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RESUMEN

La enfermedad del higado graso asociado a la disfuncion metabélica (MAFLD, por
sus siglas en inglés) se caracteriza por la presencia de esteatosis hepéatica
acompafiada de diabetes, obesidad y desregulacibn metabdlica. La ingesta de
alimentos ricos en fitoquimicos puede emplearse como una estrategia altamente
eficaz para prevenir la progresion de MAFLD. Aunque se ha comprobado que el
consumo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) puede reducir o prevenir el riesgo de
obesidad y regular el metabolismo de lipidos debido a su alto contenido en fibra,
proteina y compuestos bioactivos, ain no se ha evaluado su efecto como
tratamiento de la MAFLD. Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue
evaluar el efecto del consumo de la hoja y de la semilla cocida de frijol como
tratamiento de la MAFLD. Ratones macho de la cepa C57BL/6 se alimentaron con
una dieta alta en grasa y fructosa (DAGF) durante 14 semanas y posteriormente se
realizd una eutanasia de 6 animales de cada grupo para confirmar la enfermedad a
través de histologia hepatica, contenido de triglicéridos (TG) en higado y parametros
en suero. Al término de este periodo, la DAGF se suplement6 con semilla cocida de
frijol (5 y 15%) y hoja de frijol (10%) por 12 semanas adicionales. La suplementacion
con hoja de frijol redujo significativamente la actividad de la enzima alanina
aminotransferasa (ALT, 27%), el contenido de TG hepaticos (16%) y la infiltracion
de grasa hepatica, en comparacién con el grupo alimentado con DAGF (P < 0.05).
Ademas, este tratamiento demostré un mejor efecto hepatoprotector con el aumento
de las enzimas antioxidantes (GST y GPx) y la disminucién del contenido de MDA.
Si bien todos los tratamientos disminuyeron los niveles séricos de TG y glucosa, la
suplementacién de la hoja de frijol mostr6é el mayor efecto (hasta en un 21y 30%,
respectivamente). En general, este estudio demostro el efecto hepatoprotector del
consumo de la hoja de frijol sobre la esteatosis hepéatica y el estrés oxidativo en un
modelo de MAFLD inducido por una DAGF.

Palabras clave: MAFLD, esteatosis hepatica, frijol coman, hojas de frijol, estrés

oxidativo.



ABSTRACT

Metabolic dysfunction—associated fatty liver disease (MAFLD) is characterized by
the presence of hepatic steatosis and at least one these conditions: diabetes
mellitus, overweight or obesity and metabolic dysregulation. Consuming
phytochemical-rich foods could be used as an effective strategy to prevent
progression of MAFLD. Although several studies have demonstrated that the
consumption of beans (Phaseolus vulgaris L.) can reduce or prevent the risk of
obesity and regulate lipid metabolism due to its high content of fiber, protein and
bioactive compounds, its effect has not yet been evaluated as treatment of MAFLD.
Therefore, the objective of this research was to evaluate the effect of consuming
cooked bean leaf and seed as a treatment in an in vivo model of MAFLD. C57BL/6
male mice were fed with high fructose high fat diet (HFFD) for 14 weeks and 6
animals from each group were euthanized to confirm the disease by histological
analysis, hepatic triglycerides (TG) content and serum parameters. Then, HFFD was
supplemented with cooked bean seed (5 and 15%) and bean leaves (10%) for an
additional 12 weeks. Bean leaf supplementation (10%) significantly reduced the
activity of the enzyme alanine aminotransferase (ALT, 27%), hepatic TG content
(16%), and hepatic fat infiltration, compared with the values of the DAGF-fed group
(P < 0.05). Furthermore, this treatment demonstrated a better hepatoprotective
effect with the increase in antioxidant enzymes (GST and GPx) and the decrease in
MDA content. Although all treatments decreased serum TG and glucose levels, bean
leaf supplementation showed the greatest effect (up to 21 and 30%, respectively).
Overall, this study demonstrated the hepatoprotective effect of bean leaf
consumption on hepatic steatosis and oxidative stress in a DAGF-induced MAFLD
model.

Keywords: MAFLD, hepatic steatosis, common bean, bean leaves, oxidative

stress.



1. INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso asociado a la disfuncion metabdlica (MAFLD, por
sus siglas en inglés) es un problema importante de salud publica a nivel mundial,
ya que afecta a gran parte de la poblacion incluyendo nifios y adultos. Su
prevalencia ha aumentado notablemente en los Ultimos afios y, si bien su etiologia
es compleja, se atribuye principalmente a un estilo de vida sedentario y a una dieta
alta en carbohidratos y lipidos (Pipitone et al., 2023). Esta patologia se caracteriza
por la acumulacion anormal o excesiva de grasa en el higado, principalmente en
forma de triglicéridos (TG), debido a un desequilibrio entre la adquisicion y la
eliminacién de estos compuestos, con el consecuente aumento de estrés oxidativo,
lipotoxicidad y la liberacién de citocinas inflamatorias que, en conjunto, contribuyen
a la gravedad de la enfermedad (Bence y Birnbaum, 2021).

