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RESUMEN

El consumo de frijol cocido se ha relacionado con una disminucién en el
desarrollo de cancer de colon en animales de experimentacién. Se ha
demostrado que algunos de los componentes del frijol, tienen la capacidad de
regular algunos de los factores de riesgo relacionados con este tipo de cancer.
Sin embargo, este efecto es dependientes no sélo de componentes, sino
también de la concentracion de éstos en los alimento. El objetivo de este
proyecto fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de dos variedades
de frijol cocido (Phaseolus vulgaris): Pinto zapata (PZ) y Negro 8025 (N), sobre
el desarrollo de cancer de colon en un modelo animal y determinar su
mecanismo de accioén. Los frijoles fueron sometidos a un tratamiento térmico y
se observé que el frijol N presenté 4 veces mas concentracion de taninos
condensados, 11 veces mas de antocianinas y una mayor capacidad
antioxidante (39%) comparado con PZ. En la primera etapa las ratas fueron
alimentadas con una dieta control o dietas que contenian 12.5, 25 y 50% de frijol
PZ y N durante 5 semanas, se evaluaron factores de riesgo para predisposicion
a cancer de colon. Se observd una disminucién en los niveles de colesterol a las
concentraciones de 25% (20-24%) y 50% (45-48%) para ambos frijoles. En
cuanto a AGCC se observé un aumento significativo en la concentracion de
acetato para todas las concentraciones de PZ y de N 50%. En el caso de
propionato se presentd un incremento para ambas variedades hasta de 7 veces
mas comparado con el control. La enzima B-glucuronidasa disminuyo en los
grupos de 25 y 50% para ambas variedades hasta en un 50%. En el caso de la
enzima glutatién S- transferasa, su actividad se increment6 (49%) solamente en
los animales tratados con PZ 50%. En la segunda etapa a las ratas se les
administré de manera independiente las dos variedades de frijol cocido PZ y N
incorporando a la dieta concentraciones de 0.5, 3, 12.5 y 25%. Los animales
fueron tratados con frijol antes (4 semanas), durante (8 semanas) y después (11
semanas) del carcinébgeno DMH. La incidencia de adenocarcinomas de colon
disminuyé de manera significativa para todos los grupos de frijol desde un 40%
hasta un 80%, principalmente para el grupo PZ 3% y N0.5%. No se observé un
efecto significativo del frijol sobre los niveles de glucosa, colesterol y HDL. Los
tratamientos que mostraron mayor proteccidn estan relaciona con una menor
concentracion de ftriglicéridos (22 a 41%) y la proteina involucrada en
proliferacion celular PCNA (22%) e incremento de glutation S-transferasa (26-
40%). Estos resultados sugieren que el consumo de frijol a bajas
concentraciones puede disminuir el riesgo del desarrollo del cancer de colon.

Palabras clave: frijol, cancer de colon, B-glucuronidasa, glutatién S-transferasa,
PCNA.



SUMMARY

Cooked beans intake has been linked to colon cancer development
decrease in experimental animals. It has been shown that some bean
compounds have the ability to regulate some risk factors associated with this
type of cancer. However, this effect is dependent not only on the presence of the
compounds in the beans, but in their concentration. The objective of this project
was to evaluate the effect to different concentrations of two varieties of cooked
beans (Phaseolus vulgaris): Pinto Zapata (PZ) and Negro 8025 (N) over colon
cancer development in an animal model and to determine its mechanism of
action. After both bean varieties were cooked, it was shown that N presented
four times more concentrations condensed tannins and eleven times more
anthocyanins concentration, respectively, and a greater antioxidant capacity
(39%) than PZ. In the first stage, rats were fed a control diet and diets containing
12.5, 25 and 50% of PZ and N beans for 5 weeks. Risk factors for colon cancer
predisposition were evaluated and decrease in cholesterol levels at diets with
25% (20-24%) and 50% (45-48%) of both beans was observed. In the case of
AGCC, there was a significant increase in acetate concentration for all PZ diets
and N 50% diet, while propionate was seven times more than control, in both

bean varieties. B-glucuronidase enzyme was lower in 25 and 50% diets for both

bean varieties and it showed a 50% decrease. In the case of glutathione S-
transferase enzyme activity, only animals fed with PZ 50% diets showed an
increase (49%). In the second phase of the experiment, rats were fed
independently with the two cooked beans varieties, PZ and N by incorporating
them in the diet at 0.5, 3, 12.5 and 25%. Animals were treated with cooked
beans four, eight and eleven weeks before, during and after i.p. administration of
DMH carcinogen, respectively. Colon adenocarcinoms incidence decreased
significantly in all experimental groups from 40% to 80%, mainly in the case of
PZ 3% and N 0.5% diet. There was not a significant effect of cooked beans
intake on glucose, cholesterol and HDL levels. Those treatments that showed
more protection are associated with a low triglycerides concentration (22-41%)
and the protein involved in cell proliferation, PCNA (22%) and an increase of
glutathione S-transferase (26-40%). these results suggest that cooked beans
consumption at low concentrations can reduce the risk of development of colon
cancer.

Key words: beans, colon cancer, B-glucuronidase, glutathione S-transferase,
PCNA.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad cronico-degenerativa que se caracteriza por
el crecimiento incontrolado y la propagacion de células anormales. En México,
esta patologia es la tercer causa de muerte después de la diabetes y las
enfermedades cardiovasculares (http://www.inegi.gob.mx, 2005). Actualmente,
el cancer de colon, que es uno de los canceres mas asociados con la dieta, ha
tomado gran importancia debido al cambio en el patrén de la dieta en muchos

paises a causa de la occidentalizacion y el desarrollo.

El cancer comunmente resulta de mutaciones que ocurren durante el
tiempo de vida. Estas mutaciones alteran protooncogenes y genes supresores
de tumor, los cuales son importantes reguladores de los procesos bioldgicos y
desempefan diversas funciones en el control del crecimiento celular, como la

proliferacion, la apoptosis y la diferenciacion (De Vita et al., 1999).

Se ha tratado de identificar los factores de riesgo en los alimentos que
incorporados a la dieta estén asociados con cancer de colon, cabe senalar que
la mayoria de los estudios parecen coincidir en el riesgo ligado al peso excesivo,
aumento en la ingesta caldrica, consumo de carne y grasas animales; lo anterior
asociado a incremento en la concentracion de glucosa, colesterol y triglicéridos
(Yamada et al, 1998; Diaz, 1999, Jee et al, 2005).

Otro factor de riesgo que puede asociarse al cancer de colon es la flora
bacteriana del propio colon, ya que ésta puede interactuar con el alimento
favoreciendo la formacion de carcinégenos o promotores (Alexander-Williams y
Binder, 1983; Jin et al., 2000, Queiroz-Monici et al., 2005).

Por otro lado se sabe que los alimentos de la dieta tienen componentes
importantes que pueden influir en la prevencién y/o tratamiento del cancer de
colon, entre dichos alimentos se encuentran las verduras, las frutas y las

leguminosas.



Debido a su consumo por ser parte de la dieta tipica del mexicano una de
las leguminosas mas importante en México es el frijol. El frijol es considerado un
alimento nutracéutico debido a que contiene componentes que pueden
beneficiar al organismo en la prevencién de enfermedades o en el tratamiento
de las mismas (Cavallé de Moya et al., 2003). Sin embargo, actualmente esta
leguminosa se enfrenta a cambios importantes en su consumo debido a las
modificaciones en los habitos alimenticios a consecuencia del urbanismo, la

migracion y el empleo (www.siap.sagarpa.gob.mx, 2003).

Se tiene evidencia que al incorporar altas concentraciones de frijol a la
dieta (60 - 75%), se diminuye la incidencia de tumores coldnicos hasta en un
50% en ratas inducidas quimicamente (Hughes et al., 1997; Hangen y Bennink,
2002). Asi mismo, se ha comprobado que el incorporar unicamente 0.4% de
frijol en la dieta disminuye la multiplicidad de cancer de colon hasta en un 73%
(Rios et al, 2007).

El frijol contiene una serie de compuestos bioactivos a los cuales se les
ha relacionado con la prevencion de cancer de colon, entre dichos compuestos
se pueden citar a la fibra soluble e insoluble, los oligosacaridos, el almidon
resistente, el acido fitico, los compuestos fendlicos, entre otros (Serrano y Gofii,
2004).

En diversos estudios se ha demostrado que el mecanismo de accion de
estos componentes para inhibir el desarrollo de cancer de colon; induccién de
apoptosis, inhibicidn de la proliferacion celular, induccién de enzimas de fase |,
las cuales llevan a cabo la destoxificacion de carcindégenos activos en el
organismo e inhibicion de la enzima B-glucuronidasa, enzima que reactiva los
carcindgenos eliminados a través de la via enterohepatica. Dichos mecanismos
se han evaluado en diversos alimentos no incluido el frijol comun (Phaseolus

vulgaris).

Debido a los cambios en la ingesta de frijol en México, asi como las

preferencias de consumo dado por las caracteristicas propias de esta



leguminosa fue importante determinar el efecto que estas variables pudieran
tener sobre algunos de los parametros de predisposicidn y la proteccion del
cancer de colon. Por otro lado, fue importante identificar el o los mecanismos de
accion a través del cual el frijol cocido es capaz de inhibir el desarrollo de esta

patologia.

En base a lo anterior en este estudio se evaluo el efecto quimioprotector
del frijol contra el cancer de colon en ratas Sprague-Dawley inducidas
quimicamente con el compuesto 1,2-dimetilhidrazina, el cual es un carcinégeno
especifico para colon. El frijol se incorpor6 en la dieta a diferentes
concentraciones, entre las que se incluyen el consumo rural (12.5%, 25% vy

50%) y el urbano (0.5% y 3%) de los mexicanos.



2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

2.1.1 Definicion

El cancer se caracteriza por presentar multiples mutaciones que provocan
dafios en los cuales una sola célula o grupo de células provenientes de un tejido
particular pierden la habilidad para responder a los mecanismos de control que
son muy importantes en el mantenimiento y desarrollo de los tejidos y del

organismo completo (Clayson, 2000).

2.1.2 Proliferacion y diferenciacion celular

Las células de organismos multicelulares tienen como objetivo mantener
la integridad del organismo, mediante la proliferacion y diferenciacion celular. La
proliferacion es necesaria para crear un nuevo individuo o bien, reemplazar las
células perdidas por desgaste, mal funcionamiento o por muerte celular
programada (apoptosis). La base para que se lleve a cabo lo anterior es el ciclo
celular. La progresion ordenada del ciclo celular se mantiene mediante una serie
de mecanismos, rutas independientes analogas a las rutas bioquimicas y, sobre

todo por un reloj interno (Biggs et al., 2000; Geoffrey, 2000).

El reloj del ciclo celular se regula mediante puntos de control o de
restriccion, en donde el ciclo celular puede detenerse temporalmente en
respuesta a factores extrinsecos e intrinsecos (Albert et al., 1994) (Figura 1). Sin
embargo, se pueden presentar cambios genéticos cada vez que una célula se
divide; dichos cambios tienen que ser reparados para evitar alteraciones en la
replicacion celular. De lo contrario, el cancer puede surgir de la proliferacion

anormal de células con mutaciones (De Vita et al., 1999)

Una de las proteinas involucradas con la proliferacién celular es el

antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA, por sus siglas en inglés),



sintetizado tempranamente en las fases G1 y S del ciclo celular, el PCNA tiene
un rol importante en la replicacion y reparaciéon del ADN actuando como cofactor
de la ADN polimerasa € y de la ADN polimerasa & (Kelman, 1997; Lomanto et
al., 2003).

Pl _“‘\‘
&-:-’ .ll
S

Mitosis Comienza del ciclo
(la célula se
divide) «— PCNA
—
lll @\J La célula se agranda
il y fabrica nuevas proteinas
Punto de restriccion
G
La celula se 1
prepara para :_:"‘w\
dividirse ((:. I Lactlulase G
| :
“‘x__j detigne
R
5 Punto de restriccion
La célula La célula mediante
faplic ail seﬁalizgcién coptinﬂa o
ADN PCNA detiene el ciclo

Figura 1. Esquema del ciclo celular, fases que lo conforman, puntos de
restriccion y expresion del antigeno nuclear de proliferacion nuclear (PCNA).
(www.en.wikipedia.org, 2007).

2.1.3 Proceso de Carcinogénesis

La mayoria de los canceres se originan después de que un gen es
alterado por un carcinégeno o por errores en la copia y reparaciéon de genes.
Tipicamente una serie de mutaciones en multiples genes crean una rapida y
progresiva proliferacion de este tipo de células que escapan a las restricciones
de crecimiento normal creando una oportunidad para mutaciones adicionales.

Eventualmente esta clona de células crece originando un tumor. Las células



tumorales pierden los controles normales de proliferacion celular, diferenciacion
y se vuelven insensibles a sefales de muerte apoptética. Ademas, para el
crecimiento de un tumor sélido se requiere de nuevos vasos sanguineos para
proveer nutrientes y oxigeno y asi incrementar la masa. A lo anterior se le
conoce como angiogénesis. La metastasis ocurre después de que las células
tumorales han sufrido posteriores mutaciones adquiriendo la capacidad de
invasion a tejidos cercanos y a otros sitios viajando a distancia via linfatica,
sangre o cavidades corporales (Figura 2) (Hodgson y Smart, 2001; Mathers,
2002).
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Figura 2. Esquema del comportamiento de las células en el proceso de
carcinogénesis (Peralta-Zaragoza et al., 1997)



2.1.4 Caracteristicas de las células cancerosas

Las células cancerosas difieren de las células normales en varias
caracteristicas, incluyendo la pérdida de la capacidad de diferenciacion, el
aumento de invasividad y la disminucién de la sensibilidad a las drogas
citotoxicas. Estas caracteristicas son el resultado de la proliferacion celular
descontrolada y del proceso de evolucion de la célula normal hacia una célula
con potencial tumorigénico. La alta incidencia de cancer, como una funcién de la
longevidad celular, sugiere que multiples alteraciones génicas se requieren para
el proceso de tumorigénesis (Peralta-Zaragoza et al., 1997). En la Figura 3 se
presentan las principales diferencias entre células normales y células

cancerosas.

Normal Cancer

[y fﬁé Grandes cantidades de células

"Tj',_'l‘ﬂj de forma irregular dividiendose
Nucleos grandes de forma variable

Volumen citoplasmatico pequerio
en relacién a los nicleos

Variacion en el tamafio y forma de
las células

Pérdida de las caracteristicas de
células especializadas normales

Arreglo desorganizado de células

Limites del tumor deficientements
definidos

Figura 3. Diferencias entre células normales y células cancerosas
(www.cancer.gov, 2006)



2.1.5 Tumores

En algunas ocasiones las células continuan dividiéndose y asi crean mas
células incluso cuando no son necesarias. Cuando esto sucede, se forma una
masa de tejido denomina tumor. Los tumores de colon atraviesan por diferentes
estadios clinicos e histopatolégicos, que van desde la formacién de las criptas
displasicas hasta la formacién de tumores benignos, y carcinomas (Cabrera y
Lopez-Nevot, 2005). Los tumores benignos son comunes y se descubren con
mayor frecuencia, son llamados adenomas y generalmente pueden removerse,
en la mayoria de los casos, no reaparecen, las células de estos tumores no se
extienden a otras partes del cuerpo permanecen juntas y a menudo son
rodeadas por una membrana de contencion. Por el contrario, los tumores
malignos o cancerosos generalmente se clasifican en dos categorias:
carcinomas, canceres que se originan en el epitelio; y sarcomas, canceres que
se originan en tejido conectivo, los cuales pueden llegar a invadir tejidos
(Alexander-Williams y Binder, 1983).

2.2 Bases moleculares del cancer

El cancer se caracteriza por alteraciones heterogéneas en el cariotipo
celular, las cuales incluyen la pérdida total o parcial de cromosomas, duplicacién
y translocaciones (Pretlow et al., 1994). El blanco principal del dafio genético lo
constituyen cuatro clases de genes reguladores normales (Plancarte y Mayer,
2003):

a) Protooncogenes, que estimulan el crecimiento.

b) Genes supresores de tumores, que inhiben el crecimiento de células
malignas.

c) Genes involucrados en la reparacion de ADN

d) Genes que regulan la muerte celular programada (apoptosis).

Lo anterior comunmente se ha relacionado mayoritariamente a factores

ambientales (exdgenos) y no a hereditarios (Plancarte y Mayer, 2003).



2.2.1 Oncogenes

Un oncogen surge de la perdida de la capacidad de los protooncogenes
para regular la replicacion celular, cuando en un cromosoma se produce una
mutacion o translocacion genética, la mayoria de los oncogenes y genes de
supresion tumoral intervienen directamente en la regulacion del ciclo celular
normal. Los oncogenes pueden participar en la transduccion de sefiales de
factores de crecimiento, inhibiendo apoptosis, teniendo una accion especifica
en los genes supresores de tumor o ambas (OMS, 1995; Mendelsohn et al.,
2001).

Los protooncogenes, desempefian diversas funciones en el control del
crecimiento celular, como la proliferacion, apoptosis y diferenciacion. Estos
genes codifican para proteinas que se activan de manera selectiva en presencia
de sefiales reguladoras, entre los que se pueden destacar algunos receptores
del factor de crecimiento, proteinas implicadas en la transduccién de sefiales y

algunos factores de transcripcion (De Vita et al., 1999; Griffiths, et al., 2000).

