intolerancia a la glucosa y disminucion
en la sensibilidad a la insulina, generan el agotamiento progresivo de las células (3,
principalmente por la sobrecarga metabdlica sostenida, lo cual produce estrés
oxidativo en el pancreas y, conforme avanza la obesidad puede llevar a

disminucién en la sintesis de insulina (Ng y col., 2010; Xie y col., 2010).

En el caso de los niveles de insulina durante la etapa control (Cuadro 3),
en el control obeso se observo una disminucion en comparacion con los animales
sanos, debido al estrés oxidativo presente en el pancreas, ademas se ha
reportado lipotoxicidad ejercida por dietas altas en grasa en células 3 pancréticas
(Buettner y col., 2007; Ng y col., 2010; Xie y col., 2010).

Los grupos alimentados con frijol mostraron niveles méas elevados de

insulina, lo cual demuestra la proteccion del frijol contra la disfuncion de las células
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B pancreaticas. Este resultado podria atribuirse a los compuestos antioxidantes
presentes en el frijol, los cuales se ha reportado por diversos autores tienen
actividad antioxidante (Oomah y col., 2010) capaz de proteger contra el estrés

oxidativo de diversas patologias como la diabetes (Mendoza-Sanchez, 2009).

Para comprobar el proceso de oxidacion presente en el pancreas de los
animales de este trabajo, se realiz6 la cuantificacion de oxidacién de proteinas
como marcador temprano del proceso oxidativo ejercido por la obesidad, en donde
la técnica detecta los residuos carbonilos libres de las proteinas que se
encuentran oxidadas. Como se esperaba los resultados obtenidos muestran
mayor grado de oxidacion en las proteinas del pancreas del grupo obeso en

comparacion con el control sano y los grupos tratados con frijol.

Cuadro 3. Niveles de insulina y oxidacion de proteinas del pancreas de ratas
obesas alimentadas con una dieta hipercaldrica por 12 semanas y después

suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)

Grupos Insulina® Oxidacién de proteinas®
S 1.86 + 0.24% 29.69 + 5.68°"
OB 1.35 +0.27° 82.89 + 3.80°
FMB 2.16 + 0.29% 21.41 + 3.18%
FJB 1.86 + 0.36% 33.22 + 3.91"

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

Expresados en: ‘ng/mL, “residuos de carbonilo/ug de proteina en pancreas.
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Los grupos alimentados con frijol mostraron proteccion contra el estrés
oxidativo generado durante el desarrollo de obesidad. Por lo tanto, estos
resultados se relacionan con los niveles de insulina mas elevados para dichos

grupos en comparacion con los animales obesos (r=-0.81, p<0.05).

Asi mismo, los niveles de insulina y oxidacidbn de proteinas que
presentaron los grupos tratados con frijol fueron muy parecidos a los obtenidos
para el control sano, por lo que la proteccién antioxidante ejercida es de suma

relevancia para este tipo de patologias.

7.1.5 Parametros relacionados con alteraciones en el metabolismo de la

lipidos

7.1.5.1 Efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre perfil lipidico de

ratas obesas

En la obesidad, el tejido adiposo libera acidos grasos libres, los cuales a
su vez provocan en el higado un incremento de la produccion de glucosa,
triglicéridos y la sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Los
trastornos asociados al exceso de grasas y lipoproteinas son la reduccion del
colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y un aumento de la densidad de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Los triglicéridos en plasma juegan un
papel muy importante en el desarrollo de las dislipidemias que se presentan en la
obesidad; ademas, conforme la obesidad avanza, el riesgo de padecer

enfermedades cardiovasculares se incrementa (Singla y col., 2010).
Como se puede observar en la Cuadro 4, no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre el control obeso y los grupos tratados con
frijol, en ninguno de los parametros evaluados para el perfil lipidico.
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Dicho comportamiento es debido a que el grado de obesidad obtenido en
esta etapa con fines preventivos no fue tan severo como para ocasionar
dislipidemias, aunque en cuanto a este tipo de datos, hay mucha incongruencia en
modelos de obesidad, ya que depende en gran medida del tipo de grasa
adicionada en la dieta y el tiempo de duracion, entre otros factores, que

determinan el grado de dafio ocasionado por la dieta (Buettner y col., 2007).