Actualmente no existe un tratamiento farmacolégico estandarizado para la MAFLD;
los Unicos tratamientos recomendados y que han demostrado eficacia en el manejo
de la enfermedad se basan en modificaciones en la dieta y al aumento de la
actividad fisica (Muhammad, 2019). Existe evidencia que indica que tanto la semilla
como la hoja de frijol (Phaseolus vulgaris L.) contienen una fuente importante de
fibra soluble e insoluble y compuestos bioactivos, entre los que se incluyen
principalmente compuestos fendlicos con multiples beneficios a la salud debido a
sus propiedades antioxidantes e hipolipidémicas (Yahfoufi et al., 2018; Becerril-
Campos, 2023). Estudios previos han reportado que el consumo de frijol cocido
puede regular el metabolismo de lipidos a través de la disminucion de la
lipogénesis de novo (LDN) y el aumento de la oxidacion de &cidos grasos
(Thompson et al., 2017; Lutsiv et al., 2023). Por otro lado, se ha demostrado que
la suplementacién de hojas de frijol a una DAGF en modelos animales previene la
obesidad y el desarrollo de esteatosis hepatica, ademas se ha observado que
mejora la peroxidacion lipidica hepatica y el aumento de GSH en suero (Ramirez-
Venegas et al., 2021; Becerril-Campos et al., 2023). Sin embargo, los estudios

antes mencionados son modelos preventivos y considerando que la MAFLD es una



patologia que no presenta manifestaciones clinicas al inicio de la enfermedad y al
no tener la cultura de prevencion en la poblacibn mexicana, es necesario proponer
un modelo correctivo para comprender mejor los efectos del consumo de frijol
sobre la MAFLD inducida por una DAGF. Por otro lado, la terapia antioxidante, a
través de fitoquimicos de la dieta, también podria ser una opcién potencialmente
beneficiosa para mitigar la progresiéon de MAFLD. A través de modelos in vitro se
ha demostrado que las propiedades antioxidantes de los compuestos presentes en
la variedad de frijol Flor de Mayo radican en su capacidad para neutralizar los
radicales libres y la quelacion de los metales de transicion, por lo quecontrarrestan

el inicio y propagacion de los procesos oxidativos (Garcia-Lafuente et al., 2009).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del consumo de la
hoja y semilla cocida de frijol comun sobre la MAFLD inducida por una DAGF y su

asociacion con marcadores de estrés oxidativo en un modelo in vivo.



2. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedad del higado graso asociado a la disfuncién metabdlica

La enfermedad del higado graso asociado a la disfuncion metabdlica (MAFLD, por
sus siglas en inglés), anteriormente denominada enfermedad de higado graso no
alcohdlico (EHGNA), es una patologia compleja y multifactorial que se caracteriza
por la acumulacién anormal de grasa en el higado principalmente en forma de
gotas lipidicas ricas en TG, acompafada de sobrepeso u obesidad, diabetes
mellitus o evidencia de desregulacion metabdlica (Ipsen et al., 2018; Kaya y
Yilmaz, 2022). La mayoria de los pacientes con MAFLD son asintomaticos y solo
una minoria presenta fatiga, malestar abdominal en el cuadrante superior derecho
y hepatomegalia (aumento patologico del tamafio del higado) (Chalasani et al.,
2018).

La presentacidn clinica de esta patologia puede variar, evolucionando desde la
esteatosis simple (Figura 1) que es generalmente benigna y reversible, hasta la
esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA), la cual se caracteriza por la inflamacion e
iniciacion de fibrosis que puede desarrollar a cirrosis hepatica y progresar a
carcinoma hepatocelular de manera irreversible (Buzzetti et al., 2016; Bessone et
al., 2019).
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Figura 1. Evolucion patologica de MAFLD (Adaptado de Bessone et al., 2019).



La esteatosis hepatica se clasifica segun el porcentaje de grasa dentro del
hepatocito de la siguiente manera: grado 0 o sano, mas del 5 %; grado 1 o leve,
del 5 al 33 %; grado 2 o moderado, del 34 al 66 % y grado 3 o grave, mas del 66
%.Es importante destacar que esta evaluacion es exclusivamente semicuantitativa,
ya que se basa en una estimacion bidimensional de la proporcion de hepatocitos
gue contienen lipidos, sin tener en cuenta el volumen de las gotas (Qayyum et al.,
2012).

2.2. Epidemiologia

La prevalencia de MAFLD ha aumentado significativamente en paralelo con el
aumento de la obesidad y es ahora la causa mas comun de enfermedad hepatica

cronica a nivel mundial (Wong y Chan, 2021).

Se estima que la prevalencia global de MAFLD es del 25 %, reportandose las tasas
mas altas en Sudameérica y Norteamérica; asi mismo, esta enfermedad se encuentra
presente en el 70 % de individuos con sobrepeso, arriba del 90 % en pacientes con

obesidad mérbida y 75 % en pacientes con diabetes tipo 2 (Younossi et al., 2019).