2.2.2 Genes supresores de tumor

La inactivacion de los genes supresores de tumor usualmente se da
cuando ambas copias del gen son afectadas por delecién o por mutacion. Cada
mutacion adicional provee un mayor crecimiento de las células beneficiando asi

la aparicién de un tumor (Hodgson y Smart, 2001; Mendelsohn et al., 2001).

2.2.3 Genes involucrados en la reparacién de ADN

Las células poseen diversos sistemas de reparacion del ADN para poder
garantizar la integridad de su genoma. La funcion del sistema de reparacion es
eliminar errores en el apareamiento entre bases, asi como las uniones de
insercion-delecién que surgen como consecuencia de que la ADN polimerasa
comete un error durante la replicacién. Las primeras lesiones afectan el ADN no

repetitivo y producen sustituciones de bases (por ejemplo, G—T), mientras que



las uniones afectan el ADN repetitivo y traen como consecuencias ganancias o
pérdidas de unidades cortas repetitivas (CA) dentro de microsatélites. Esto se
conoce como inestabilidad en microsatélites (MSI) (Levitt and Hickson, 2002). La
mayoria de los tumores que presentan MSI deben esta caracteristica a la
inactivacion del gen hMLH1. La inactivacion es resultado mayormente de la
hipermetilacion y no de mutaciones somaticas o peérdida de heterocigosis
(Kuismanen, et al, 2000). Sin embargo las mutaciones germinales
generalmente se presentan en los genes de reparacion hMLH1 y hMSH2 y
cuyos productos son indispensables para que se produzca la MSI (Levitt and
Hickson, 2002).

2.2.4 Genes que regulan la muerte celular programada (apoptosis)

La eliminacion de células, llamada muerte celular programada o
apoptosis, se requiere para mantener la homeostasis normal, es decir, un
balance entre la proliferacion celular y la muerte celular en organismos
multicelulares. La apoptosis se caracteriza por pérdida de la viabilidad,
condensacion de los cromosomas y fragmentacion de ADN. Algunos productos
de genes son activadores de apoptosis y algunos otros son inhibidores del
proceso. La desregulacion de la apoptosis juega un papel muy importante en la
carcinogénesis, debido a que la inhibicion de apoptosis puede ocasionar
desordenes en la proliferacion celular favoreciendo la aparicion de tumores. En
la Figura 4 se muestra un esquema del proceso de apoptosis (Hodgson y Smart,
2001; Mendelsohn et al., 2001; Lee et al., 2004).
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Figura 4. Esquema de proteinas involucradas en el proceso de apoptosis
(www.chem.duke.edu, 2007).

2.3 Procesos de destoxificacion

Debido a que el cancer esta cercanamente relacionado con la exposicion
ambiental a carcindgenos, el organismo tiene la capacidad de destoxificarse, por
lo que éste es un mecanismo prometedor para la prevencion del cancer. El
sistema de destoxificacion del organismo comprende dos tipos de familias de
enzimas, refiriendose como enzimas que metabolizan drogas de fase | y de fase
Il (DNEs). Las enzimas de fase | comprenden a la superfamilia de citocromo
P450 (CYPs), las enzimas de fase |l comprenden multiples enzimas de

destoxificacion y antioxidantes como la glutation-S-transferasa (GST),
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NADP(H):quinona oxidoreductasa (NQO) y UDP:glucoronosil transferasa (UGT),

entre otras (Miao, et al., 2003).

La induccion de destoxificacion por enzimas de fase Il como la GST y la
NQO es uno de los mejores mecanismos de proteccion del organismo contra
toxicos y efectos neoplasicos de carcindgenos. Las GSTs son una familia
multigénica compleja de enzimas involucradas en la conjugacion para reducir
glutation (GSH) con compuestos electrofilicos. La GST esta involucrada en el
metabolismo de conjugacién de una gran variedad de compuestos electrofilicos
que incluyen epoxidos, haloalcanos, nitroalcanos, alquenos, derivados del metil
sulfoxido, organofosfatos y compuestos aromaticos halo y nitro. La mayoria de
los compuestos conjugados con glutation son antibidticos, vasodilatadores,
herbicidas, insecticidas, analgésicos, agentes anticancerigenos y carcinégenos.
La reaccidon de xenobidticos con el GSH puede ocurrir de manera espontanea o
enzimaticamente por medio de las GSTs. Si la conjugacién con un electrofilo
reactivo es espontanea puede ser la unica manera en que el electrofilo pueda
ser destoxificado. Sin embargo, la concentracion del GSH tiene una importancia
critica en este proceso de destoxificacion, y esto puede depender del tipo de
célula ya que la concentracion de GSH varia dependiendo del tipo celular.
(Prestera, et al., 1993; Seidegard y Ekstrom, 1997; Hodgson-Smart, 2001).

2.4 Cancer de colon

2.4.1 Colon

El colon y recto son partes del sistema digestivo que constituyen al llamado
intestino grueso. El colon incluye los primeros 1.2—1.5 m del intestino grueso, y
el recto son las 0.10-0.12 m ultimos. La parte del colon que conecta al recto es
el colon sigmoideo y la que conecta al intestino delgado es el ciego. Los
alimentos digeridos parcialmente procedentes del intestino delgado entran al
colon, el colon extrae agua y nutrientes de los alimentos y almacena el resto
como desechos. Los desechos pasan del colon al recto y luego al exterior del

cuerpo por el ano. (Figura 5). La pared del colon esta formada por cuatro capas
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que incluyen la mucosa, la submucosa, la muscularis propia y la serosa.
Microscépicamente en el interior se aprecia una superficie lisa a simple vista,
pero puede observarse de forma irregular microscopicamente mediante cortes
histolégicos debido a la contraccion muscular, a pequefios aumentos se puede
ver la abertura de las criptas. Las criptas tienen una longitud aproximada de 0.5
mm y se extienden desde la mucosa hasta la muscularis (Fawcett, 1988;

Fenoglio-Preiser et al., 1989).

Colon Medio

Col . Colon
olon 1 Distal
Prommal\ r T
i Colon
. — —— Sigmoideo
Recto
\ Ano

Figura 5. Anatomia del colon (http://www.cancer.gov, 2006).

2.4.2 Epidemiologia

El cancer de colon esta asociado al nivel de desarrollo socioeconémico y
al grado de occidentalizacion de los estilos de vida. La frecuencia de cancer de
colon varia de un modo notable entre diferentes poblaciones. Las tasas de
incidencia son mas elevadas en los paises desarrollados como los Estados
Unidos, Australia y Nueva Zelanda, son intermedias en areas de Europa y bajas
en regiones de Asia, América del Sur y Africa (Diaz, 1999). Las variaciones

internacionales de la incidencia, muestran que los factores de riesgo asociados
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con esta enfermedad son fundamentalmente de tipo ambiental y la dieta es el
factor de riesgo mas consistente. Otros factores incluyen la edad, los
antecedentes personales (presencia de un adenoma o carcinoma previo), los
antecedentes familiares y enfermedades de predisposicion como la colitis

ulcerosa (Feldman, et al., 2000).

2.4.3 Desarrollo del cancer de colon

En el desarrollo de cancer se pueden distinguir las siguientes fases:
displasia, adenoma, carcinoma in situ y metastasis. La primera indicacion de un
posible desarrollo de cancer es una alteracion ligera o moderada de la
morfologia de las células, denominada displasia. La lesién puede desaparecer
espontaneamente en esta fase, e incluso a veces en la siguiente (adenoma). La
expresion carcinoma in situ se aplica cuando aparecen células con ciertas
caracteristicas como alteraciones en los nucleos y multiplicacion celular
anormal, pero sin que haya penetracién de la membrana subyacente que las
mantiene en el tejido de origen. Cuando el crecimiento celular anormal alcanza
zonas situadas por debajo del tejido de origen, se considera que el cancer es
invasivo. A menudo el cancer de colon se extiende a los ganglios linfaticos que
drenan la zona y puede difundirse por sangre y propagarse al higado o a los
pulmones (Teague, 1990; OMS, 1995).

2.4.4 Bases moleculares del cancer de colon

El cancer de colon proviene de una serie de mutaciones que comunmente
ocurren en una secuencia bien definida. Invariablemente el primer paso en la
carcinogeénesis de colon involucra la pérdida funcional del gen APC. El APC es
un gen supresor de tumores y la perdida de su funcion resulta en la formacién
de adenomas. Si una de las células de un adenoma continua sufriendo
mutaciones, puede activar al gen Ras que codifica proteinas fijadoras de
nucledtidos de guanina que regulan vias de transduccion de sefales. La
mayoria de las mutaciones de Ras parecen ocurrir durante estadios intermedios

de crecimiento de los adenomas. El gen supresor DCC generalmente presenta
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una mutacion por delecién y esta involucrado en interacciones de la adherencia
célula a célula. La pérdida de una regiéon cromosomal por una mutacién en
particular puede estar precedida por la inactivacion del gen p53, el cual
normalmente impide que células con un ADN dafiado progresen mas alla de la
fase G1-S del ciclo celular. Los genes denominados hMSH2 y hMLH1
desempenfan un papel en la reparacion de errores de apareamiento de pares de
bases durante la replicacion del ADN. Alteraciones en estos genes llevan a
errores de la replicacién del ADN y la acumulacion de mas mutaciones. En la
Figura 6 se muestra la secuencia de eventos genéticos en la evolucion de

cancer de colon (Pretlow et al., 1994; Feldman et al., 2000).
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Figura 6. Fases del desarrollo de cancer de colon y genes involucrados
(Hodgson y Smart, 2001).
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2.5 Bacterias intestinales y cancer de colon

Una parte importante del ambiente intestinal es la flora bacteriana. Esta
flora se encuentra en una posicién favorable para modificar la interaccion entre
agentes exdgenos ya sea del alimento, agua o gases y la superficie corporal en
donde forman colonias. Se cree que la flora del colon juega un papel mediador
en la carcinogénesis (Jin et al., 2000) ya que las bacterias intestinales pueden
formar carcinégenos o promotores a partir de los sustratos que se encuentran
en la dieta o las secreciones intestinales. La dieta determina tanto la
concentracion del sustrato como la flora bacteriana que actua en el colon, asi
como la cantidad de carcinégeno/promotor producido y ello explicaria en gran
parte la relacion entre la dieta y cancer de colon. La enzimas producidas por la
flora bacteriana son relevantes en el proceso de carcinogénesis ya que
hidrolizan conjugados transportados por via enterohepatica reactivando
mutagenos inactivados o carcindgenos (Arimochi et al., 1999). La mayor parte
de los géneros de bacterias intestinales producen B-glucosidasa, principalmente
Streptococcus faecalis y en menor proporcion f-glucuronidasa siendo
Escherichia coli la bacteria con mayor produccidn, no siendo asi para especies
de Lactobacillus y Bifidobacterium (Cuadro 1), por lo que la poblacion
bacteriana es determinante en la concentracion de dichas enzimas. (Alexander-
Williams et al., 1983; Queiroz-Monici et al., 2005).

Cuadro 1. Produccién de p-glucosidasa y p-glucuronidasa por bacterias
intestinales de humano.

Actividad media de Actividad media de

B-glucosidasa* B-glucuronidasa*
Escherichia coli 5.8 247
Streptococcus faecalis 192.7 2.9
Especies de Lactobacillus 26.0 1.6
Especies de Clostridium 22.1 11.3
Especies de Bacteroides 35.1 6.0
Especies de Bifidobacterium 29.3 1.9

* Actividad de enzima expresada como moles de sustrato degradados por hr/10° células

(Alexander-Williams et al., 1983)
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2.6 Alimentos nutraceuticos y prevencion de cancer de colon

Un alimento nutraceutico es aquel que contiene el balance apropiado de
nutrientes y compuestos bioactivos, los cuales ayudan a funcionar mejor y mas
efectivamente al organismo de los seres humanos, asi como prevenir y ser
coadyuvantes el tratamiento de enfermedades (Goldberg et al., 1994). Existen
ciertos alimentos denominados nutraceuticos de la dieta que modifican la
incidencia y la aparicidén biolégica de tumores, debido a que sus nutrientes y
compuestos bioactivos especificos pueden modificar rutas genéticas

relacionadas con el cancer (Lee et al., 2004).

En la literatura hay diversos estudios que tratan de relacionar la ingesta
de leguminosas y el riesgo de cancer, pero resulta dificil dictaminar la
contribucién cuantitativa dada por las leguminosas para el riesgo de cancer

debido a ciertos factores (Milner, 2002):

- Diversidad de leguminosas: Tienen composicidon quimica
heterogénea dependiendo de la leguminosa.

- Diversidad de leguminosas contenidas en productos alimenticios.

- Baja ingesta de leguminosas, especialmente en paises
desarrollados.

- Correlacion de ingesta: Pueden ser consumidos con otros

vegetales.

Las sustancias con potencial para prevenir cancer en las leguminosas
tienen una o mas propiedades (Milner, 2002): 1) previenen dafio del DNA, 2)
incrementan la reparacion del DNA, 3) aumentan apoptosis de células dafnadas,
4) promueven la inmunocompetencia, 5) reducen el crecimiento del tumor, 6)

previenen metastasis.
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2.7 Frijol

El frijol es una leguminosa originaria de Mesoamérica, la cual se ha
cultivado desde hace 8 mil anos. Se considera que existen alrededor de 150
especies, en México se encuentran cerca de 50, destacando las cuatro especies
que el hombre ha domesticado, como son; Phaseolus vulgaris L. (frijol comun),
Phaseolus coccineus L. (frijol ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol comba) y
Phaseolus acutifolius Gray (frijol tépari). En México, las especies mas
importantes en cuanto superficie sembrada y produccién son las dos primeras.
Existen diferentes tipos de frijol como son los: azufrado, mayocoba, negro,
peruano, flor de mayo, flor de junio, entre otras (www.siea.sagarpa.gob.mx,
2003).

El frijol se consume en México en una gran variedad de formas, ademas
de ser demandado en varias clases comerciales de diferente color, forma y
tamano. Practicamente cada localidad tiene preferencias que varian en color,
tamano y brillo del grano. Asi, en la region Noreste la principal clase comercial
que se consume es Pinto, seguida por la clase Bayo. Las clases Flor de Mayo y
Flor de Junio son de menor consumo. En el Noroeste la clase comercial que se
consume principalmente es del tipo azufrado (97.5%). Mientras que en regién
Centro se consumen practicamente todas las clases comerciales, con excepcion
del frijol pinto. Sin embargo, sobresale la clase flor de mayo seguida de la clase
flor de junio. En la region Sur se prefiere en un 90% el frijol negro seguido por el

bayo, este ultimo con muy poca aceptacion (Castellanos et al., 1997).

El grano de esta leguminosa, es parte base de la alimentacion de este
pais principalmente por sus raices culturales e histéricas. El frijol es un alimento
fundamental sobre todo para las clases mas desprotegidas del pais, ya que
constituye su principal fuente de proteina (Castellanos et al.,, 1997;

www.siea.sagarpa.gob.mx, 2003).
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2.7.1 Composicion del Frijol

El frijol contiene 16—-33% de proteina (Iniestra-Gonzalez et al., 2005), se
caracteriza por ser deficiente en aminoacidos azufrados (metionina y cisteina) y
triptofano (Serrano y Gofri, 2004). La cantidad de carbohidratos se encuentra en
un intervalo del 55 — 65% de peso seco, de esta fraccion, el almidén y la fibra
son los mayores constituyentes, ademas contiene oligosacaridos (rafinosa,
estaquiosa y verbascosa) y aporta vitaminas del complejo B y minerales como el
hierro y calcio. Sin embargo, la presencia de factores antinutricios como
inhibidores de ftripsina, acido fitico, taninos y saponinas reducen su valor
bioldgico (Sayago-Ayerdi et al., 2005; Diaz-Batalla et al., 2006). En el Cuadro 2

se muestra la composicion del frijol.

Cuadro 2. Composicién nutricional del frijol negro crudo

Contribucion de la
racion diaria de frijol
(70.5 g) (%)

Energia 345 kcal 8.3
Humedad 10.69
Proteina 21.8¢g 254
Grasa 149 -
Carbohidratos 63.5g -
Tiamina 0.99 mg 40.4
Riboflavina 0.201 mg 7.5
Niacina 1.93 mg 4.9
Vitamina B6 0.285 mg 8.8
Acido félico 0.447 mg 134.4
Fésforo 380.3 mg 28.4
Potasio 1424.3 mg 34.6
Sodio 5.2mg 0.3
Calcio 92.3 mg 5.6
Magnesio 195.6 mg 35.5
Zinc 3.96 mg 15.9
Cobre 0.77 mg 27.5
Hierro 4.82 mg 19.1

(Serrano y Gofii, 2004)
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2.7.2 Frijol y su relaciéon con cancer de colon

Existe evidencia que sugiere que el consumo de frijol comun (P. vulgaris)
puede ayudar a reducir la mortalidad por cancer de colon, por ejemplo, Hughes
et al., (1997) mencionan que el incorporar a la dieta cerca del 60% de frijol
ayuda a disminuir alrededor del 50% de tumores colénicos con respecto al
control en un modelo de ratas F344 inducidas quimicamente con el carcinégeno
azoximetano. Resultados similares fueron confirmados por Hangen y Bennink
(2002), ya que al incorporar a la dieta el 75% de frijol de dos cultivares (blanco y
negro), el frijol blanco redujo la incidencia de tumores en un 54% vy el frijol negro
redujo en un 59% con respecto al control (Figura 7). Rios et al., (2007) demostré
que distintas variedades de frijol incorporadas en la dieta en un 0.4% también
redujeron significativamente la multiplicidad de tumores colénicos (Figura 8),
destacando las variedades pigmentadas, con una disminucién de hasta 75%,
principalmente una variedad oscura denominada Negro 8025 y una variedad
crema moteado denominada Pinto Zapata. Sin embargo, no existen estudios de
dosis-respuesta del frijol para la inhibicion del cancer de colon que puedan
proporcionar informacion acerca de la dosis recomendada que ofrezca el mayor

efecto inhibitorio.