Cuadro 4. Perfil lipidico de ratas alimentadas con una dieta hipercal6rica

suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa

preventiva)
Grupos ‘ Triglicéridos®  Colesterol total* HDL* LDL*
S 53.7 £ 9.228 72.5 +6.82 30.8+1.32 31.2+7.02
OB 97.9 + 8.9 85.3+11.62 37.1+4.82 28.2 +5.32
FMB 101.9 £+ 19.52 78.8 +4.72 33.4+2.32 25.0+1.92
FJB 104.7 £ 12.82 74.0 £ 8.12 31.3+£3.52 23.3+4.423

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control obeso (Dieta OB), FMB= Dieta
OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058. Expresados en: ‘mg/dL.

En el caso del perfil lipidico en la etapa con fines de control (Cuadro 5), se
puede observar que aungque no se presento diferencia estadistica significativa
entre los grupos analizados, el control obeso mostré valores mayores en
triglicéridos, colesterol total, y LDL; lo cual se atribuye al efecto ejercido por la
dieta hipercaldrica que se les proporcioné durante un total de 24 semanas de

experimentacion.
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Cuadro 5. Perfil lipidico de ratas obesas alimentadas con una dieta hipercalérica

por 12 semanas y después suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y

Flor de Junio (etapa control)

Grupos Triglicéridos®  Colesterol total® ‘ HDL* LDL?!
S 114.7+4.52 93.4+12.12 40.2+4.74 24.6x5.72
OB 146.1+9.62 105.7+5.32 42.9+3.12 33.5+4.32
FMB 129.9+12.52 92.1+4.52 38.2+1.82 27.9+4.52
FJB 137.2+10.72 103.0+4.42 44.6+4.0° 31.0+3.72

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control obeso (Dieta OB), FMB= Dieta
OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058. Expresados en: ‘mg/dL.

7.1.6 Parametros relacionados con el desarrollo de procesos inflamatorios y
oxidativos durante la obesidad

7.1.6.1 Efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre la concentracion

del factor de necrosis tumoral a de ratas obesas

Al incrementar la cantidad de tejido adiposo en la obesidad, la sintesis de
citocinas se ve alterada, en especifico las proinflamatorias, contribuyendo de
manera importante con el estado de inflamacion presente en esta patologia. La
expresion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) ha mostrado alta correlacién
con el incremento de tejido adiposo en modelos de obesidad inducidos por dieta,

tanto en roedores como en humanos (Norman y col., 1995).

La relevancia de esta citocina en la obesidad, se da por la relacion directa
que tiene con el desarrollo de resistencia a la insulina. Algunos estudios que

sustentan lo anterior han encontrado altos niveles de expresion de la citocina en
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tejido adiposo de individuos obesos en comparacion con sujetos sanos, y a su vez
estos resultados correlacionaron con los niveles plasmaticos de insulina

(Hotamisligil y col., 1995).

Dentro de la participacion que tiene TNF-a en el desarrollo de resistencia
a la insulina, se ha reportado que puede favorecer fosforilaciones en residuos de
serina del receptor (IR) y substrato del receptor de insulina (IRS), lo que genera el

desarrollo de resistencia a la insulina (Shoelson y col., 2007).
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Figura 17. Concentracion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) de ratas
alimentadas con una dieta hipercalérica suplementada con frijol comun cocido Flor

de Mayo y Flor de Junio (etapa preventiva)
Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre variedades. S= Control sano, OB=
Control obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio
08058.

Como se puede observar en la Figura 17, los valores de TNF-a, que
mostraron los animales durante la etapa preventiva, se encontraron dentro de los

valores esperados en animales sanos (< 11.7 pg/mL). Sin embargo, se puede
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observar que el control obeso muestra una mayor concentracion de TNF-a en
comparacion con el control sano. Por lo tanto, aunque no se presentd un estado
de inflamacion elevado, hay indicios de que los animales obesos presentan mas

predisposicion a presentar inflamacion.

Los valores de TNF-a en el grupo alimentado con frijol de la variedad Flor
de Junio fue significativamente mas bajo en comparacién con el control obeso, por
lo que se puede hablar de una actividad antiinflamatoria de dicha variedad, y
aungue la variedad Flor de Mayo no mostrd diferencia estadistica significativa,
presentd valores mas bajos que el control obeso, lo que hizo que fuera también

estadisticamente similar al control sano.