Los beneficios del frijol contra el cancer de colon son atribuidos a sus
compuestos bioactivos, tales como: los compuestos fendlicos, inhibidores de
proteasas, acido fitico y saponinas, ademas de la presencia de ambas fibras
soluble e insoluble, almidon resistente y oligosacaridos (Hughes et al., 1997;

Thiagarajan et al., 1998; Hangen y Bennink, 2002).
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Figura 7. Incidencia de tumores colonicos en ratas macho F344 inducidas con
azoximetano y alimentadas con dos tipos de cultivares de frijol y el control con
caseina (Hangen y Bennink, 2002).
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Figura 8. Efecto protector sobre cancer de colon de diferentes variedades de
frijol cocido en ratas Sprague-Dawley inducidas con 1,2-dimetilhidrazina (Rios et
al., 2006).
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2.7.3 Compuestos bioactivos del frijol relacionados con la prevencion de

cancer de colon

Algunos estudios proveen evidencia de proteccion de las leguminosas
contra el cancer de colon (Cuadro 3) (Mathers, 2002; Cavallé de Moya et al.,
2003).

Cuadro 3. Componentes con potencial protector contra cancer de colon
provenientes de las leguminosas.

Nutrientes Microconstituyentes Bioactivos
Almidon resistente Inhibidores de proteasas
Polisacaridos (No almidon) Saponinas
Oligosacaridos Fitoesteroles
Folatos Lectinas
Selenio Fitatos
Zinc

(Mathers, 2002)

2.7.3.1 Carbohidratos

Los carbohidratos son el componente mayoritario del frijol. La mayor parte
esta conformado por carbohidratos complejos, almidén y fibra dietética, mientras
que la fraccion de azucares (mono, di y oligo) es significativamente menor
(Serrano y Goni, 2004). En el Cuadro 4 se muestra la caracterizacién de los

carbohidratos.

La fibra insoluble, junto con el almidén resistente y los oligosacaridos,
constituyen la fraccidn indigestible del alimento, los cuales pueden ser
fermentados por la microbiota colonica, dando origen a acidos grasos de cadena
corta (AGCC; acético, propionico y butirico) (Serrano y Goni, 2004). Los AGCC
ejercen efectos fisioldgicos sistémicos sobre el metabolismo de lipidos y locales
que repercuten sobre el metabolismo coldnico. El acido propidnico esta

relacionado con la disminucion de colesterol plasmatico debido a la inhibicién de

22



la colesterogénesis y el acido butirico se ha demostrado que induce apoptosis,
arresto del ciclo celular y promueve diferenciacion en células coldnicas
tumorales (Rao et al., 1998). Por otra parte, se ha demostrado que el acido
butirico incrementa la actividad de GST en células provenientes de un cancer de
colon humano, la cual es una enzima de fase |l encargada de la destoxificacion
de carcindgenos y sustancias toxicas del organismo (Ebert et al., 2003; Pool-
Zobel, et al., 2005).

Ademas, existe evidencia de que la fibra disminuye en gran medida la
ganancia de peso, asi como los niveles de glucosa, colesterol y triglicéridos en
sangre (Linde et al., 2006; Vitolo et al., 2007) y se ha comprobado que inhibe la
actividad de la enzima bacteriana B-glucuronidasa que ha sido propuesta como
un marcador de riesgo para cancer de colon (Manoj et al., 2000; Queiroz-
Moncini et al., 2005).

Cuadro 4. Clasificacidon de los carbohidratos de frijol cocido

Carbohidratos glicémicos

(% materia seca)

Glucosa libre 0.1

Almidén total 42.9
Almidon rapidamente digerible 6.5
Almidon lentamente digerible 8.4

indice glicémico (pan blanco como 28

referencia)

Carbohidratos no glicémicos

Fibra dietética total 27.0
Fibra soluble 4.5
Fibra insoluble 22.6
Almiddn resistente 26.9
Oligosacaridos no digestibles

Rafinosa 0.4
Estaquiosa 3.2
Verbascosa 0.1
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2.7.3.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos juegan un papel muy importante en el rol de la
salud debido a que presentan algunas actividades biolégicas como capacidad
antioxidante, antimutagénica, anticarcinogénica (Weiguang et al., 2005). De
entre los compuestos fendlicos del frijol se ha determinado la presencia de
flavonoides (quercetina, camferol, antocianinas), acidos fendlicos (acido p-
hidroxibenzoico, acido vanilinico, acido p-cumarico, acido ferulico), isoflavonas
(genisteina, daizeina) y cumestrol (Diaz-Batalla et al, 2006; Espinosa-Alonso et
al., 2006). Las isoflavonas se han relacionado con la inhibicion de la
proliferacion celular (McDonald et al. 2005). En cuanto a los efectos benéficos
de la quercetina y la genisteina, se ha demostrado que promueven apoptosis y
reducen las lesiones precancerosas de colon (fosas cripticas aberrantes) (Volate
et al., 2005). Las antocianinas se ha propuesto que inducen el arresto del ciclo
celular e inducen apoptosis en lineas celulares de cancer de colon humano, por

mencionar algunos de los beneficios (Zhao et al., 2004).

2.7.3.3 Saponinas

En diversos estudios se ha reportado la presencia de saponinas en el
frijol (6.4 a 19 g/Kg de ps) (Kozuharov et al., 1986; Drumm et al., 1990). Las
saponinas son estructuras quimicas que consisten de agliconas triterpenoides o
esteroidales unidas a carbohidratos, pueden inhibir la proliferacion de células
cancerosas de colon mediante arresto celular, promoviendo apoptosis,
incrementando la proliferacion de macréfagos e inhibiendo la respuesta
inflamatoria, ademas se ha sugerido que promueven la muerte celular
programada no apoptoética (macroautofagia) (Raju et al, 2004; Ellington et al.,
2005, 2006).
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2.7.3.4 Acido fitico

El acido fitico es un carbohidrato polifosforilado que se encuentra en altas
concentraciones en cereales y leguminosas. Los grupos fosfato se unen en los
carbonos 1, 2, y 3 (ecuatorial-axial, axial y ecuatorial) y promueven una
interaccion especifica con el hierro para inhibir completamente su habilidad de

catalizar la formacion de radicales hidroxilo (Vucenik y Shamsuddin, 2003).

Existe evidencia de que el acido fitico promueve apoptosis y
diferenciaciéon en células de colon distal, ademas de que tiene efectos
favorables sobre la morfologia del colon reduciendo la presencia de fosas
cripticas aberrantes (Jenab y Thompson, 2000). Por otra parte, se le ha
relacionado con el incremento en la proliferacion de células citocida natural
(NK), que son encargadas de la destruccién e inhibicion del crecimiento tumoral
(Zhang et al., 2005).

2.8 Modelo animal de carcinogénesis de colon

Los estudios experimentales con animales del laboratorio han permitido
corroborar gran parte de los conocimientos obtenidos en las investigaciones
epidemioldgicas, en un esfuerzo por determinar el origen de cancer de colon
humano y de los factores de riesgo involucrados (Lindstrom et al., 1978). En
este sentido existen varios modelos de cancer experimental de colon en
animales de laboratorio, dichos modelos utilizan ratas, ratones y hamsters, a los
cuales se les induce cancer con diferentes sustancias quimicas carcinogénicas
como la 1,2-dimetilhidrazina, metilazoximetanol, azoximetano, N-
metilnitrosourea, N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina, siendo la 1,2-
dimetilhidrazina la mas utilizada, ya que es uno de los carcinbgenos quimicos
mas efectivos que inducen cancer de colon en el 80 al 100% de las ratas, entre
5 y 7 meses posteriores al inicio del tratamiento, debido principalmente a su
actividad alquilante en los acidos nucleicos del epitelio intestinal (Negrette et al.,

2000). Este carcindégeno actua modificando el genoma de las células colonicas
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causando alteraciones celulares como pérdida de la diferenciacion, invasividad o

proliferacion anormal (Lodish et al., 2003).
2.8.1 Metabolismo de la 1,2-dimetilhidrazina

Agentes carcinogénicos como la 1,2-dimetilhidrazina se encuentran en el
higado una hora después de la inyeccidn subcutanea y tres horas después en
células epiteliales del colon (Jackson y Singletary, 2004). El carcinégeno es
metabolizado en el higado por la accion de enzimas flavin monooxigenasas
(FMO) o citocromo P450, también conocidas como enzimas de fase |, que la
transforman a azoximetano y posteriormente a metilazoximetanol. Estos
metabolitos son glucuronidados por enzimas de fase Il y se excretan a través de
la bilis hacia el intestino. En el intestino, la enzima B-glucuronidasa provoca
nuevamente la liberacion del metilazoximetanol del cual se deriva un i6n
metilcarbonio (CH3"). Este ion se cree que es el responsable de la actividad
carcinogénica de la DMH, al unirse al ADN de las células del colon. La
alquilacion en la posicion Oe-metilguanina que ha sido detectada en tejidos en el
ADN de tejidos de ratas y ratones que fueron expuestos a la 1,2-
dimetilhidrazina. La O°-metilguanina puede inducir mutaciones en genes de
proliferacion celular, genes supresores de tumores, genes involucrados en
reparacion de ADN o en genes que regulan la apoptosis mediante la transiciéon
de GC a AT, responsable de desarrollo de tumores en el tejido del colon de
ratas. Por otra parte, este carcindgeno se secreta principalmente por pulmones
arrojando en la expiracién metabolitos como CO, y azoximetano, ademas de
secretarse también en la orina por los rifiones, en donde el carcindégeno se

encuentra en inalterado (Figura 9) (Jackson et al., 1999; Klaassen, 2001).
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Figura 9. Metabolismo de la 1,2-dimetilhidrazina (Corpet y Tache, 2002).
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3. JUSTIFICACION

El consumo de frutas, verduras y leguminosas se ha vinculado con la
prevencion de cancer de colon, cuyo beneficio se atribuye a sus compuestos
bioactivos. De entre las leguminosas podemos mencionar al frijol, que es uno de
los alimentos primordiales en la dieta del mexicano. Sin embargo, el consumo

de frijol varia entre la zona rural y la urbana.

Mediante estudios con modelos animales, se ha comprobado que el
consumo de frijol, tanto en altas como en bajas concentraciones disminuye la
incidencia de cancer de colon. También se ha informado que los carbohidratos
no digeribles de frijol pueden fermentarse en el tracto gastrointestinal
produciendo acidos grasos de cadena corta. Dichos acidos grasos tienen la
capacidad de inducir apoptosis, arresto del ciclo celular, incremento en la
actividad de la enzima GST; asi como disminuir los niveles de colesterol sérico.
Ademas la fibra se ha relacionado con una disminucion en la ganancia de peso,
en los niveles de colesterol y glucosa en sangre y con la inhibicién de la enzima
B-glucuronidasa. Asi mismo, el frijol contiene compuestos fendlicos, fitatos y
saponinas que también pueden llevar a cabo la inhibicion del desarrollo de

cancer por los mecanismos antes citados.

Debido a que las variedades Negro 8025 y Pinta Zapata a bajas
concentraciones disminuyeron hasta en un 75% la multiplicidad de tumores en
colon de ratas inducidas con 1,2-dimetilhidrazina y de que no existen estudios
de dosis-respuesta del frijol para la inhibiciéon del cancer de colon, en el presente
trabajo se determino el efecto de diferentes concentraciones de consumo de
estas dos variedades sobre el desarrollo de cancer de colon considerando el
consumo per capita urbano (0.5 y 3%) y el consumo per carpita rural (12.5, 25y
50%) y sobre algunos de los parametros de predisposicion; asi como los
posibles mecanismos de accién evaluando la inhibicion de la proliferaciéon
celular mediante la expresién de la proteina PCNA, la actividad de la enzima

GST vy la actividad enzimatica de B-glucuronidasa.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del consumo de diferentes concentraciones de frijol

cocido (Phaseolus vulgaris): Pinto zapata y Negro 8025, sobre el desarrollo de

cancer de colon en un modelo animal y determinar su mecanismo de accion.

4.2 Objetivos Especificos

Evaluar la composicion proximal, taninos condensados, antocianinas y
la capacidad antioxidante in vitro de las diferentes variedades de frijol

cocido en estudio.

Identificar in vivo algunos factores de riesgo de cancer de colon que
pudieran estar regulados por el consumo de diferentes
concentraciones de frijol cocido: ganancia de peso, perfil lipidico,
acidos grasos de cadena corta, actividad de las enzimas J-
glucuronidasa y glutation S-transferasa en ratas sanas Sprague-

Dawley.

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de dos variedades de
frijol cocido sobre la incidencia, multiplicidad y numero promedio de
tumores en colon de ratas Sprague-Dawley tratadas con el

carcinogeno 1,2-dimetilhidrazina.

Determinar el posible mecanismo de proteccion de diferentes
concentraciones de frijol cocido sobre el desarrollo de cancer de
colon; ganancia de peso, perfil lipidico, actividad de las enzimas -

glucuronidasa y glutation S-transferasa.

Evaluar el efecto de las dietas de frijol a diferentes concentraciones
sobre el proceso de proliferacion celular a través de la expresion de la

proteina PCNA en muestras de colon de los animales tratados.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Material Biolégico

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de cuatro semanas de edad
del bioterio Rismart S. A. de C. V.

Las variedades de frijol: Pinto Zapata y Negro 8025 cosecha 2005 fueron
proporcionadas por el campo experimental bajio del Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

5.1.2 Reactivos

Los reactivos utilizados para la determinacion de taninos condensados,
antocianinas y capacidad antioxidante fueron de la marca Sigma (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MI). La 1,2-dihidrocloruro de dimetilhidrazina utilizada
para la induccion de cancer de colon fue de la marca Fluka (Parque Industrial
Toluca 2000, Edo. de México). Los kits utilizados para la determinacién de
glucosa y el perfil de lipidos fueron de la marca Randox. Para la determinacion
de actividad de las enzimas B-glucuronidasa en contenido distal y GST hepatica
los reactivos fueron de la marca Sigma. Para la determinacion de proteinas se
utilizé el kit de proteinas BCA de la marca PIERCE (Rockford, IL). Los solventes
utilizados para la cuantificacion de AGCC fueron de la marca J. T. Baker
(Xalostoc, Estado de México, México). Para la evaluacion de la proliferaciéon
celular se cuantificd la expresion de PCNA empleando reactivos de la marca
Sigma, Biorad, Santa Cruz (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA) y Kodak. En el
estudio histopatologico se utilizaron reactivos de la marca J. T. Baker y de la

marca Mallinckrodt Baker.
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5.2 Metodologia

5.2.1 Preparacion de la dietas con frijol

El frijol Pinto Zapata y el Negro 8025 fueron cocidos en una relacién 1:1.6
en agua (w/v) a una temperatura de 96 + 2° C, se trituraron y se secaron a 60°C,
posteriormente se molieron en un molino pulvex para poder obtener las harinas
que se mantuvieron en refrigeracion y protegidas de la luz hasta su uso. Se
realizd un analisis bromatolégico a las harinas de acuerdo a las técnicas
reportadas por la AOAC (proteinas 920.87, carbohidratos 939.03, grasa 920.85,
fibra 920.86 y minerales 923.03) que fue considerado para la elaboracion de las
dietas. Asi mismo se determind la cantidad de taninos condensados,

antocianinas y capacidad antioxidante de las mismas.

5.2.1.1 Taninos condensados

La extraccién de taninos condensados se realizé por el método de
Cardador-Martinez et al (2002) de la siguiente manera. Se colocaron 200 mg de
harina de frijol en un matraz de 50 ml y se adicionaron 10 ml de metanol, se
protegio de la luz y se agité durante 24 horas. El material obtenido se centrifugd
a 5000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante fue

separado y empleado para la cuantificacion.

La cuantificacion se realizé de acuerdo al método de la vainillina, descrito
por Desphande y Cheyran (1987), modificado a microplaca. Del sobrenadante
obtenido se tomaron 50 pl y se colocaron en los pozos de la microplaca y
después se adicionaron 200 ul de la solucién de vainillina al 0.5% recién
preparada (vainillina 1% en metanol y HCI 8% en metanol en una relacién1:1).
Para ajuste se preparé un blanco al cual se le adicionaron 50 ul de
sobrenadante y 200 pyl de HCI 4%. La lectura se realizé en un espectrofotémetro
(Thermo, Multiskan Ascent) con filtros de 492 y 540 nm. La concentracion se

obtuvo mediante una curva estandar de (+)-catequina (0-0.2 mg/ml). Los taninos
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condensados fueron expresados como mg equivalentes de (+)-catequina/g de

harina.
5.2.1.2 Antocianinas

La extraccion y cuantificacion de antocianinas se llevo a cabo por el
método de Abdel-Aal y Hulc (1999). Mediante el cual se pesaron 3 g de harina
de frijol a los cuales se les agregd 24 ml de etanol acidificado (etanol en HCI 1N,
85:15 v/v). La solucion se mezclé con ayuda de un vortex y se llevo hasta pH 1
con HCI 4N. Posteriormente, la solucion fue nuevamente agitada durante 15
minutos y al término de este tiempo se midié el pH para verificar que se
mantuviera en 1. La solucién se centrifugd a 27200 g durante 15 minutos y el
sobrenadante fue recuperado. La absorbancia se midié en un espectrofotdmetro
UV-visible a 535 nm. Como estandar se utilizé la cianidina 3-glucdsido, de la
cual se realizd6 una curva con concentraciones de 0-27 pg/3 ml. La
concentracion total de antocianinas (mg/Kg) se determiné mediante una relacién

lineal en base a la siguiente férmula:

C = (A/e) x (V/1000) x PM x (1/ g de muestra) x 10°

Donde: C es la concentracion de antocianinas totales (mg/Kg), A es la
lectura de absorbancia, € es el coeficiente de absortividad molar de la cianidina
3-glucésido (25 965 cm™ M), V es el volumen total del extracto y PM es el peso

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

La capacidad antioxidante in vitro se determino por el método de Arts et al
(2003), se pesd 1 g de harina de frijol y se adicionaron 10 ml de metanol. La
solucién fue homogenizada con un vortex y dicha solucion se mantuvo en
agitacion constante durante 24 horas. Al transcurrir este tiempo, la solucion se
centrifugd a 5 000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue recolectado. La

capacidad antioxidante se realizd6 mediante el ensayo CAET (Capacidad
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Antioxidante en Equivalentes de Trolox), el cual se basa en la capacidad del
antioxidante y de los compuestos para donar electrones al radical ABTS vy asi
hacerlo estable. El radical produce una coloracion verde-azul a través de la
reaccion que ocurre entre el ABTS 7 mM y el persulfato de amonio 2.45 mM. La
solucion se preparé y se almacend en completa oscuridad con un tiempo de 12
horas antes de su uso. Cabe mencionar que la solucion debe usarse entre las

12-16 horas de su preparacion.

La solucion de ABTS con persulfato de amonio fue diluida con una
soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 7.4 hasta obtener una absorbancia final
de 0.7 £ 0.02 a una longitud de onda de 734 nm. Al obtener la absorbancia
adecuada, se mezclo la muestra con solucion ABTS en una relacion 1:100 (1 pl
de muestra en 99 ul de ABTS) y esta solucion se leyé a los 6 minutos a la
misma longitud de onda. Para obtener los equivalentes de trolox (UM eq de
trolox/g de harina), se realizd una curva estandar de trolox preparado con etanol,
para la cual se adicionaron 10 pl de trolox a diferentes concentraciones (0-800
MM) en 990 pl de ABTS y su absorbancia se medié a los 6 minutos a 734 nm. El
blanco se prepard con 10 ul de etanol en 990 ul de ABTS. La concentraciéon de
equivalentes de trolox se calculé mediante la relacion lineal de la disminucion de

la absorbancia en una relacién molar.
Estudios in vivo
5.2.2 Grupos de estudio

Se utilizaron un total de 214 ratas macho Sprague-Dawley de cuatro
semanas de edad, las cuales se mantuvieron en jaulas a temperatura de 25° C
bajo ciclos de luz-oscuridad (12 h), alimentadas con alimento Zeigler (NIH-31
Rismart S. A. de C. V.).

Antes de iniciar el tratamiento, los animales se aclimataron una semana y

después se asignaron aleatoriamente para formar los grupos. El experimento se

dividié en dos etapas.
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5.2.2.1 Primera etapa

Se formaron siete grupos, un grupo control (dieta base) y los grupos
tratados con frijol (12.5, 25 y 50%). Estos tratamientos consideran el intervalo de
consumo de frijol per capita rural (Cuadro 5). El frijol se incorpord en la dieta y
los animales fueron alimentados durante 5 semanas y posteriormente
sacrificados. Cada semana se registré el consumo de alimento, peso corporal y
la ganancia de peso, asi como la sobrevivencia de los grupos en estudio. En
esta etapa se evaluaron algunos factores asociados con cancer de colon que
pudieran estar regulados por el consumo de frijol como la concentracién de
glucosa y el perfil de lipidos en sangre, la actividad enzimatica de GST en
higado, la actividad enzimatica de B-glucuronidasa y la concentracién de AGCC

en el contenido distal coldnico.

Cuadro 5. Grupos experimentales de la primera etapa

Grupo Pinto Zapata Negro 8025
12 X X
2 12.5% X
3 25% X
4 50% X
5 X 12.5%
6 X 25%
7 X 50%
& Control
1, n=4
2a7n=5

5.2.2.2 Segunda etapa

En esta etapa se trabajé con 10 grupos, un control negativo (dieta base),
un control positivo (1,2-dimetilhidrazina) y los grupos tratados con ambas
variedades de frijol, en los cuales se considerd el consumo per capita urbano

(0.5 y 3%) y el consumo per capita rural (12.5 y 25%) (Cuadro 6). El frijol fue
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incorporado en la dieta y se administré a los animales antes (4 semanas),
durante (8 semanas) y después (11 semanas) del carcinégeno 1,2-
dimetilhidrazina. Cada semana se registr6 el consumo de alimento, peso
corporal y la ganancia de peso de los grupos en estudio, asi como la
sobrevivencia. Al finalizar el tratamiento se cuantificé la incidencia, multiplicidad
y numero promedio de adenocarcinomas. En esta etapa también se evaluaron
factores asociados con cancer de colon que pudieran estar regulados por el
consumo de frijol como la concentracion de glucosa y el perfil de lipidos en
sangre, la actividad enzimatica de GST en higado y la actividad enzimatica de B-

glucuronidasa en el contenido distal coldnico.

Cuadro 6. Grupos experimentales de la segunda etapa

Grupo Pinto Zapata Negro 8025 DMH Solucion salina
12 X X X v
2° X X v X
3 0.5% X v X
4 3% X v X
5 12.5% X 4 X
6 25% X 4 X
8 X 0.5% v X
9 X 3% v X
10 X 12.5% v X
11 X 25% v X

@ Control negativo
® Control positivo
1, n=10

2, n=26
3a11,n=18
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5.2.3 Preparacion de la 1,2-dimetilhidrazina

Se prepardé una solucién de 1,2-dimetilhidrazina 0.07 M en solucién
fisiologica estéril, la cual contenia 37mg de EDTA por cada 100 ml como agente
estabilizador, finalmente se ajusté a un pH de 6.5, empleando NaOH. EI

compuesto se preparé semanalmente 24 horas antes de la induccion.

5.2.4 Induccion del cancer de colon

Tanto al control positivo como a los grupos de frijol se les administré por
via subcutanea 1,2-dimetilhidrazina a una dosis de 21 mg/Kg de peso corporal,
una vez a la semana durante 8 semanas. De igual manera, al control negativo
se le administré solucion fisiolégica estéril, para mantenerlo bajo las mismas

condiciones.

5.2.5 Sacrificio y obtenciéon de muestras

Las ratas de la primera etapa se sacrificaron por medio de anestesia con
éter etilico a las 5 semanas de consumir la dieta y los animales de las segunda

a las 18 semanas después de la primera inyeccidn del carcinégeno.

A las ratas se les realizd una incision toracica abdominal media. Se
tomaron muestras de sangre por puncion cardiaca y se extrajo el higado el cual
se congeld con nitrégeno liquido. Posteriormente se llevo a cabo una apertura
longitudinal del colon por el borde antimesentérico y se tomd una muestra de

contenido distal que también fue congelado para su posterior analisis.

Al colon de los animales pertenecientes a la segunda etapa se les realizd
una limpieza de la superficie de la mucosa con solucion fisiolégica fria estéril y
posteriormente el colon fue fijado en un trozo de corcho con alfileres a 4° C.
Después de fijar el colon, este se dividid en dos zonas en base a su morfologia:

proximal y distal. Se identificaron las lesiones en base a la morfologia
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macroscopica descrita por Pifiols (1998) y se realizaron cortes de estas lesiones

para su posterior analisis.

Estudio histopatolégico

Las lesiones se colocaron en wuna solucibn amortiguadora de
formaldehido al 10%, preparada a partir de formaldehido al 37% y solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.4 (fosfato mono y dibasico de sodio).
Posteriormente, estos cortes fueron deshidratados por medio de un gradiente de
alcoholes (agua destilada, etanol al 70%, etanol al 90%, etanol absoluto y
finalmente xilol) para la conservacion de las estructuras del tejido. Después de la
deshidratacion, el tejido fue embebido en parafina por medio de un histoquinet.
Ya parafinizado, al tejido se realizaron cortes histolégicos por medio de un
microtomo con un grosor de 10 um, los cuales se fijaron en un portaobjetos por
medio de un bafio termostatizado y posteriomente los cortes fijados se
rehidrataron pasandolos nuevamente por un gradiente de alcoholes (xilol, etanol
absoluto, etanol al 90%, etanol al 70% y agua destilada); ya hidratados se
tineron con hematoxilina-eosina, finalmente a la laminilla se le colocd un
cubreobjetos fijandolo con la resina eukitt. Se llevo a cabo la observacién
microscopica a 10x, 40x y 100x en un microscopio Olympus PX40, para asi
determinar que muestras presentaban tejido normal, con displasia, adenomas o
adenocarcinomas. El analisis estuvo a cargo del Dr. Gallegos Corona, profesor
investigador encargado del Laboratorio de Histopatologia, de la Facultad de
Medicina, UAQ. La evaluacion se hizo de acuerdo a la escala establecida por
Riddell et al (1983), en donde se clasifican las lesiones en negativo, displasia
positiva de primer grado, segundo grado y tercer grado y a los adenocarcinomas
poco, moderadamente y bien diferenciado. En base a lo observado se determiné

la incidencia, multiplicidad y el numero promedio de tumores.
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5.2.8 Evaluacion de la concentracion de glucosa en sangre y perfil de
lipidos

Para determinar la concentracién de glucosa y el perfil de lipidos, el cual
incluye triglicéridos, colesterol total y HDL, la sangre se centrifugd para la

obtencion del suero.

5.2.8.1 Determinacion de glucosa

Se utilizdé un kit de la marca Randox, cuyo principio se basa en que la
glucosa presente en la muestra, por medio de la glucosa oxidasa forma acido
gluconico y peroxido de hidrégeno, éste ultimo reacciona con el 4-
aminofenazona y el fenol, produciendo un compuesto colorido (quinoneimina)
mediante la enzima peroxidasa. La muestra fue leida en un espectrofotémetro
SmartSpec™Plus a 500 nm. La intensidad de color fue proporcional a la
concentracion de glucosa en sangre y ésta se determiné por medio de la

siguiente formula:

mg/dL = Abs de la muestra * 100

Abs del estandar

5.2.8.2 Determinacion de triglicéridos

Para medir la concentracion de triglicéridos en las muestras se utilizé un
kit de la marca Randox. Por medio de este andlisis los triglicéridos presentes en
la muestra se determinaron a partir de la hidrolisis enzimatica con lipasas, dando
lugar al glicerol. El glicerol por accion de la enzima glicerol cinasa fue convertido
a glicerol-3-fosfato que al estar en presencia de oxigeno y por la enzima glicerol
fosfato oxidasa produce el compuesto dihidroxiacetona y perdxido de hidrégeno.
El peréxido de hidrogeno reacciona con el 4-aminofenazona y el 4-clorofenol, y
mediante la enzima peroxidasa se produce un compuesto colorido

(quinoneimina) que fue leido en un espectrofotometro SmartSpec™Plus a 500
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nm. La intensidad de color es proporcional a la concentracién de triglicéridos en

sangre y ésta se determino por medio de la siguiente formula:

mg/dL= Abs de la muestra * 200

Abs del estandar

5.2.8.3 Determinacioén de colesterol total

La concentracién de colesterol total en sangre se evalué mediante un kit
de la marca Randox, en donde los ésteres de colesterol de las muestras se
hidrolizaron por medio de la colesterol esterasa produciendo colesterol libre, el
cual en presencia de oxigeno y con ayuda de la colesterol esterasa formo el
colesten-3-ona y peroxido de hidrogeno. La 4-aminoantipirina y el fenol en
presencia del peroxido de hidrégeno formado, mediante la enzima peroxidasa
daran lugar a un compuesto colorido (quinoneimina) que fue leido a una longitud
de onda de 500 nm en un espectrofotdmetro SmartSpec™Plus. La
concentracion de colesterol fue proporcional a la coloracién producida y se

obtuvo por medio de la siguiente formula:

mg/dL= Abs de la muestra * 200

Abs del estandar

5.2.8.4 Determinacion de HDL (lipoproteinas de alta densidad)

La concentracién de colesterol HDL en sangre se cuantificé mediante un
kit de la marca Randox, en donde en primera instancia se llevo a cabo una
precipitacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL y VLDL) y de las
fracciones de quilomicrones presentes por medio del acido fosfotungstico en
presencia de iones de magnesio. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
y se colectd el sobrenadante en el cual se encontraba la fracciéon HDL. EI HDL
que se encuentra como ésteres de colesterol se hidroliz6 por medio de la
enzima colesterol esterasa, produciendo colesterol libre el cual en presencia de

oxigeno y con la enzima colesterol esterasa produce el colesten-3-ona y
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peréxido de hidrégeno. La 4-aminoantipirina y el fenol en presencia del peréxido
de hidrogeno formada y por accion de la enzima peroxidasa dieron lugar a un
compuesto colorido (quinoneimina) que fue leida a una longitud de onda de 500
nm en un espectrofotometro SmartSpec™Plus. La concentracién de colesterol
fue proporcional a la coloracién producida y se obtuvo por medio de la siguiente
férmula:

mg/dL= Abs de la muestra * 150

Abs del estandar

5.2.9 Determinacién de la actividad enzimatica de glutatién-S-transferasa
(GST)

Los higados se pesaron (0.5 g) y se colocaron en tubos cénicos estériles
a los cuales se les adiciono 2 ml de solucion amortiguadora de Tris-sacarosa.
Las muestras fueron homogenizadas con ayuda de un politron y centrifugadas a
8750 g durante 20 minutos a 4° C. Posteriormente, se colectd el sobrenadante
para ultracentrifugarse a 100 000 g durante 60 minutos a 4° C. Nuevamente se
recuperd el sobrenadante (citosol) y se almacend a -70° C para su posterior
analisis. El extracto citosdlico se diluye con solucion amortiguadora de fosfatos
1M pH 6.5 (1:100, 1:80, 1:60). A cada pozo de la microplaca, se le adicionraron
50 pl de citosol ya diluido por triplicado, posteriormente se le adicioné 100 ul de
soluciéon amortiguadora de GSH y finalmente 150 pl de solucién amortiguadora
de cloro-dinitro-benceno (CDNB), para leerse inmediatamente en un lector de
ELISA Turnable Versamax. La GST cataliza la formacién de CDNB-GSH que se
lleva a cabo en una cinética de reaccion a una longitud de onda de 340 nm en
un tiempo total de 2 minutos, con intervalos de lectura de 20 segundos,
posteriormente, se cuantifico la concentracion proteinas totales mediante el kit
de proteinas BCA-Pierce, empleando una curva estandar de albumina. La
actividad enzimatica se expres6 como nanomoles por minuto por miligramo de

proteina, empleando la siguiente ecuacion:

nmol/min mg prot =abs min 2 — abs min 1
(0.0096) (mg proteina)
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Donde: abs min 2 es la absorbancia a 340 nm en el minuto 2, abs min 1
es la absorbancia a 340 nm en el minuto 1, mg proteina son los mg de proteina

en el citosol, 0.0096 el coeficiente de extincién de CDNB en mmol'cm™.

5.2.10 Determinacion de la actividad enzimatica de la B-glucuronidasa

La actividad total de la enzima [-glucuronidasa se determiné empleando
el conjugado B-D-glucurénido de fenolftaleina como sustrato, donde la enzima
presente en la muestra lo hidroliza y la fenolftaleina se monitorea a una longitud
de onda de 450 nm.

A 0.5 g de contenido distal se le adicionaron 10 ml de solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.2M pH 7, esta solucion se homogenizé por
medio de un politréon y posteriormente se sonicé durante 6 minutos a 4° C. Las
muestras se centrifugaron a 500 g por 15 minutos y se colectd el sobrenadante
para llevar a cabo el ensayo enzimatico. Para la mezcla de reaccion se tomaron
0.8 ml de PBS 0.02 M, 0.1 ml de B-D-glucurénido de fenolftaleina 1 mM y 0.1 ml
del extracto fecal diluido. Esta mezcla se incub6 por 1 hr a 37° C. Al término de
la incubacién, se adicionaron 2.5 ml de solucion de glicina alcalina, 1 ml de
acido tricloroacético al 5% y 1.5 ml de agua HPLC, se mezcld y se incubd por 10
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se lee a 540 nm. La relacion de
fenolftaleina liberada se determin6 en base a una curva estandar de
fenolftaleina (0-20 pg) (Jenab et al., 1999). La actividad enzimatica total de la 3-
glucuronidasa se expresd en nanomoles por minuto por gramo de contenido

distal empleando la siguiente ecuacion:

nmol/min g de contenido = _ug fenolftaleina * 100
(PM)(g muestra)

Donde: ug fenolftaleina son los pg de fenolftaleina liberada, 100 es el
factor de dilucién, PM es el peso molecular de fenolftaleina y g muestra son los

g de contenido distal coldnico.
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5.2.11 Evaluaciéon de la expresion del antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA)

La evaluacion de la expresion de la proteina PCNA se realiz6 mediante
Western blot. La lesion proveniente del colon se homogenizé con 300 pl de
soluciéon amortiguadora de extraccion, manteniéndose en agitacion durante 45
minutos a 4° C. Después se centrifugd a 100,000 g durante 60 minutos a 4° C.
El sobrenadante se colecto y se determind la concentracion de proteinas por el
método de Lowry (1951). Posteriormente, a las muestras se les realizdé una
digestion y se llevo a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida para la
separacion de las proteinas presentes en las muestras. Al terminar la
electroforesis, se realizd una transferencia semi-seca, empleando una
membrana de nitrocelulosa. Finalmente fue llevado a cabo el inmuno blot. Las
membranas se incubaron con el primer anticuerpo monoclonal de ratén anti-
PCNA (1:1000) por tres horas para evaluar proliferaciéon celular. El segundo
anticuerpo fue cabra anti-raton (1:1000) y se éste se incubo6 durante 1 hora. La
membrana se incubo con una solucion de quimioluminiscencia y el revelado se
realizd en peliculas fotograficas Kodak empleando una solucion reveladora y
una solucion fijadora (Kodak). La pelicula con bandas se escaned y se obtuvo el
area de pixeles por banda mediante el programa Imaged 1.39d. Para verificar la
cantidad de proteina cargada en el gel se realizé un reblotting para la proteina

actina con lo cual fue posible normalizar la cantidad de proteina cargado en el

gel.