En cuanto a los resultados obtenidos durante la etapa control (Figura 18),
la cual cabe mencionar tuvo una duracion total de 24 semanas, los valores de
TNF-a de todos los grupos fueron mas elevados comparados con los observados
en la etapa preventiva. Ademas, en el grupo de animales obesos se puede
observar de manera importante que los valores superaron el rango de
concentraciones esperadas en animales sanos, ya que mostré valores de TNF-a
de 15.2 pg/mL, mientras que en los animales sanos se encontraron valores de 5.6
pg/mL. Por lo que, el control obeso en esta etapa de experimentacion presentd un
estado de inflamacién mas avanzado en comparacién con los demas grupos

evaluados.

Para el caso de los grupos alimentados con frijol, estos fueron
estadisticamente diferentes al control obeso, siendo sus concentraciones de 6.6
pg/mL para Flor de Mayo y 7.4 pg/mL para Flor de Junio, lo cual nos muestra el
efecto antiinflamatorio ejercido por el frijol durante el desarrollo de obesidad. Este
resultado es bastante relevante, debido a que el estado de inflamacion presente
en la obesidad es uno de los factores mas importantes para el establecimiento de
complicaciones. ElI mecanismo propuesto para este efecto antiinflamatorio podria

atribuirse a la accién de los compuestos fendlicos presentes en el frijol, los cuales
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son capaces de activar al receptor activado por proliferadores de peroxisomas y
(PPARY), el cual inactiva la traslocacién del factor nuclear kB (NF-kB), generando
una reduccion en la expresion de genes que codifican para citocinas

proinflamatorias y moléculas de adhesion (Wardle, 2004; Zeng y col., 2011).
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Figura 18. Concentracion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) de ratas
alimentadas con una dieta hipercalérica por 12 semanas y después suplementada

con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)

Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

7.1.6.2 Efecto de las harinas de frijol comun cocido sobre los niveles de

peroxidacion lipidica en tejido adiposo de ratas obesas

Debido al estrés oxidativo generado durante la obesidad, se inducen
procesos de oxidacion en los diferentes tejidos del organismo. Uno de estos
mecanismos de oxidacion es la peroxidacion lipidica, la cual es favorecida por el

incremento en la concentracion de especies reactivas de oxigeno, en especifico
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en tejido adiposo, en donde participan de manera importante con el desarrollo de
resistencia a la insulina y desregulacion génica de adipocitocinas. Asi mismo, se
ha sugerido que el estrés oxidativo en los depoésitos grasos es un promotor
temprano del sindrome metabdlico y existen evidencias de que la hiperlipidemia y
las dietas ricas en azlcar, grasa o ambas inducen dicho estrés (Girard y col.,
2005; Galinier y col., 2006).

La peroxidaciéon lipidica es un mecanismo de dafio celular que se
caracteriza por la descomposicién de los acidos grasos poliinsaturados de las
membranas biologicas, generando compuestos como el malonildialdehido (MDA) y
4-hidroxialqueno (4-HNE) como productos finales de las reacciones de oxidacion.
La determinacién de estos compuestos sirve como marcadores de dafio oxidativo

en las células (Gutteridge, 1995).

Para evaluar el grado de estrés oxidativo en los animales sometidos a la
induccion de obesidad mediante la dieta alta en grasas saturadas y fructosa, se
evaluaron los niveles de peroxidaciéon lipidica en tejido adiposo, mediante la
reaccion del MDA con el acido 2-tiobarbitdrico (TBA). Los resultados obtenidos
(Figura 19) muestran mayores niveles de peroxidacion lipidica en tejido adiposo de
animales obesos en comparacion con el control sano, el cual a su vez mostré 28%

menos peroxidacion lipidica.

Los grupos alimentados con frijol aunque no presentaron diferencia
estadistica significativa, tuvieron alrededor de 13% menos peroxidacion en
comparacién con los animales obesos. Esto sugiere que el frijol esta presentando
proteccién contra el desarrollo de dafio oxidativo causado por el establecimiento
de la obesidad, lo cual a su vez los hace estadisticamente parecidos a los
animales del control sano. Dichos efectos podrian ser el resultado de la accion de
los compuestos con naturaleza antioxidante presentes en el frijol, como los

compuestos fendlicos, los cuales han sido evaluados en una amplia variedad de
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trabajos, tanto in vitro como in vivo (Iniestra-Gonzélez y col., 2005; Oomah y col.,
2010).
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Figura 19. Peroxidacion lipidica del tejido adiposo abdominal de ratas alimentadas
con una dieta hipercaldrica suplementada con frijol comun cocido Flor de Mayo y