5.2.12 Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC)

La cuantificaciéon de los AGCC (acetato, propionato, butirato) se realizo
mediante el método reportado por Guohua et al (2005). Se pesaron alrededor de
0.5 g de contenido distal y se suspendieron en 6 ml de agua, posteriormente se
llevo a cabo una homogenizacién por 3 minutos con ayuda de un vortex y
posteriormente se ajustd el pH a 2 adicionando acido clorhidrico 5 M. EL
extracto se mantuvo a temperatura ambiente por 10 minutos con agitaciéon

ocasional. La suspensién se centrifugé por 20 minutos a 5000 rpm, a 4° C, y se
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colect6 el sobrenadante. El estandar interno que fue utilizado constaba de una
solucién de acido 2-etilbutirico, la cual se adiciond al sobrenadante obteniendo
una concentracion final de 2 mM. Después de esto, el sobrenadante se inyecto a
un cromatografo de gases HP 6890 equipado con un detector de ionizacion de
flama (FID) y un automuestreador Agilent 7683. Para el analisis se utilizé una
columna capilar Carbowax 20M de 25 m X 200 ym con un grosor de la fase
estacionaria de 0.20pm. Los AGCC fueron identificados en los cromatogramas
por sus tiempos de retencidon especificos. La concentracion de cada acido se
obtuvo mediante una curva estandar para cada acido, calculando el area bajo la
curva del pico de retencion y fue expresada en moles/g de contenido distal. El

manejo de datos se realizé con un software ChemStation.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Taninos condensados, antocianinas y capacidad antioxidante se
reportaron como la media £ DE. Se determino el analisis de varianza (ANOVA)
con p<0.05, seguido de una comparacion de medias por el método de Tukey-

Kramer.

Los resultados de consumo de alimento, ganancia de peso, concentracion
de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, AGCC, actividad enzimatica de j-
glucuronidasa y GST, asi como la proliferacién celular fueron expresados como
la media + DE o EEM. Para determinar las diferencias estadisticas de los
parametros evaluados se realizO un ANOVA (p<0.05), seguido de una

comparacion de medias por el método de Dunnet.

Los resultados de incidencia se reportaron mediante tablas de
contingencia utilizando la prueba de XZ con un nivel de confianza del 95%. Para
la multiplicidad y el numero promedio de tumores los resultados se expresaron
como la media + DE. Se realizé un ANOVA con un 95% nivel de confianza. La
diferencia entre los tratamientos se realiz6 mediante la comparacion de medias

por el método de Dunnet.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Analisis bromatolégico de las harinas de frijol

Se realizé un analisis bromatoldgico a las harinas de frijol cocido tanto
para la variedad PZ como para la variedad N, para asi determinar la
concentracion de nutrientes presentes en cada una de las dietas. Dichas
variedades mejoradas fueron cultivadas en el afio 2005 en el estado de
Guanajuato por el INIFAP. Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro
7; observandose que existen variaciones en cuanto al contenido nutrimental
dependiendo de la variedad, ya que en el caso de PZ se obtuvo una mayor
cantidad de proteinas (25.25%). Por el contrario, el N presentd6 mayor cantidad
de carbohidratos (59.26%), fibra (6.41%) y grasa (2.59%).

Cuadro 7. Analisis bromatologico de las harinas de frijol

Parametro Pinto Zapata Negro 8025
Proteina 25.1% 19.4%
Carbohidratos 56.5% 59.2%
Fibra 3.4% 6.4%
Grasa 1.4% 2.5%
Minerales 5.1% 4.4%

Los parametros fueron evaluados en 100 g de harina de frijol cocido.
PZ, Pinto Zapata; N, Negro 8025. Cada valor representa la media de
tres experimentos independientes.

Diversos autores han reportado la composicion quimica del frijol comun y
coinciden que ésta puede presentar variaciones dependiendo del tipo de
variedad, tal es el caso de las proteinas en donde se han reportado intervalos
que van de 16 a 33% (Reyes-Moreno y Paredes-Lépez, 1993), asi como de
carbohidratos en donde existen rangos desde 52.4% (Brezan y Blanco, 1991)
hasta 63.5% (Matthews,1989). También se ha reportado un contenido de grasa
de 24 a 2.6% y de fibra de 5.3 a 6.7% (Queiroz-Moncini et al., 2005),
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observando que las cantidades obtenidas de los nutrientes presentes en PZy N

se encuentran dentro de los intervalos anteriormente mencionados.

7.2 Compuestos fendlicos y capacidad antioxidante de las harinas de frijol

La cuantificacion de taninos condensados y antocianinas, asi como la
determinacién de la capacidad antioxidante de las harinas de frijol, se realiz6
debido a que se ha demostrado que los compuestos fendlicos pudieran estar
asociados con la disminucion en el riesgo de padecer enfermedades cronico-
degenerativas como el cancer, en base a su actividad antimutagénica,
antiproliferativa, pueden inducir apoptosis, atrapamiento de radicales libres,

modulacién enzimatica, entre otros (Volate et al., 2005).

Las concentraciones de taninos condensados y de antocianinas
presentes en las variedades de frijol se determinaron obteniendo que el frijol N
presento 4 y 11 veces mas concentracion de compuestos fendlicos vy

antocianinas, respectivamente, con respecto al frijol PZ (Cuadro 8).

Cuadro 8. Taninos condensados, antocianinas y capacidad antioxidante de las
harinas de frijol cocido

] Taninos o ) Capacidad
Variedad 1 Antocianinas 3
condensados antioxidante
Pz 29+0.03° 14.02+0.44°2 257.1+5.89°
N 12.1 £ 0.05° 160.53 + 0.28 P 3574 +17.34°

Los valores representan la media + DE. a y b indican diferencia estadistica significativa entre

las variedades (p< 0.05).

! Taninos condensados expresados en mg eq. (+)catequina/g de harina
% Antocianinas expresadas en mg eq. cianidina 3-glucdsido /Kg de harina
3 Capacidad antioxidante expresada en uM eq Trolox/g de harina

Estudios previos realizados en diversas variedades de frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) han reportado que la concentracion de antocianinas vy

taninos condensados en variedades de frijol negro, gris moteado, cafeto,
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amarillo palido, mestizo y crema moteado varia en un intervalo de 10-1850 mg
eq. cianidina 3-glucosido/kg de harina y 10.0-35.7 mg eq (+)catequina/g de
harina, respectivamente (Espinoza-Alonso et al., 2006).

El contenido de antocianinas y taninos condensados es bajo en las
variedades evaluadas (PZ y N), principalmente en el caso de taninos
condensados. Es importante resaltar que las concentraciones reportadas por
otros autores fueron evaluadas en frijol crudo. Sin embargo, en este caso el frijol
se sometié a un tratamiento térmico antes del secado y la molienda. Aparico-
Fernandez et al (2005) evalu6é el contenido de taninos condensados en la
variedad Negro Jamapa con y sin tratamiento térmico observando una
disminuciéon de hasta un 10% en dichos parametros al llevar a cabo la coccidn
del frijol, ya que muchos de los compuestos fendlicos presentes puede
degradarse al recibir este tratamiento, explicando asi la menor concentracion de
estos compuestos en las harinas de frijol obtenidas en este experimento

comparadas con las reportadas por otros autores.

El ensayo CAET (capacidad antioxidante en equivalentes de trolox) es
meétodo in vitro que permite evaluar la capacidad que presenta un alimento o un
compuesto para donar electrones al radical ABTS formado en la reaccién y asi

dar lugar a una molécula mas estable, evitando que se lleve acabo la oxidacion.

En cuanto a la capacidad antioxidante de las harinas de frijol se observo
para PZ en un intervalo de 257.1 + 5.9 yM eq. Trolox/g de harina y para N un
valor de 357.4 + 17.3 pyM eq. Trolox/g de harina, por lo tanto, el frijol N mostrd

28% mayor capacidad antioxidante que el PZ (Cuadro 8).

La capacidad antioxidante esta dada principalmente por la naturaleza de
los compuestos fendlicos presentes en el alimento (Agostini et al., 2004). El frijol
N mostré mayor contenido de antocianinas y de taninos condensados que el
frijol PZ, esto pudiera estar relacionado con su mayor efecto antioxidante.
Ademas, estudios previos determinaron el contenido de acidos fendlicos

presentes en un extracto metandlico de las variedades PZ y N sometidas a un
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tratamiento térmico, encontrandose una mayor concentracion de estos
compuestos en el frijol N; entre dichos acidos se puede citar al galico,
protocatecoico, catequina, vanilico, siringico, cumarico, salicilico, entre otros
(Rios et al., 2007).

7.3 Primera etapa

En el Cuadro 9 se muestra el contenido de nutrimentos de todas las
dietas evaluadas y se observa que las dietas adicionadas con frijol PZ
incrementa el porcentaje de proteina a partir de una concentracién del 12.5%
(19-21%) y para N al 50% (19%) con respecto a la concentracion de la dieta
basal (18%). De manera inversa se observé un incremento de carbohidratos en
el frijol N a partir de una concentracion del 12.5% (55-56%) y para PZ a partir del
25% (55%) comparado con la dieta control (54%). La cantidad de fibra
disminuyo6 para el grupo PZ 50% (4%), por el contrario se incremento para el
grupo N 50% (6%), comparado con la dieta basal (5%). El porcentaje de grasa
proporcionado por las dietas disminuyd en el caso de PZ a una concentracion de
25% (3%) y en N hasta el 50% (3%). Finalmente, la concentraciéon de minerales
se incremento para ambas variedades a una concentracion del 12.5% (4%) con

respecto a la dieta control (3.5%).

Aun existiendo variaciones en el porcentaje de algunos de los parametros
en las dietas, estas se mantienen con un contenido energético similar, ya que al
incrementar la cantidad de proteinas en la variedad PZ en estos los grupos se
ve disminuido el porcentaje de grasa equilibrando el contenido energético, por lo
que no se esperaria un efecto en los animales en tratamiento. En el Cuadro 9 se
muestran los porcentajes de los nutrimentos presentes en las diferentes dietas

por cada variedad.
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Cuadro 9. Contenido de nutrimentos en la dieta control y en las dietas con
harina de frijol cocido PZ y N a diferentes concentraciones.

Proteina Carbohidratos Fibra Grasa Minerales

Control 18 54 5 4 3.5
PZ 0.5% 18 54 5 4 3.5
PZ 3% 18 54 5 4 3.5
PZ 12.5% 19 54 5 4
PZ 25% 20 55 5 3
PZ 50% 21 55 4 3
N 0.5% 18 54 5 4 3.5
N 3% 18 54 5 4 3.5
N 12.5% 18 55 5 4 4
N 25% 18 55 5 4 4
N 50% 19 56 6 3 4

Los valores representan el porcentaje (%) de nutrimentos presentes en la dieta
base y en las dietas elaboradas con diferentes concentraciones de dos variedades
de frijol cocido.

7.3.1 Consumo de alimento de ratas alimentadas con harina de frijol

Semanalmente se registré el consumo de alimento del grupo control, asi
como de los grupos que fueron alimentados con harina de frijol cocido. El
consumo de alimento de la primera semana oscilaba entre 11.7 y 17.6 g,
conforme fueron transcurriendo las semanas, se observdé un incremento
obteniendo un mayor consumo a la quinta semana por parte del grupo PZ 50%
con 36.6 g, seguido del PZ 25% con 33.6 g; los demas grupos se mantuvieron

en un intervalo de 22.7-38.7 g (Figura 10).

Estos datos sugieren que los animales no mostraron saciedad con las
dietas consumidas, aun cuando se ha reportado que el frijol por su alto
contenido de fibra produce este efecto. Sin embargo, la recomendacioén diaria
del consumo de estos carbohidratos es alrededor de 35-40 g para una persona

adulta, lo que equivale a un 3.5-4% de fibra en la dieta total diaria. En este caso,
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los animales a la cuarta semana consumieron alrededor de 30 g de alimento y
para la dieta mas alta de frijol (50%) en el caso de N, que es la leguminosa con

mas contenido de fibra, so6lo se aporto el 1.8% de fibra en la dieta total diaria.

@ 40 -
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[

GEJ 30 - PZ12.5%

= PZ 25%

S 20 - —%—PZ50%

[e]

g —e—N12.5%

@ 10 - —+—N25%
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(& —=—N50%
0

1 2 3 4 5

Tiempo (semanas)

Figura 10. Consumo de alimento de ratas tratadas con dos variedades de frijol
cocido incorporado a la dieta a diferentes concentraciones. Cada punto
representa la media del consumo de alimento por rata en cada una de las dietas
evaluadas.

7.3.2 Ganancia de peso de ratas alimentadas con harina de frijol

La ganancia de peso también se registré cada semana (Figura 11), el
peso inicial se encontraba en un intervalo de 60.3 = 5.3, al terminar el
experimento (5 semanas) se observo un incremento en la ganancia de peso en
los grupos PZ 12.5% (149.2 £ 7.7 g), PZ 50% (138.9 £ 8.5 g), N 12.5% (150.9 +
2.19g), N25% (143.9+£5.0g) y N 50% (151.6 £ 2.0 g), cabe mencionar que los
grupos control (114.1 + 3.7 g) y PZ 25% (109.2 + 7.7 g) fueron los que
obtuvieron una menor ganancia de peso, aun cuando los animales tratados con

PZ 25% consumieron ligeramente mayor cantidad de alimento.
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Figura 11. Ganancia de peso de ratas tratadas con dos variedades de
frijol cocido incorporado a la dieta a diferentes concentraciones. Cada punto
representa la media £ DE de la ganancia de peso por rata. * indica diferencia
estadistica significativa con respecto al grupo control (p< 0.05).

Cavallé de Moya et al (2003) administraron a animales sanos una dieta
que contenia Phaseolus wvulgaris L. var. Arthropurpurea (PhAr) a una
concentracion de 2.5% y observaron que la ganancia de peso de estos animales
con respecto a su grupo control fue menor, atribuyéndoselo a una ingesta
reducida o bien a que la proteina de cada especie de frijol presenta una

deficiencia de aminoacidos esenciales.

Por el contrario, en este experimento se obtuvo una ingesta adecuada de
alimento por parte de los animales a pesar de tener concentraciones altas de
frijol. Aunado a esto, la ganancia de peso en la quinta semana también fue
mayor en los grupos de frijol, a excepcién de PZ 25%. Esto pudiera deberse a
que los frijoles PZ y N pueden contener aminoacidos de facil asimilacion o de
mayor absorcion y fijacion de nitrégeno, lo cual pueda contribuir a una mayor

masa muscular.
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7.3.3 Concentracion de glucosa, colesterol y HDL en sangre de ratas

tratadas con harina frijol

Las concentraciones de glucosa, colesterol y HDL, asi como el indice de
Castelli, fueron evaluados debido a la relacion positiva de estos parametros con
el riesgo de padecer cancer de colon. En el Cuadro 10 se muestran los valores
de los parametros evaluados en ratas alimentadas con harina de frijol cocido

durante 5 semanas.

Cuadro 10. Concentraciéon de glucosa, colesterol, HDL e indice de Castelli en
sangre de ratas tratadas con dos variedades de frijol cocido incorporado a la
dieta a diferentes concentraciones.

Tratamiento Glucosa Colesterol HDL Indice de

Castelli

Control 95.12 + 1.48 103.40 + 4.58 75.05 +2.16 1.38 £ 0.09
PZ 12.5% 104.48 +0.43 * 90.07 £1.77 * 34.28 +0.47 * 2.62 +0.08 *
PZ 25% 100.55 + 0.08 * 7273231 * 38.94£247* 1.87 £0.06 *

PZ 50% 83.51+2.00 53.17 +1.83 * 34.26 + 1.09 * 1.55+0.06

N 12.5% 117.55+2.65* 9499 +217* 66.86 + 0.88 * 1.42 + 0.04

N 25% 100.67 £ 0.43 * 83.52+1.23* 64.11£2.76 * 1.30 £ 0.07

N 50% 83.10+1.87* 56.77 + 1.68 * 36.28 +2.28 * 1.56+0.13

Los valores estan expresados en mg/dL para la concentraciéon de glucosa, colesterol y HDL. Los
valores representan la media + DE. * indica diferencia estadistica significativa comparado con el
grupo control (p< 0.05).