Flor de Junio (etapa preventiva)
Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

Sobre los valores de peroxidacion lipidica obtenidos para los animales de
la etapa control (Figura 20), se puede observar la misma tendencia que en la
etapa con fines preventivos, donde los animales sanos presentaron 21% menos
peroxidacién en comparacién con el control obeso. Mientras que, los grupos
alimentados con frijol tuvieron hasta un 22% menos peroxidacion lipidica en tejido
adiposo a diferencia de los animales obesos. Con los resultados anteriormente
mencionados se corrobora el efecto antioxidante de las harinas de frijol cocido
sobre alteraciones de dafo oxidativo en tejido adiposo. Esto es de suma
importancia ya que durante la obesidad el incremento en los radicales libres,

provenientes de la dieta y de los proceso inflamatorios, altera el balance oxidativo
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de los tejidos en el organismo, originando el desarrollo de alteraciones como la
formacion de moléculas oxidadas que contribuiran a la generacion de mudltiples
dafos, como por ejemplo en tejido adiposo, en donde incrementan la toxicidad
mitocondrial, que a su vez contribuira al desarrollo de resistencia a la insulina en

dichas células (Maassen y col., 2007).
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Figura 20. Peroxidacion lipidica del tejido adiposo abdominal de ratas obesas
alimentadas con una dieta hipercalérica por 12 semanas y después suplementada

con frijol comun cocido Flor de Mayo y Flor de Junio (etapa control)
Los valores se presentan como media de los valores + E.E. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al control obeso (p<0.05), analizados con la prueba de Dunnet. Letras
diferentes indican diferencia estadistica significativa entre grupos. S= Control sano, OB= Control
obeso (Dieta OB), FMB= Dieta OB + Flor de Mayo 08030, FJB= Dieta OB + Flor de Junio 08058.

7.2 Caracterizacién parcial de los compuestos antiobesigénicos e

hipoglucemiantes de las harinas de frijol cocido

7.2.1 Composicion quimica de las harinas de frijol cocido

El frijol es una fuente importante de proteinas, asi como de carbohidratos,

los cuales se componen principalmente de carbohidratos de digestién lenta y
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carbohidratos no glicémicos; dichos carbohidratos constituyen aproximadamente
el 55% de la composicion total del frijol, siendo el almidon y la fibra dietaria los
principales constituyentes (Serrano y Gofii, 2004). La composicién del frijol fue de
interés en este trabajo debido a que algunos componentes, principalmente

carbohidratos, se encuentran relacionados con los beneficios a la salud.

En el Cuadro 6 se muestra el andlisis proximal de las harinas de frijol de
las variedades Flor de Mayo y Flor de Junio, en donde se puede apreciar que el
contenido de proteina esta dentro de los valores reportados por algunos autores
gue han evaluado distintas variedades y encontraron que el porcentaje de proteina
del frijol esta entre el 20-40% (Jacinto-Hernandez y col., 1996; Pérez-Herrera y
col., 2002; Gallegos-Tintoré y col., 2004), lo cual hace a esta leguminosa una de

las fuentes principales de este nutrimento.

El contenido de grasa, del frijol se encuentra entre un 1-14%, por lo que
es considerado un alimento que no aporta un elevado nivel calérico. Las
variedades Flor de Mayo y Flor de Junio mostraron contenido de grasa de 3.86 y
3.50 g de grasa/100 g de harina respectivamente, los cuales se encuentran dentro
de la concentracién de grasa reportada por otros autores (Serrano y Goiii, 2004;
Drago y col., 2007).

Los valores obtenidos para el contenido de cenizas, de las variedades
analizadas, fue de entre 3.4-4.0 g de cenizas/ 100 g de harina de frijol; lo cual
coincide por lo reportado por algunos autores, en donde han encontrado valores
de 3.8-4.5 % de cenizas; este parametro puede variar por las caracteristicas del
suelo de cultivo, asi como de la genética del cultivar (Carmona-Garcia y col., 2007;

Aguirre-Santos y Gomez-Aldapa, 2010).