En cuanto a la concentracion de glucosa sérica es importante mencionar
que el consumo de concentraciones elevadas de frijol si disminuye este
parametro ya que se observd una disminucion a las concentraciones de 50%
tanto para PZ (83.5 £ 2.0 mg/dL) como para N (83.1 £ 1.8 mg/dL) con respecto
al control (95.1 £ 1.4) siendo estadisticamente significativo (Cuadro 10). En
cuanto a las concentraciones del 12.5 y 25% para ambas variedades se observo
un incremento con respecto al control. En el caso de la variedad PZ de 10 y 6%,

respectivamente, y en la variedad N de 24 y 6%, respectivamente.
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Los carbohidratos son la parte mayoritaria del frijol y se encuentran
estrechamente relacionados con el cambio en los niveles de glucosa sérica. Los
carbohidratos glicémicos son los que son digeridos y absorbidos por el intestino
delgado, por lo que estos modifican los niveles de glucosa en sangre en el
organismo. En el caso del frijol se ha reportado un bajo indice glicémico debido
a que solo el 37.3% del total del almidén disponible puede repercutir
directamente en la respuesta glucémica. Ademas, de que la mitad de este valor
corresponde a carbohidratos de digestion lenta, por o que son absorbidos mas

lentamente (Foster-Powel et al., 2002).

Por otra parte se sabe que los mecanismos que determinan este
comportamiento estan relacionados directamente con la naturaleza del propio
almidon. Ademas, también puede ser atribuido un bajo indice glicémico a la
presencia de fitohemaglutininas como las lectinas presentes en el frijol, asi como
a la presencia de algunos compuestos fendlicos que pueden tener actividad
sobre la enzima a-amilasa, dificultando la digestion de los carbohidratos
glicémicos e incrementando el porcentaje de carbohidratos resistentes a la
digestion. Sin dejar a un lado que el gran aporte de fibra por parte produce una
mayor saciedad debido a un mayor volumen en los alimentos, lo que conlleva a
una mayor sensacion de plenitud intestinal, ademas de elevados niveles de
colecistocina, absorcion y arrastre grasas, lo cual se ha relacionado con

disminucion en los niveles de glucosa y colesterol (Serrano y Gofii, 2004).

Debido a lo anterior es posible que la disminucion de glucosa en sangre
por parte de las variedades de frijol evaluadas (PZ y N) se deba a que en su
composicién quimica se presente un almidén con estructura y composiciéon
diferente (relacién amilasa/amilopectina) que le permita ser de absorcion lenta,
otra explicacién pudiera ser que se deba a la presencia de algunos compuestos
fendlicos como los taninos que pudieran estar inhibiendo enzimas digestivas

como la tripsina y/o la a-amilasa.

Al realizar la evaluacién de colesterol total en sangre se observd un

comportamiento dosis-respuesta, ya que al incrementar la concentracion de frijol
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en la dieta, los niveles de colesterol disminuyeron de manera significativa con
respecto al control tanto para PZ (13, 30 y 49%, respectivamente) como para N

(8, 19 y 45%, respectivamente) (Cuadro 10).

Lo anterior pudiera estar relacionado con la produccion de acidos grasos
de cadena corta (AGCC) ya que los carbohidratos indigestibles tales como la
fibra soluble e insoluble, almidon resistente y los oligosacaridos, pueden ser
fermentados por la microflora colénica, dando origen a los AGCC como acético,
propionico y butirico. Los AGCC tienen efectos fisioldgicos que repercuten sobre
el metabolismo lipidico, ya que el acido propionico se ha relacionado con la
disminucion de colesterol debido a la inhibicion de la colesterogénesis,
inhibiendo la enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG-CoA)
(Serrano y Gofii, 2004).

Otro de los parametros evaluados fueron las lipoproteinas de alta
densidad (HDL) también denominado colesterol-HDL, el cual se encargan de
transportar el colesterol de los tejidos al higado para su excrecidén, por esta
razon, es importante que se encuentren elevadas. En los resultados obtenidos al
evaluar las HDL observamos que estas disminuyeron en los grupos de frijol para
ambas variedades desde un 15% hasta un 54% con respecto al control (Cuadro
10).

Estudios epidemioldgicos muestran que concentraciones superiores a 60
mg/dL de HDL confieren proteccién al organismo contra enfermedades. La
disminucion de HDL pudiera estar directamente influenciada por el decremento
del colesterol total. La relacion colesterol total/HDL, conocido como indice de
Castelli o indice aterogénico, muestra si los niveles de HDL son suficientes para
llevar a cabo el transporte adecuado de colesterol total en el organismo para su
excrecion. Este indice es muy util cuando la concentracion de HDL es la
adecuada, pero el colesterol total es muy elevado, se ha reportado que indices
de Castelli mayores a 3.4 representan un riesgo elevado de padecer
enfermedades (Quezada, 2003).
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El indice de Castelli obtenido para los grupos evaluados fue mayor
significativamente solo para la variedad PZ a las concentraciones de 12.5 (90%)
y 25% (35%), con respecto al control (Cuadro 10). Cabe mencionar que
ninguno de los grupos incluyendo al control, obtuvo un indice mayor de 3.4, lo
cual refleja que los animales en tratamiento presentaban concentraciones
adecuadas de HDL.

7.3.6 Concentraciéon de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en el

contenido distal coldonico de ratas alimentadas con harina de frijol

La cuantificacion de AGCC se realizo en el contenido distal del colon de
los animales alimentados con frijol, asi como del control, mediante cromatografia

de gases (Cuadro 11).

Los AGCC pueden actuar de manera indirecta mediante la modificacidn
del pH coldnico inhibiendo la colonizacion de bacterias patégenas como E. coli.
Ademas, es importante destacar que el mantener bajo el pH colénico promueve
el desarrollo de especies de bacterias benéficas como Lactobacillus vy
Bifidobacterium (Marti del Moral, 2003). Por lo que se evaluo el pH del contenido
distal, observando que este disminuye conforme se incrementa la concentracion
de frijol en ambas variedades siendo significativa esta disminucién a una
concentracion del 50%, lo cual correlaciona con el incremento en la produccién
de AGCC principalmente para esta concentracion tanto en PZ como en N.
Presser et al (1997), demostraron que el crecimiento de E. coli disminuia
conforme se aminoraba el pH en el medio de cultivo por medio de la
incorporacion de acidos organicos, lo cual sugiere que en el contenido colonico
pudiera encontrarse una menor concentracion de ésta bacteria, destacando que
es una de las bacterias con mayor produccién de la enzima B-glucuronidasa,

enzima encargada de reactivar carcinégenos en el colon.
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Cuadro 11. Concentracion de acidos grasos de cadena corta en contenido distal
colonico de ratas tratadas con dos variedades de frijol cocido incorporado a la
dieta a diferentes concentraciones.

Tratamiento pH Acético Propiénico Butirico
(mmol/g) (mmol/g) (mmol/g)

Control 6.47 £ 0.10 14.91 +1.14 3.71+£0.18 1.22+0.12

PZ 12.5% 6.55+0.29 2594 +240* 13.17+1.35* 1.13+0.12
PZ 25% 6.00+0.18 27.63+290* 15.36 £ 0.36 * 2.07+0.20*
PZ 50% 5.38+0.18 * 26.44+0.89* 15.74 +0.23 * 1.22 +0.03
N 12.5% 6.15+0.09 19.13+£2.30 11.18+1.23* 1.99+0.16*
N 25% 5.91 £ 0.04 17.52 £ 0.39 9.94+0.72* 1.68 +0.09 *
N 50% 5.75+0.50 * 3147 £250* 2490+0.28* 1.64+0.14*

Los valores representan la media + DE. * indica diferencia estadistica significativa comparado con el
grupo control (p< 0.05).

La produccion de acido acético cuando las ratas consumieron frijol PZy N
en todas las proporciones fue mayor (p<0.05) que el control. Para PZ oscilando
en un intervalo de 25.94 + 2.40 y 27.63 + 2.90 mmol/g. Sin embargo, cuando las
ratas consumieron una dieta que contenia 50% de frijol N se observé el mayor
incremento significativo (31.47 = 2.50 mmol/g) con respecto al control. Aun
cuando el contenido de fibra del frijol N fue ligeramente mayor que el PZ, este
parametro no es suficiente para predecir el comportamiento de estas
leguminosa para la produccion de acido acético, ya que la cantidad de almidon
resistente, oligosacaridos y fibra, asi como su composicion, es un factor
determinante en la fermentacién llevada a cabo por las bacterias coldnicas y

como resultado en la concentracion de dichos acidos.

El acido propidnico presenté un incremento para todos los grupos de frijol
de ambas variedades, principalmente para el N 50% (24.90 + 0.28 mmol/g) con
un incremento de alrededor de 7 veces mayor que el control (3.71 + 0.18
mmol/g). Este incremento se relaciona con la disminucién de colesterol sérico,
corroborando que uno de los posibles mecanismos de este compuesto es la

inhibicion de la colesterogénesis.
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En cuanto al acido butirico también se ha sugerido que presenta actividad
biolégica sobre todo relacionada con cancer de colon, ya que puede promover
apoptosis, diferenciacion y arresto del ciclo celular (Hangen y Bennink, 2002).
Se observé un incremento significativo con respecto al control en la variedad PZ
a una concentracion del 25% (70%), para la variedad N se observé un
incremento significativo en todas las concentraciones evaluadas desde 34 a
63%.

7.3.4 Actividad enzimatica de f-glucuronidasa en el contenido distal

colénico de ratas tratadas con harina de frijol

En el contenido distal de colon de ratas alimentadas con frijol también fue
evaluada la actividad de la enzima B-glucuronidasa. Esta enzima es relevante en
el proceso de carcinogénesis de colon, ya que se encarga de hidrolizar los
conjugados glucuronidados transportados por via enterohepatica, reactivando
asi los mutagenos inactivados o carcinégenos. Cabe mencionar que una
cantidad considerable de esta enzima es secretada por la microflora colénica y
que la poblacion de la microflora intestinal es un ecosistema muy complejo que
muchas de las veces depende del tipo de dieta que se consuma (Arimochi et
al., 1999).

Los resultados obtenidos de la actividad enzimatica mostraron que
concentraciones del 25% de frijol disminuyeron de manera significativa la
actividad enzimatica (Figura 12). Para ambas variedades se observo una
disminucion de 40-50% en las dietas de frijol con mas del 25% y 50% con

respecto al control (18.5 + 1.4) (Figura 12).
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Figura 12. Actividad enzimatica de p-glucuronidasa en el contenido distal de
ratas tratadas con dos variedades de frijol cocido incorporado a la dieta a
diferentes concentraciones. * Indica diferencia estadistica significativa con
respecto al grupo control (p< 0.05).

Diversos estudios han sugerido que dietas suplementadas con diversos
tipos de fibras pueden actuar directa y/o indirectamente en la inhibicién de
cancer. Los efectos benéficos de la fibra en la supresién de cancer en el tracto
gastrointestinal se han atribuido a la ingesta de carbohidratos complejos (dietas
altas en fibra), los cuales pueden presentar diversos mecanismos entre los que
se encuentran el incremento en la selectividad de bacterias no patdgenas y la

fermentacion de sus productos (Rao et al., 1998).

Se ha demostrado que la composicidon de la dieta influye sobre el
crecimiento bacteriano; por ejemplo, se sabe que E. coli es la bacteria que
presenta mayor actividad enzimatica de B-glucuronidasa, mientras que especies

de Lactobacillus y Bifidobacterium son las de menor actividad.
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Teniendo conocimiento de lo anterior es posible que la fibra
proporcionada por las dietas que contenian frijol, aun cuando es similar en
concentracion a la fibra consumida por los animales control, la composicion de
estos carbohidratos podria influir en su accion. La presencia de otros
compuestos como almidon resistente generado durante el tratamiento térmico y
el enfriado de las harinas de frijol, asi como los oligosacaridos podrian mejorar
el crecimiento de ciertas bacterias benéficas, y por tanto presentar menor

actividad de la B-glucuronidasa.

7.3.5 Actividad enzimatica de glutation S-transferasa en higado de ratas

alimentadas con harina de frijol

En esta primera etapa también se evalud la capacidad del frijol (PZ y N)
para inducir a la enzima GST en higado de ratas. La mayoria de los tratamientos
no mostraron ningun incremento en la actividad de GST, sélo se presenté un

aumento del 49% con respecto al control para PZ 50% (Figura 13).
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Figura 13. Actividad enzimatica de glutation S-transferasa (GST) en
higado de ratas tratadas con dos variedades de frijol cocido incorporado a la
dieta a diferentes concentraciones. * Indica diferencia estadistica significativa
con respecto al grupo control (p< 0.05).
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Se ha sugerido que las enzimas de fase Il o destoxificadoras pueden ser
inducidas por antioxidantes (Seidegard y Ekstrom, 1997). Se tienen reportes que
los polifenoles, curcumina, acido cafeico, entre otros, son inductores de enzimas
de fase Il. Por lo tanto, los niveles de induccion pueden atribuirse a la
concentracion de ciertos compuestos fendlicos presentes en la variedad PZ. Se
ha reportado que ésta variedad contiene 41.3 mg/100 g de acido cafeico
comparado con N que presenta so6lo 19.06 mg/100 g. Con respecto a los esteres
de estos acidos fendlicos activan las cascadas de sefalizacion de las proteinas
involucradas en la activacion del complejo Nrf2/Keap1 y su uniéon a elementos
de respuesta a antioxidantes o electrofilos (ARE/EpRE) que codifican para
enzimas de fase IlI, Asi mismo la induccién a nivel transcripcional de GST
depende principalmente del factor de transcripcion Nrf2 y de los diversos

factores moleculares presentes en cada 6rgano (Surh, 2003).

Por otra parte estudios realizados por Ebert et al. (2001) demuestran que
células de colon humano incrementan la actividad de GST por efecto del
tratamiento con butirato y este efecto es dependiente de la concentracion. En los
grupos que se trataron con harina de frijol, como ya se menciond, no se observo
una diferencia significativa con respecto al control en la concentracion de
butirato, por lo tanto, este compuesto no pudo influir sobre la actividad de GST

en los animales tratados con PZ al 50%.
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7.4 Segunda etapa

7.4.1 Evaluacién macroscopica del colon de ratas tratadas con DMH vy

harina de frijol

En cuanto a la visualizacion macroscépica de lesiones, el colon se dividié
en dos zonas en base a su morfologia, proximal y distal, y las lesiones
producidas por la DMH se observaron en ambas zonas. Las lesiones se
clasificaron utilizando la descripcion macroscopica propuesta por Pifiols (1998)
(Figura 14 y 15).

En la zona proximal se observaron tumores sésiles (no presentan un tallo
de unién con la mucosa) que se caracterizan por una masa que protruye sobre
la superficie mucosal con un didmetro maximo mayor que el de su unién con la
mucosa y muy cercanos a la misma (Figura 14A). Los tumores endofiticos se
presentan en forma de meseta o ulcerativos con tendencia ligera o nula a
abultar hacia la luz y a menudo son tumores constrictivos, también se han

denominado fungoides (Figura 14B, C y D).

Proximal

Figura 14. Lesiones encontradas en la zona proximal del colon de ratas
inducidas quimicamente con DMH. A tumor sésil; B, C y D tumores endofiticos.

En la zona distal se observaron tumores exofiticos, usualmente polipoides
que protruyen hacia la luz; presentan un margen elevado con cavitacion central

y una masa subyacente lobulada que, generalmente distiende la serosa
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subyacente (Figura 15A y C). Se presentaron tumores endofiticos, similares a
los de la zona proximal (Figura 15B). También se observaron tumores
pedunculados, los cuales se caracterizan por ser polipos con tallo claramente
visible (Figura 15E). Ademas, se Vvisualizaron lesiones con superficie
relativamente plana, ligeramente por encima del nivel de la mucosa,

denominadas placas (Figura 15D).

Distal

Figura 15. Lesiones encontradas en la zona distal del colon de ratas inducidas
quimicamente con DMH. A y C tumores exofiticos; B tumor endofitico; D placas
y E tumor pedunculado.

7.4.7 Evaluacion microscépica del colon de ratas tratadas con DMH y

alimentadas con harina de frijol

En la Figura 16A se muestra la histologia de un colon normal,
perteneciente a una rata control en donde se aprecia la mucosa, submucosa,
muscularis y serosa, asi como las criptas que van desde la mucosa hasta la
muscularis, ademas del acomodo de las criptas de Liberkihn que van desde la

mucosa hasta la muscularis. Ademas, se puede observar el acomodo de las
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criptas, las cuales se agrupan de cinco a seis separadas por surcos profundos
(Figura 16B).

El estudio microscopico consistio en evaluar la presencia de displasia y
de adenocarcinomas; sin embargo, cabe mencionar que no se observaron
adenomas en los tejidos evaluados para ningun grupo. La clasificacion en
cuanto al grado de displasia (I, Il y Ill), asi como de los adenocarcinomas (poco,
moderadamente y bien diferenciado), se llevo a cabo en base al criterio del
patologo (Dr. Gallegos Corona) basandose en la escala establecida por Riddell

et al. (1983) aunado a su experiencia.

Criptas de
Liberkiihn

Figura 16. Histologia de colon de rata control, tefiido con hematoxilina-eosina.
A) corte histolégico transversal donde se aprecia a un objetivo de 40x la mucosa
(M), submucosa (SM), muscularis (MC) y serosa (S), asi como las criptas que
van desde la mucosa hasta la muscularis. B) corte histoldégico longitudinal
donde se observa a un objetivo de 100x el acomodo de las criptas en el colon.

La morfologia celular propia del colon sufre diversos cambios conforme
se van presentando las atipias (cambios celulares) propias del cancer de colon
(Figura 17). En un tejido normal, la lamina propia es laxa; las células presentes
en la cripta son uniformes con nucleos orientados a la base de la cripta que
llevan a cabo la produccion de mucina; existe células de infiltracion o
inflamacion como los eosindfilos, neutréfilos, macréfagos y monocitos (A). La
morfologia de células displasicas se caracteriza por células con nucleos

estratificados y grandes en relaciéon nucleo-citoplasma, alta actividad mitética,

63



pérdida de diferenciacion, alteraciones en tamafo y orientacion celular (B). En el
caso de adenocarcinomas, los canceres gastricos, particularmente el de colon,
se caracterizan por presentar células en forma de anillo de sello. Estas células
son globosas ya que producen grandes cantidades de moco, el cual se
encuentra en su interior, presentan nucleos pequefios orientados a la periferia

de la célula, lo cual les da la apariencia de anillo (C).

Células de infiltracion Nucleo Célula en anillo de sello

Nucleo

Figura 17. Morfologia de células de colon de ratas sanas y ratas tratadas con el
carcinogeno DMH. A) cripta de colon normal; B) cripta displasica; C) células en
anillo de sello.

Se denomina displasia (del latin ‘mala forma’, malformaciéon) a una
alteracion del desarrollo de las células epiteliales y mesenquimatosas, que han
experimentado proliferacion y alteraciones citoldgicas atipicas que afectan a la
orientacién celular dentro de un epitelio, al tamafo, forma y organizacion de las
células. Esto puede ser el indicativo de un paso temprano hacia la
transformacion en una neoplasia, es por lo tanto un cambio pre-neoplasico o

precanceroso; también es llamada hiperplasia atipica.

En la Figura 18 se muestra los cambios histolégicos representativos de
los diferentes grados de displasia (I, Il y Ill) que fueron visualizados en cortes de
colon de ratas inducidas quimicamente con DMH y alimentadas con dos
variedades de frijol, cabe sefalar que para la observacién de displasia es mas

conveniente utilizar cortes longitudinales del colon.
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Figura 18. Histologia de los tipos de displasia observados en colon de ratas
tratadas con el carcinbgeno DMH. A) colon normal; B) displasia grado I; C)
displasia grado Il; D) displasia grado lll. Objetivo 100x.

En la micrografia A se muestra el corte de un colon normal en donde se
observan las criptas con un diametro uniforme y agrupadas entre cinco a seis
criptas conservando una distancia entre cripta y cripta; los nucleos se
encuentran rodeando la linea basal de la cripta, ademas la lamina propia es laxa
con pocas células de infiltracion (neutréfilos, macréfagos, entre otros). La
micrografia B se refiere a una displasia grado | en donde se presenté un
incremento en el diametro de algunas criptas o fusion de éstas; también se
observan nucleos estratificados orientados hacia el lumen; la lamina propia era
poco mas densa debido a la presencia de células de infiltracion, como
consecuencia de la inflamacion. La displasia grado Il se muestra en la
micrografia C, en donde las criptas presentan diametros mayores e incluso
deformacion, con nucleos estratificados orientados hacia el lumen; ademas, la
lamina propia incrementd su densidad a causa de una cantidad mayor de
células de infiltracion. Finalmente, la displasia grado Ill se caracteriza por una

lamina propia muy densa, pérdida y/o fusion de criptas dando lugar a cripta con
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un diametro considerablemente grande (micrografia D). Todos estos cambios se
deben al dafio genético causado por la exposicion al carcinébgeno DMH, lo que
trae como consecuencia una alteracion en la orientacidn celular dentro del

epitelio, al tamafio, forma y organizacion de las células.

La palabra adenocarcinoma proviene del prefijo “adeno” que significa
glandula; por lo que un adenocarcinoma es un tumor canceroso que aparece en
células glandulares de revestimiento en algunos tejidos, tal es el caso del colon.
Los adenocarcinomas se clasifican segun su grado de diferenciacion.
Adenocarcinoma bien diferenciado es aquel que presenta estructuras
organoides bien diferenciadas de tipo acinico o tubular y una atipia celular
moderada y mitosis en el epitelio, y con nucleos basales y de tamafio regular. El
adenocarcinoma moderadamente diferenciado se caracteriza por presentar
estructuras organoides no muy bien desarrolladas, presenta criptas epiteliales o
tubulos con ramificacion y dilatacion compleja e irregular; se asocia a atipia
epitelial mas marcada y alta frecuencia mitética. Adenocarcinoma poco
diferenciado se caracteriza por la presencia de células epiteliales que carecen
de una disposicion uniforme; presentan una estructura adenomatosa ligera o
nula, pero con produccion de mucosa y se caracterizan por la presencia de

células en anillo de sello.

En base a lo anterior, en la Figura 19 se muestran los cambios
histologicos representativos de los adenocarcinomas bien, moderadamente vy
poco diferenciados que se observaron en los cortes de colon de ratas inducidas
quimicamente con DMH y alimentadas con frijol PZ y N, para el analisis
histolégico de adenocarcinomas se obtuvo una mejor definicién en los cortes

transversales del colon.
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Cripta

Cripta

Figura 19. Histologia de los tipos de adenocarcinomas observados en colon de
ratas tratadas con el carcinégeno DMH. A) colon normal; B) adenocarcinoma
bien diferenciado; C) adenocarcinoma moderadamente diferenciado; D)
adenocarcinoma poco diferenciado.

Un colon normal se caracteriza histologicamente por sus cuatro capas, la
mucosa, submucosa, muscularis y serosa, asi como las criptas que van desde la
mucosa hasta la muscularis, como se muestra en la micrografia A. En el caso
de un adenocarcinoma bien diferenciado (micrografia B) se observaron
estructuras tubulares bien diferenciadas mostrando una tendencia a formar
criptas, se observaron células con actividad mitética y nucleos estratificados,
ademas de lamina propia densa. El adenocarcinoma moderadamente
diferenciado se presenta en la micrografia C, en el cual se visualizaron
estructuras tubulares con ramificacién y dilatacién irregular, con lamina propia
densa, nucleos totalmente estratificados y alta frecuencia mitética. En la
micrografia D se muestra un adenocarcinoma poco diferenciado, se observaron
células carentes de una disposicion uniforme, y células en anillo de sello, las

cuales se encargan de producir mucina (Figura 19).
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Con respecto al tratamiento con frijol PZ, la incidencia de displasia
solamente disminuye en los grupos tratados con esta leguminosa a partir de la
concentracion de 12.5% (40%), con respecto al grupo DMH (60%), el mayor
porcentaje de displasias fueron del grado Il, a excepcion del grupo de DMH que
mostré un 40% de incidencia de displasias de grado Il y PZ 25% con un 20%.
En cuanto a la incidencia de adenocarcinomas todos los tratamientos con frijol
PZ presentaron un efecto significativo con un decremento de hasta 40%; el
numero promedio de adenocarcinomas disminuyo con respecto al aumento de la
concentracion de frijol en la dieta. El frijol PZ 3% produjo solamente 20% de sus
adenocarcinomas y estos fueron clasificados como bien diferenciados, mientras
que el resto de los grupos aun cuando tuvieron menos adenocarcinomas estos

fueron moderadamento o poco diferenciados (Cuadro 12, 14y 15).

La presencia de adenocarcinomas poco diferenciados nos habla de una
posible invasion o metastasis, debido a esto es importante en los estudios de

proteccion encontrar adenocarcinomas bien o moderadamente diferenciados.

Cuadro 12. Influencia del frijol PZ sobre la incidencia en displasias y
adenocarcinomas, la multiplicidad y el numero promedio de tumores

Incidencia
Tratamiento displasia, adenocarcinoma, Multiplicidad No. promedio de
n % % adenocarcinoma
Control 10 0 0 0 0*
DMH 10 60 60 1.0 0.60 £0.16
PZ 0.5% 10 60 40 1.0 0.40+0.16
PZ 3% 10 80 20 1.0 0.28 £0.12
PZ 12.5% 14 40 40 1.0 0.20+0.13
PZ 25% 10 40 20 1.0 0.20+0.13

Los valores representan la media + DE. * indica diferencia estadistica significativa comparado con el
grupo DMH (p< 0.05).
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En un estudio realizado por Hughes et al. (1997), la administracién de una
dieta con frijol pinto al 59.1% a ratas con cancer de colon inducidas con
azoximetano (AOM) observaron a las 38 semanas una incidencia de
adenocarcinomas del 24% y la multiplicidad de 1.0, en cuanto al grupo AOM la
incidencia de lesiones displasicas fue de 25%, de adenocarcinomas 45% vy la
multiplicidad de 1.0. La multiplicidad que presentaron los diferentes grupos de
PZ, asi como el control DMH, coincide con lo reportado por Hughes et al (1997),
sin embargo, en cuanto a displasia y adenocarcinomas no, ya que para la
variedad PZ el grupo que mayor incidencia de displasia presento fue el PZ 3%
con un 80% comparado con el grupo DMH (60%), cabe recordar que fue en el
que menos incidencia de adenocarcinomas se observé con un 20%, el grupo
DMH presento un incidencia del 60%. Esto nos sugiere que no todas las
displasias presentes en el colon de estos animales evolucionaron a
adenocarcinomas. Un efecto similar fue observado para PZ 0.5% y PZ 25%, en
donde la incidencia de displasia fue de 60 y 40%, respectivamente; y en cuanto
a la incidencia de adenocarcinomas fue de 40 y 20%, respectivamente. Para el
grupo de PZ 12.5% tanto la incidencia de displasia como de adenocarcinomas
fue del 40% (Cuadro 12).

Los adenocarcinomas en los grupos de N fue mayor en gran medida a los
reportados por Hagen y Bennink (2002) ya que se obtuvo una incidencia hasta
del 80% que corresponde al grupo de N 25%, cabe resaltar que la incidencia de
displasia fue del 20% lo que nos sugiere que a esta concentracion la mayoria de
las lesiones displasicas evolucionan a adenocarcinomas. Por el contrario en el
grupo N 3% se observé una incidencia de displasia mayor (60%) que la de
adenocarcinomas (40%). En contraste el grupo que menor incidencia de
adenocarcinomas y displasia presento fue el N 0.5% ya que para ambas fue de
20%, con un comportamiento similar para el N 12.5% se observé una incidencia
de displasias y adenocarcinomas de 60% (Cuadro 13). En cuanto a la
multiplicidad que presentaron los grupos de N se obtuvo una mayor multiplicidad
comparada con la de PZ, incluso en algunos grupos mayor que la del grupo
DMH, tal es el caso de N 3% (2.0) y N 25% (1.33).
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Cuadro 13. Influencia del frijol N sobre la incidencia en displasias y
adenocarcinomas, la multiplicidad y el numero promedio de tumores

Incidencia
Tratamiento displasia, adenocarcinoma, Multiplicidad No. promedio de
n % % adenocarcinoma
Control 10 0 0 0 0*

DMH 10 60 60 1.0 0.60 £0.16

N 0.5% 10 20 20 1.0 0.20£0.13

N 3% 10 60 40 2.0 0.40 £ 0.26

N 12.5% 10 60 60 1.0 0.40+£0.16

N 25% 10 20 80 1.33 0.80£0.24

Los valores representan la media + DE. * indica diferencia estadistica significativa comparado
con el grupo DMH (p< 0.05).

Cuadro 14. Incidencia de displasia por grado en ratas tratadas con DMH y
alimentadas con dos variedades de frijol a diferentes concentraciones

Incidencia de displasia (%)

Tratamiento Grado Total
| ] 1]

Control 0 0 0 0
DMH 0 20 40 60
PZ 0.5% 20 40 0 60
PZ 3% 20 60 0 80
PZ 12.5% 20 20 0 40
PZ 25% 0 20 20 40
N 0.5% 0 20 0 20
N 3% 40 20 0 60

N 12.5% 20 40 0 60
N 25% 0 20 0 20
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Cuadro 15. Incidencia de adenocarcinomas por grado de diferenciacion en ratas
tratadas con DMH y alimentadas con dos variedades de frijol cocido a diferentes
concentraciones

Incidencia de adenocarcinomas (%)

Tratamiento Grado de diferenciacién Total
bien moderadamente Poco

Control 0 0 0 0
DMH 20 20 20 60
PZ 0.5% 20 0 20 40
PZ 3% 20 0 0 20
PZ 12.5% 0 20 20 40
PZ 25% 0 20 0 20
N 0.5% 0 0 20 20
N 3% 20 0 20 40

N 12.5% 40 0 20 60
N 25% 40 20 20 80

Los animales tratados con frijol N solamente presentaron menor
incidencia de displasia a las concentraciones de 0.5 (20%) y de 25% (20%) y el
grado de displasia de ambos grupos fue de Il, mientras que para el resto de los
tratamientos mostraron incidencia de displasia grado | (20-40%) y 1l (20-40%), el
grupo DMH fue del 20% y 40% grado Il y Ill respectivamente (Cuadro 14 y 15).
Con respecto a los adenocarcinomas todas las dosis disminuyeron la incidencia
a excepcion del frijol al 25%, el cual ademas presento mayor multiplicidad (1.33
vs 1.0) y numero promedio de adenocarcinomas (0.80 vs 0.60) comparado con

DMH, ademas, con un grado de diferenciacion similar a DMH (Cuadro 12 y 14).

Por lo anterior se puede concluir que si existe un efecto del consumo de
frijol sobre la incidencia de cancer de colon. Sin embargo, se debe de tomar en
cuenta el carcindégeno utilizado y el tiempo de induccion, asi como la

concentracion de frijol empleada, el tiempo de consumo y la variedad, ya que la
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proteccion conferida por el frijol depende en gran medida de la cantidad y

naturaleza quimica de los compuestos bioactivos presentes.

7.4.1 Consumo de alimento de ratas tratadas con el carcinégeno DMH y

alimentadas con harina de frijol

Para esta etapa, semanalmente se registré el consumo de alimento de los
grupos control (sanas) y DMH (inducidas), asi como de los grupos que fueron

alimentados con las dos variedades de harina de frijol cocido (DMH + frijol).

El consumo de alimento durante la primer semana oscilé entre 11.33 +
3.01 g, conforme fueron transcurriendo las semanas se incremento, obteniendo
para la cuarta semana un consumo de 27.18 £ 1.67 g. Después de esta semana
se llevo a acabo la induccién del cancer (5% semana), en donde se registrdé un
consumo de 31.24 + 4.62 g. De tal forma que el estrés causado por la induccién
se vio reflejado en la sexta semana en donde el consumo de alimento disminuy6
oscilando entre 23.79 + 4.26 g. A partir de esta semana el consumo se estabilizé
manteniendo una tendencia similar para todos los grupos, registrandose para la
semana 12 (ultima inyeccion con DMH) un consumo de 28.66 * 0.91 g,
finalmente antes de llevar a cabo el sacrificio (semana 23) el consumo oscilaba
entre 28.24 + 1.59 g. De manera similar que en las ratas sanas, este parametro
no mostré cambios por efecto del tratamiento, solo por el estrés de la induccién

siendo significativo solo en las primeras dos inyecciones (Figura 20).

Varios estudios han demostrado que el consumo de energia es una
variable que influye en el cancer inducido quimicamente (Hughes et al., 1997).
Sin embargo, en este estudio la ingesta de energia no es una variable que
influya en los resultados generados, ya que las dietas incorporadas con frijol

aportan similar contenido calérico que la dieta control (Cuadro 9).
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Figura 20. Consumo de alimento de ratas tratadas con el carcindbgeno DMH vy
alimentadas con dos variedades de frijol cocido incorporado a la dieta a
diferentes concentraciones. Cada punto representa la media del consumo de
alimento por rata de los animales en tratamiento.

7.4.2 Ganancia de peso de ratas tratadas con el carcinbgeno DMH vy

alimentadas con harina de frijol

La ganancia de peso también se registr6 semanalmente observandose una
tendencia en el incremento de peso con respecto al tiempo, donde durante la
induccion de cancer de colon (semana 5-12), no se presentd una disminucién
significativa en la ganancia de peso. Al término, del experimento (semana 23) el
grupo DMH mostré la mayor ganancia de peso (458.96 + 17.34), mientras que
los grupos de frijol y el grupo control presentaron una ganancia de peso
alrededor de 437.75 + 24.47 y 373.44 + 42.40, respectivamente (Figura 21). El
grupo tratado con frijol N 12.5% presentdé una menor ganancia de peso con
respecto al resto de los grupos; sin embargo, esta disminucion no fue

estadisticamente significativa.
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Figura 21. Ganancia de peso de ratas tratadas con el carcinébgeno DMH vy
alimentadas con dos variedades de frijol cocido incorporado a la dieta a
diferentes concentraciones. Cada punto representa la media de la ganancia de
peso por rata de los animales en tratamiento.

Hangen y Bennink (2002) reportaron que ratas tratadas con dos
variedades de frijol Negro y Blanco, incorporando a la dieta 75% ganan
significativamente menos peso con respecto al control (13% y 14%,
respectivamente) y esto lo atribuyeron a un menor consumo de alimento (8% vy

20%, respectivamente).