La fibra dietética total es uno de los principales componentes del frijol,
algunos autores han reportado concentraciones entre 14 y 27% en distintas

variedades de frijol. En el caso de las variedades Flor de Mayo y Flor de Junio, se
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obtuvieron valores de 14.87 y 14.76 g de fibra/100 g de harina de frijol
respectivamente, no observandose diferencia estadistica significativa en lo que
respecta a este parametro. El tratamiento térmico afecta la composicion y
contenido de la fibra dietaria total, ya que se ha reportado que la coccion reduce el
contenido de fibra soluble y aumenta significativamente el contenido de fibra

insoluble (Paredes-Lopez y Valverde, 2006).

Algunos autores han encontrado valores de fibra soluble e insoluble de
3.1-7.6% y 10.1-13.4% respectivamente, para frijoles sometidos a procesos de
coccion, por lo que las variedades analizadas en este trabajo, mostraron valores
de fibra soluble e insoluble similares a las reportadas por dichos autores. Sin
embargo Flor de Mayo mostré valores mas elevados de fibra insoluble y menor
contenido de fibra soluble con respecto a Flor de Junio, esto podria estar
relacionado con el estudio in vivo, en donde Flor de Mayo mostré6 mejores
resultados ya que disminuy6 el IMC comparado con Flor de Junio, sin embargo,
deben existir otro tipo de compuestos presentes en la variedad Flor de Mayo que
pudieran estar relacionados con los efectos observados para el desarrollo de la
obesidad y sus complicaciones, como los compuestos fenélicos, que mas adelante
se mencionaran (Reyes-Moreno and Paredes-Lopez, 1993; Guzman-Maldonado
and Paredes-Lopez, 1999; Serrano y Goiii, 2004).

Uno de los componentes principales de la fraccibn de carbohidratos
presentes en el frijol es el almidon, del cual la mayor parte corresponde al almidon
resistente, reportandose concentraciones para distintas variedades de frijol entre
13.9 y 26.9%; por lo que las variedades Flor de Mayo y Flor de Junio mostraron
contenido de almiddn resistente similar al ya reportado. Aunque se puede observar
una notable diferencia entre las variedades analizadas, mostrandose nuevamente
que el frijol de la variedad Flor de Mayo obtuvo mayor contenido de almidén
resistente en comparacion con la variedad Flor de Junio (Serrano y Goiii, 2004;
Sandoval-Gallegos y col., 2007).
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Cuadro 6. Composicion quimica de las harinas de frijol cocido

Parametro® FMB FJB
Proteina 32.70 £ 0.25°  36.47 + 0.06°
Grasa 3.86 + 0.02° 3.50 + 0.05°
Cenizas 3.39 £0.03" 4.05 + 0.01°
Fibra dietética total 14.87 +0.11*  14.76 + 0.03?
Fibra insoluble 9.51 +0.012 6.16 + 0.14°
Fibra soluble 5.36 + 0.01° 8.61 + 0.19°
Almidén resistente 17.74 £ 0.14*  10.48 + 0.41°

Los valores representan la media + D.E. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
entre variedades, para cada parametro evaluado (p<0.05), mediante la prueba de Tukey. FMB=
Flor de Mayo 08030, FJB= Flor de Junio 08058.

'Expresados en g/100 g de harina seca

Los resultados obtenidos en el andlisis proximal permiten dilucidar el
efecto observado por las dos variedades en el estudio in vivo anteriormente
mencionado. En donde cabe destacar el efecto antiobesogénico, hipoglucemiante,
antiinflamatorio y antioxidante observado para la variedad Flor de Mayo en
comparacién con Flor de Junio; lo cual podria atribuirse principalmente a su
composicién en carbohidratos no glicémicos, ya que se ha reportado que éstos
son capaces de disminuir la absorcion de carbohidratos y grasas de la dieta,
dando como resultado menor respuesta glicémica, y que ademas se dispongan de
las reservas de energia presentes en el organismo para poder satisfacer los
requerimientos energéticos, por lo que se da como resultado una disminucién en
los depoésitos de grasa, y a su vez una reduccion en el riesgo de las

complicaciones de la obesidad (Mederos, 2006).
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7.2.2 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de las harinas de frijol

cocido

Dentro de la composicion quimica del frijol se encuentran una serie de
compuestos funcionales a los cuales se les ha atribuido los efectos benéficos a la
salud mencionados anteriormente, dichos componentes son los carbohidratos y
los compuestos fendlicos tales como flavonoides, antocianinas y taninos
condensados, y algunos inhibidores de enzimas como los inhibidores de a-amilasa
y de tripsina (Obiro y col., 2008; Carai y col., 2009).