La disminucion de la ganancia de peso de los grupos alimentados con
frijol con respecto al grupo DMH no puede atribuirse a un menor consumo de
alimento, por el contrario, se ha sugerido que la DMH altera el metabolismo de
lipidos, incrementando su concentracion en suero (Pinols, 1998), por lo que el

grupo DMH pudiera encontrarse con un mayor indice de obesidad.
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Estos resultados sugieren que el frijol pudiera contener compuestos que
regulan el metabolismo de lipidos. Para demostrar este efecto, se determiné la

concentracion de lipidos presentes en el suero de los animales en tratamiento.

7.4.3 Concentracion de glucosa, triglicéridos, colesterol, HDL e indice de
Castelli en sangre de ratas tratadas con DMH y alimentadas con harina de

frijol

En el Cuadro 16 se muestran la concentracion de glucosa para el grupo
control el cual fue menor (38.5%) comparado con el grupo DMH, de manera
inversa las dietas con ambas variedades de frijol mostraron un efecto contrario,
elevando la concentracion de glucosa de manera significativa en un 150% con
respecto al grupo DMH. Lo cual nos sugiere que el frijol, en presencia del
carcindégeno, provoca hiperglicémia obteniéndose un rango de 346.41 + 15.15
mg/dL.

Cuadro 16. Concentracion de glucosa, triglicéridos, colesterol y HDL en sangre
de ratas tratadas con DMH y alimentadas diferentes concentraciones de frijol
cocido.

Indice de
Tratamiento Glucosa Triglicéridos Colesterol HDL
Castelli
Control 94.49+4.38* 86.79 £+ 5.03 * 54.45 + 0.75 42.83 £ 1.64 1.31 £ 0.06
DMH 153.74 £ 2.98 21561+ 11.02 60.35 + 4.88 44.00 £ 3.97 1.36 £ 0.01
PZ0.5%  370.86+16.41* 24538%830*  50.10+2.92 33.73x273* 1.67+0.06
PZ 3% 36523+ 14.23*  167.61+840*  5657+041 31.95+1.99* 1.78x0.11*
PZ125% 36257 +9.36* 204.71 £ 4.09 55.75 + 3.42 36.39 + 1.67 1.40 £ 0.07
PZ 25% 353.34+17.74* 24727 +8.61*  53.17+242 39.55 + 2.64 1.35+0.06
N 0.5% 394.57 +6.55 * 127.04£1.84*  56.12+2.49 39.01+£1.77 1.43 £ 0.07
N 3% 30228+ 14.91* 108.90+549*  49.88 % 3.61 39.86 + 2.33 1.33+0.03
N12.5%  315.04+16.16*  9538+1.37* 57.20 +3.33 35.26 + 1.04 1.62 £0.12
N 25% 307.38+16.53*  9549+3.34* 54.62 +2.76 37.76 + 1.29 1.44 £ 0.11

Los valores se expresan en mg/dL para glucosa, triglicéridos, colesterol y HDL. Los valores
representan la media £+ EEM. * indica diferencia estadistica significativa comparado con el grupo
DMH (p< 0.05).
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La hiperglicemia se ha asociado con altos niveles de insulina en sangre y
dicha hormona es un factor de crecimiento importante para las células de la
mucosa coldnica y es un mitégeno de las células de carcinomas coldnicos in
vitro (Tran et al., 1996); lo anterior pudiera explicar que en algunos grupos de
frijol, principalmente en la variedad N a la concentracién de 12.5 y 25% la
incidencia de adenocarcinomas sea similar o significativamente mayor (60 y

80%, respectivamente) que el grupo DMH.

Por otra parte, los triglicéridos también se incrementaron hasta en un 60%
en el grupo tratado con DMH con respecto al grupo control. En cuanto a los
grupos alimentados con frijol PZ, no existe una relacion de la disminucion de
triglicéridos con respecto a la concentracion. El grupo PZ 0.5 y 25% obtuvieron
valores significativamente superiores a DMH (245.38 + 8.30 y 247.27 + 8.61
mg/dL, respectivamente), PZ 12.5% mantuvo los niveles similares al grupo DMH
(204.71 £ 4.09 mg/dL), mientras que PZ 3% present6 valores significativamente
menores a DMH (167.61 + 8.40 mg/dL). En este ultimo grupo este efecto pudiera
estar relacionado con una menor ganancia de peso y, a su vez, con una mayor

proteccidon contra el cancer de colon.

Con respecto al frijol N, en esta variedad si se observé una relacion entre
el incremento de la concentracion de frijol y la disminucion de la concentraciéon
de triglicéridos, mostrando desde la concentracion de 0.5% niveles
significativamente menores hasta en un 41% con respecto al grupo DMH, para

N 3% en un 49% y para los grupos N 12.5 y 25% hasta en un 56%.

Los triglicéridos en suero se han relacionado fuertemente con un
incremento en el riesgo de cancer de colon; dicho efecto se ha atribuido a un
incremento en la secrecién de acidos biliares fecales, lo cual promueve una
mayor absorcion de triglicéridos hacia torrente sanguineo (Mckeown-Eyseen,
1994), por lo que es importante que éstos no se encuentren elevados. Debido a

que las diferentes concentraciones de frijol N no mostraron un efecto protector
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contra el cancer, este parametro no puede directamente relacionarse con la
disminucion de adenocarcinomas observadas en la concentracién de N 0.5%.

En cuanto a los niveles de colesterol en sangre no se observd una
diferencia estadistica significativa, tanto del grupo control como de los grupos
alimentados con frijol, con respecto al grupo DMH. Sin embargo, es importante
mencionar que los valores obtenidos, incluso para el grupo DMH, son menores
que los presentados en la primera etapa con los animales sanos alimentados
con frijol hasta en un 25% para ambas variedades. Lo anterior sugiere que el
tiempo de consumo de la dieta (base o harina de frijol) y la edad son factores

determinantes en algunos parametros (Alvarado-Osuna et al., 2001).

La concentracion de HDL fue ligeramente mayor en los animales tratados
con DMH comparado con el control. El tratamiento con frijol disminuyo

significativamente en los grupos de PZ 0.5y 3% (23 y 27%, respectivamente).

El indice de Castelli, el cual refleja si los niveles de HDL son los
adecuados para llevar a cabo el transporte de colesterol en el organismo no
debe ser mayor a 3.4 (Quezada, 2003). En el Cuadro 16 se muestra que todos
los grupos experimentales (control, DMH y los de frijol) presentaron un indice
menor requerido normalmente, lo cual sugiere que todos los animales en

experimentacion presentaban concentraciones adecuadas de HDL.

7.4.4 Actividad enzimatica de p-glucuronidasa en el contenido distal

colénico de ratas tratadas con DMH y alimentadas con harina de frijol

La enzima B-glucuronidasa también fue evaluada en el contenido distal de
colon de ratas tratadas con DMH vy alimentadas con frijol a diferentes
concentraciones (0.5, 3, 12.5 y 25%). Esta enzima como ya se menciond es
relevante en el proceso de carcinogénesis de colon, ya que se encarga de
hidrolizar al conjugado metilazoximetanol-glucuronidado transportado por via
enterohepatica, reactivandolo como metilazoximetanol y dando paso
posteriormente a la transformacién en metildiazonio, el cual es denominado el

carcinogeno final. Dicha enzima puede ser secretada por la microflora colonica y
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ésta depende de la dieta que se consuma (Arimochi et al., 1999), por lo que es
de suma importancia determinar como se encuentra la actividad enzimatica de
B-glucuronidasa en ratas después de consumir una dieta que incluyera frijol a
diferentes concentraciones antes, durante y después de ser inducidas con el

carcinébgeno DMH (Figura 22).

A partir de la determinacion de la actividad enzimatica se observa que el
grupo control (3.74 + 0.70) presentd menor actividad (36%) con respecto al
grupo DMH, lo cual indica que el carcinogeno DMH presente en estos animales
promueve una mayor actividad enzimatica debido a la presencia de una mayor
concentracion de conjugados glucuronidados excretados (metilazoximetanol-

glucuronidado).

En los grupos de frijol no se presentdé un comportamiento dosis-
respuesta, ya que el incremento en la actividad no depende de la concentracion
de frijol. Ademas, se observé una disminucion significativa de la actividad de -
glucuronidasa (expresada en nmol/min g de contenido distal) en las
concentraciones de PZ 125% (4.11 £+ 053) y N 3% (4.34 = 0.38),

manteniéndose alrededor de los niveles basales obtenidos por el grupo control.

Por otra parte, se presentaron grupos de frijol con niveles de actividad
semejantes al grupo DMH (5.82 £ 0.33) como PZ 25% (5.52 + 0.63) y N 0.5%
(5.38 £ 0.59), ademas de que también se observaron grupos que incrementaron
la actividad de B-glucuronidasa como el PZ 0.5% (8.20 + 0.99), PZ 3% (8.92
0.91), N 12.5% (8.31 £ 0.64) y N 25% (7.42 + 0.84) con respecto a DMH.
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Figura 22. Actividad enzimatica de p-glucuronidasa en contenido distal de ratas
tratadas con DMH y alimentadas con diferentes harinas de frijol cocido. * indica
diferencia estadistica significativa con respecto al grupo DMH (p< 0.05).

Uno de los efectos benéficos en la supresion de cancer de colon se le ha
atribuido a la ingesta de carbohidratos complejos como la fibra, los cuales
pueden presentar diversos mecanismos como la selectividad de bacterias (Rao
et al., 1998). Por lo que el tipo de fibra aportada por cada variedad podria ser un
factor determinante en la seleccion bacteriana y como consecuencia en la
actividad enzimatica de B-glucuronidasa, ya que se observo un incremento en la
actividad para concentraciones bajas en la variedad PZ, No siendo asi para la

variedad N.

Debido a que los grupos que mostraron mayor proteccion para el
desarrollo de cancer de colon (N 0.5% y PZ 3%), no muestran un efecto sobre
esta enzima (PZ 12.5 y N 3%), se puede sugerir que este mecanismo no es

importante para el control del cancer de colon por estas leguminosas.
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Manoj et al. (2001) realizaron un estudio en donde evaluaron la actividad
de B-glucuronidasa en el contenido distal de ratas inducidas quimicamente con
DMH y alimentadas con Phaseolus mungo, observando que la actividad fue
significativamente menor con respecto al control positivo (DMH) y sugiriendo
que la fibra proporcionada por el frijol era la que posiblemente causaba ese
efecto. Lo anterior tal vez a que la fibra presente en este frijol estaba compuesta
de carbohidratos complejos, los cuales pueden presentar diversos mecanismos
de modulacion como influir en el tiempo de transito intestinal incrementando el
peristaltismo, absorcién del carcindégeno, incremento en la selectividad de

bacterias y la fermentacion de sus productos.

Lo anterior hace inferir que la cantidad fibra no es el componente mas
importante para regular a la enzima B-glucuronidasa, ya que las dietas de PZ
presentaban menor concentracidn comparadas con las de N. Por lo que, el
factor determinante podria ser el tipo de carbohidratos complejos presentes en

la fibra.

Cabe senalar que la actividad de diversas enzimas depende de la edad
del animal, asi como de la dieta y el tiempo de consumo de dicha dieta, ya que
la enzima evaluada en el contenido distal de las ratas sanas de la primera etapa
presentd una actividad basal de 18.55 £ 1.48 nmol/min g de contenido distal. En
cambio en las ratas control de la segunda etapa se presenté una actividad basal
de 5.82 + 0.33 nmol/min g de contenido distal.

7.4.5 Actividad enzimatica de glutation S-transferasa en higado de ratas

tratadas con DMH y alimentadas con harina de frijol

En esta etapa también se cuantificd la actividad de la enzima GST en
extractos citosoélicos de higado de ratas tratadas con DMH y alimentadas con
harina de frijol cocido a diferentes concentraciones (0.5, 3, 12.5 y 25%). Los
resultados obtenidos fueron expresados en nmol/min mg de proteina (Figura

23). De manera similar que en la primera etapa, no se observé alguna tendencia
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en cuanto al aumento de la actividad enzimatica de GST con respecto a la

concentracion de frijol para ambas variedades (PZ y N).

Se observé un incremento significativo en la actividad de GST en el grupo
control (22%) comparado con el grupo DMH (535.62 + 21.60) y de grupos de
frijol en los que se incluyen PZ 0.5% (619.02 £ 55.19), PZ 3% (650.53 + 57.69),
N 0.5% (711.31 + 53.64), N 3% (779.15 + 69.94) y N 25% (718.34 + 62.15).
Ademas, algunos grupos mostraron actividad enzimatica similar al grupo DMH,
tales como PZ 12.5% (594.61 + 56.59), PZ 25% (582.29 + 47.05) y N12.5%
(610.22 £ 57.27). Ambos frijoles PZ 3% y N 0.5% incrementan la actividad de
esta enzima lo cual pudiera también estar relacionado con una mayor actividad

hepatica de destoxificacion y por ende mayor proteccion de estos frijoles.
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Figura 23. Actividad enzimatica de glutation S-transferasa (GST) en higado de
ratas tratadas con DMH y alimentadas con frijol. * Indica diferencia estadistica
significativa con respecto al grupo DMH (p< 0.05).
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Debido a que se ha sugerido que las enzimas de fase Il o enzimas
destoxificadoras pueden ser inducidas por antioxidantes y que los niveles de
induccion pueden atribuirse a la concentracidon y/o naturaleza de ciertos
compuestos fendlicos (Seidegard y Ekstrom, 1997). Pudieran existir compuestos
fendlicos, tanto en la variedad PZ, como en N que promuevan dicha actividad,
llevando a cabo un sinergismo o antagonismo entre ellos potenciando o
inhibiendo la activacion de GST, siendo finalmente esta induccion dependiente
de la concentraciéon de dichos compuestos, lo cual se vio reflejado en las
diferentes concentraciones de frijol en las dietas. Ademas se debe tomar en
cuenta de que la concentracion de dichos compuestos pudo alterarse mediante

el tratamiento térmico (coccidn y secado) que recibieron los frijoles.

Por otra parte, también se ha comprobado que un mecanismo de defensa
a la exposicidon de niveles bajos de compuestos carcinogénicos y especies
reactivas es el incremento de la actividad de enzimas destoxificadoras o
enzimas de fase Il. En este caso los resultados demuestran que la actividad no
incrementd en presencia del carcinbgeno DMH. Por el contrario la actividad
enzimatica fue menor que los niveles basales (control), lo que puede atribuirse a
las concentraciones elevadas y repetidas de DMH a la que los animales fueron
expuestos, ya que a concentraciones elevadas la respuesta es contraria
(Prestera et al., 1993). Ademas, estudios realizados demuestran que células de
colon humano incrementan la actividad de GST en presencia de butirato, por lo
que pudiera ser otro mecanismo por el cual se incrementdé de manera
significativa la actividad de GST, o bien la conjuncion de dos o mas

mecanismos.

7.4.8 Expresion de la proteina PCNA como marcador de la proliferacién
celular en colon de ratas alimentadas con harina de frijol e inducidas

quimicamente con el carcinégeno colénico DMH
La evaluacion de la proliferacion celular se realizé en lesiones obtenidas

del colon de los animales tratados con el carcinébgeno DMH y alimentadas con

frijol. Este parametro se evalu6 mediante la expresion del antigeno nuclear de
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proliferacion celular (PCNA por sus siglas en inglés), ya que es uno de los
marcadores mas utilizados debido a que se sintetiza tempranamente en las
fases G1 y S del ciclo celular. En la figura 24 se muestran los niveles de
expresion de la proteina PCNA mediante western blot y la relacion obtenida con

la proteina B-actina, la cual es utilizada como un control de carga.

Los resultados obtenidos mostraron un decremento en la expresion de
PCNA para el grupo control de hasta un 47% con respecto al grupo DMH, lo que
indica que la proliferacién en este ultimo grupo era mayor, lo cual se relaciona

con una mayor incidencia de cancer de colon (60%).

La expresion de PCNA para los grupos PZ 3%, PZ 25% y N 0.5% fue
menor 23%, 25% y 24%, respectivamente con respecto al grupo DMH. Por el
contrario los grupos PZ 0.5%, PZ 12.5%, N 3%, N 12.5% y N 25% no mostraron

un efecto significativo sobre la expresion de PCNA con respecto a DMH.

Estos resultados se relacionan con la disminucién en la incidencia de
adenocarcinomas obtenida mediante la evaluacion histopatoldégica para los
grupos PZ 3% y N 0.5%, lo cual sugiere que un posible mecanismo de accion
que el frijol pueda llevar a cabo para disminuir la incidencia de cancer de colon,
es mediante arresto del ciclo celular, lo que se refleja en una menor expresion
de PCNA.
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Figura 24. Niveles de expresiéon de PCNA evaluada mediante a) western blot y
b) la relacion de area de pixeles de PCNA entre B-actina. * indica diferencia
significativa con respecto al grupo DMH (p< 0.05).

Este mecanismo puede atribuirse a la presencia de AGCC, los cuales
como ya se ha menciono son producto de la fermentacion de la fibra soluble e
insoluble, oligosacaridos y del almidon resistente llevada a cabo por las
bacterias coldnicas. Se ha demostrado que en células de cancer de colon, el
butirato disminuye significativamente la expresion de PCNA, lo cual se traduce
en un decremento en la proliferacion celular, disminuyendo a su vez la
incidencia de cancer de colon (Emenaker et al., 2001). Aun cuando no se
determiné el perfil de concentracion de los AGCC, es importante considerar 