En el Cuadro 7 se muestran los resultados obtenidos de la cuantificacion
de compuestos fendlicos, capacidad antioxidante y concentracion inhibitoria media
de la capacidad antioxidante de las harinas de frijol. La variedad Flor de Mayo
presentd 1, 2.5 y 1.5 veces mas concentracidon de fenoles totales, taninos
condensados y flavonoides, respectivamente, asi como, mayor capacidad
antioxidante, que la variedad Flor de Junio; la cual a su vez mostr6 mayor
contenido de antocianinas y su capacidad inhibitoria media (Clsp) de la capacidad

antioxidante fue menor.

La concentracion de fenoles totales obtenidos en este estudio para las
variedades Flor de Mayo y Flor de Junio se encuentran dentro de los valores
reportados por Guzman-Maldonado y col. (2005), asi como Espinosa-Alonso y col.
(2006), quienes evaluaron algunas variedades de frijol cocido, dentro de las que
se encuentran las variedades negras, cafés, amarillos y moteadas, mostrando un

rango de fenoles totales de entre 0.90-2.1 mg eq. acido gélico/g de harina.

En cuanto al contenido de taninos condensados, Gallegos-Tintoré y col.
(2004), Espinosa-Alonso y col. (2006) y Aparicio-Fernandez y col. (2005),
reportaron valores entre 9.4 y 37.8 mg eq. (+)catequina/g de harina para diferentes
variedades de frijol, por lo que los resultados obtenidos para las variedades Flor

de mayo y Flor de junio se encuentran dentro de dicho rango.
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Respecto a la concentracion de antocianinas obtenida para las dos
variedades, ésta se encontr0 dentro de los valores reportados por Guzman-
Maldonado y col. (2005) y Serna (2007), quienes obtuvieron concentraciones en
diversas variedades de frijol de 14.1-323.3 mg eq. cianidina 3-glucésido /kg de

harina.

La capacidad hipoglucemiante y antioxidante del frijol se le ha atribuido de
manera importante al contenido de compuestos fendlicos presentes en dicha
leguminosa; ademas, se relaciona con su capacidad antioxidante. Los compuestos
fendlicos poseen en su estructura uno o mas anillos aroméaticos con al menos un
sustituyente hidroxilo, lo cual hace que posea la caracteristica de secuestrar
radicales libres, debido a la facilidad con la que el atomo de hidrogeno desde el
grupo hidroxilo aromatico puede ser donado al radical, ademas la estructura
guinona formada es bastante estable para soportar un electrébn desapareado

(Fernandez-Pachon y col., 2006).

Serna (2007) reportaron valores de 257.1 y 357.4 puM eq. Trolox/g de
harina para frijoles pintos y negros, respectivamente. Los resultados obtenidos
muestran valores similares a los reportados por otros autores, y es importante
destacar que la variedad Flor de Mayo presenta 1.2 veces mas capacidad
antioxidante que Flor de Junio. Esto a su vez se correlaciona directamente con el
contenido de fenoles totales, taninos y flavonoides que mostrd Flor de Mayo, ya
gue los valores fueron mayores para esta variedad en comparacion con Flor de

Junio.

Sobre la Clsg, se puede observar en el Cuadro 7, que la variedad Flor de
Junio mostré menor Clsy que Flor de Mayo, para la cual fue 1.2 veces mayor.
Estos resultados nos indican que la variedad Flor de Junio requiere menor
concentracion para inhibir el radical ABTS, sin embargo esta variedad no fue la
gue mostrd6 mayor concentracion de fenoles totales, taninos y flavonoides, por lo

que la actividad sobre el radical ABTS pudiera ser ejercida por las antocianinas,
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las cuales estuvieron en mayor concentracion en dicha variedad, o por algunos
otros compuestos no evaluados en este trabajo, como algunas fracciones
peptidicas, que se han reportado para algunas variedades e hidrolizados de frijol,

capaces de ejercer actividad antioxidante (Ruiz-Ruiz y col., 2008).

Cuadro 7. Concentracién de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de

las harinas de frijol cocido

Parametro FMB FJB
Fenoles totales’ 1.53 +0.03* 1.49 +0.01°
Taninos condensados? 18.42 + 0.30° 7.47 +0.08°
Flavonoides® 23.17 + 3.16° 15.00 + 1.33°
Antocianinas® 27.50 + 0.29" 31.24 + 0.23?
Capacidad antioxidante® 409.10 + 20.40® 350.80 + 11.80%
Clsg’ 49.71 +0.512 41.62 + 0.95°

Los valores representan la media + D.E. Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa
entre variedades, para cada parametro evaluado (p<0.05), mediante la prueba de Tukey. FMB=
Flor de Mayo 08030, FJB= Flor de Junio 08058.

'Expresados en mg eq. acido galico/g de harina

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

3Expresados en mg eq. rutina/g de harina

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

°Expresada en uM eq. Trolox/g de harina

6 Expresados en mg de harina/mL

Asi mismo, no se tienen reportes referentes a la Clsg para las variedades
empleadas en este estudio. Este resultado, aunque es ejemplo de la capacidad
antioxidante que los frijoles pueden ejercer, es importante mencionar que es un
estudio in vitro, ademés de que muchos otros compuestos pueden ser capaces de
donar electrones para estabilizar el radical de ABTS y por lo tanto mostrar Clsg
menores; por lo que los resultados obtenidos para el Clsg de esta variedad no
mostraron relacién con lo observado en el estudio in vivo sobre obesidad, ya que

Flor de Mayo fue la variedad que mostr6 mejores resultados en dicho estudio.
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VIIl. CONCLUSIONES

Mediante la dieta obesigénica que se utilizd en este trabajo, se obtuvieron
algunas alteraciones, principalmente en el metabolismo de la glucosa, durante la
etapa preventiva. Sin embargo, dichos cambios, no proporcionaron el conjunto de
factores que componen toda la patologia establecida para la obesidad, por lo que

los efectos nutracéuticos del frijol no se pudieron observar de manera detallada.

Por lo anterior, el frijol no mostrd efectos preventivos sobre el incremento
de peso corporal causado por la dieta hipercal6rica administrada para la induccién
de obesidad; sin embargo, la variedad Flor de Mayo previno el proceso de
hipertrofia en los adipocitos, asi como, la acumulacién de triglicéridos en dichas

células.

Asi mismo, la variedad Flor de Mayo mostré proteccion contra el
desarrollo de intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina en la etapa con
fines preventivos, lo cual se pudo observar al obtener menor area bajo la curva
durante la realizacion de una prueba de tolerancia a la glucosa, asi como en los

niveles de glucosa e insulina en ayuno.

En la etapa control se logré un grado de obesidad mas avanzado en los
animales sometidos a la dieta obesigénica; ya que se obtuvo mayor incremento de
peso corporal e IMC, asi como, mayor contenido de triglicéridos en adipocitos, lo
gue se vio reflejado en mayor tamafio de dichas células; asi mismo, se alteré de
manera importante el metabolismo de carbohidratos, reflejado en mayores niveles
de glucosa, intolerancia a la glucosa, ademas de presentarse procesos oxidativos

en el pancreas.

Por lo que el consumo de la variedad Flor de Mayo mostré reducciones en
parametros relacionados con el desarrollo de obesidad, asi como en el

almacenamiento de grasa en la etapa control de este estudio.
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En la etapa control, los animales obesos presentaron dafio oxidativo en
pancreas, lo que posiblemente origind disminucion en la sintesis de insulina y por

lo tanto, alteraciones en el metabolismo de la glucosa.

El frijol de la variedad Flor de Mayo mostré actividad antioxidante y

antiinflamatoria en el modelo de obesidad.

El consumo de la variedad Flor de Junio no ejercio efectos preventivos ni
de control sobre el desarrollo de obesidad, por lo que se presentaron alteraciones
en parametros relacionados con el desarrollo de resistencia a la insulina; sin
embargo, disminuyoé el tamafio de adipocitos de la zona abdominal, lo cual es
deseable durante la obesidad, ya que se reduce de manera importante el riesgo

de complicaciones propias de dicha patologia.

La proteccion del frijol fue dependiente de la variedad de frijol y el grado
de obesidad obtenido; sin embargo en términos generales el frijol puede
considerarse como parte de una dieta equilibrada para disminuir la obesidad y sus

complicaciones.
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