En cuanto a la etnicidad,diversos estudios han demostrado que la prevalencia de
esta patologia es mayor en la poblacién hispana y México-americana (Sherif et al.,
2016). En México, la investigacién epidemiologica sobre la prevalencia de la
enfermedad es limitada. No obstante, un estudio llevado a cabo en 2019 por
Brisefio-Bass y colaboradores reveld una prevalencia global del 49.19 %. De este
grupo, el 65 % de los pacientes mostraba sobrepeso u obesidad, consolidando con
mayor evidencia la correlacion existente entre estas patologias (Brisefio-Bass et
al., 2019).



2.3. Factores de riesgo asociados a MAFLD

La obesidad, la diabetes, laresistencia a la insulina, la hipertension y la dislipidemia,
gue juntos se conocen como sindrome metabdlico, se han identificado como los
principales factores de riesgo asociados a MAFLD (Nassir et al., 2015). Sin
embargo, la patogenia de esta enfermedad también comprende factores genéticos,

demograficos y ambientales (Younossi et al., 2019).

Diversos estudios han reportado que la prevalencia de diabetes y prediabetes entre
los pacientes con MAFLD oscila entre el 20 y el 23 % (Younossi et al., 2016).
Algunos autores han propuesto que la hiperglucemia desempefia un papel
importante en el desarrollo de MAFLD; asi mismo, entre los mecanismos asociados
al desarrollo de esta patologia se incluyen el incremento de la lipoperoxidacion y
la activacion de genes implicados en vias lipogénicas y glucoliticas (Tanase et al.,
2020; Khandelwal et al., 2021). En un estudio clinico con personas con
hiperlipidemia combinada revel6 una mayor prevalencia de higado graso y niveles
elevados de la enzima alanina aminotransferasa (ALT), tanto en pacientes
dislipidémicos como en pacientes con niveles normales de lipidos (Brouwers et al.,
2006).

Los factores ambientales también tienen un papel importante para el desarrollo de
esta patologia; los habitos alimenticios, el estilo de vida y los factores
socioeconémicos son los factores mas relevantes (McCarthy y Rinella, 2012). En
este contexto, un estudio publicado por Leslie y colaboradores (2014) inform6 que
la mayoria de los pacientes con MAFLD llevan una dieta alta en grasas y un estilo

de vida sedentario en comparacion con individuos sanos.

2.4. Fisiopatologia

El higado constituye un 6rgano esencial en el metabolismo de los lipidos. Como
regulador central de la homeostasis de los lipidos, el higado es responsable de

orquestar la sintesis de nuevos acidos grasos, su exportacion y posterior



redistribucion a otros tejidos (Nguyen et al.,, 2008). Estos procesos estan
estrechamente regulados por interacciones complejas entre hormonas, receptores
nucleares y factores de transcripcion, lo que mantiene la homeostasis de los lipidos
hepéticos bajo estricto control (Bechmann et al., 2012). La interrupcion de una o
mas de estas vias puede inducir la retencion de grasa en el higado v,

consecuentemente, el desarrollo de MAFLD.

En condiciones normales, el higado no almacena &cidos grasos; sin embargo, bajo
condiciones de estrés, como la obesidad o una dieta alta en grasas y carbohidratos,
promueve un metabolismo anormal que ocasiona que los lipidos se almacenen en
forma de gotas lipidicas (Nassir et al., 2015). Particularmente, una dieta alta en
fructosa conduce a la acumulacion inmediata de lipidos en el higado, al promover
la lipogénesis, dislipidemia, adiposidad visceral y resistencia a la insulina en mayor
medida que la glucosa. Esto se explica por la capacidad de la fructosa para ser
metabolizada directamente en el higado, evitando el paso limitante de la glucolisis
a nivel de la fosfofructoquinasa (Yu et al., 2021).

La acumulacién de grasa hepatica incorpora acidos grasos de diferentes fuentes
dependiendo del estado metabdlico del organismo, al igual que de los niveles de
metabolitos y hormonas. La mayoria de los &cidos grasos se originan de la lipdlisis,
de la lipogénesis de novo utilizando carbohidratos como sustratos, de los
remanentes de lipoproteinas como los quilomicrones, resultantes de la absorciéon
intestinal de grasas. La acumulacion de acidos grasos en el higado ocurre entonces,
como resultado de un desequilibrio entre la adquisicién y la eliminacién de lipidos
(Ipsen et al., 2018). Bajo estas condiciones, los acidos grasos son esterificados
entre las dos monocapas de la membrana del reticulo endoplasmatico (RE) en
ésteres de esteroles por la enzima acil-CoA colesterol aciltransferasa (ACAT 1y 2),
y en TG por la enzima diacilglicerol aciltransferasa 2 (DGAT 2) (Mashek, 2021). La
acumulacion de lipidos entre las dos monocapas genera un depdésito de lipidos en
forma de lente que, cuando madura, se separa y queda libre en el citosol rodeado

por la monocapa externa de la membrana del RE, formandose lo que se conoce


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ipsen%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29936596

como gota lipidica (Seebacher et al., 2020).

Por el contrario, una adecuada oxidacion de los acidos grasos a través de la 3-
oxidacion previene su acumulacion en el higado; sin embargo, la oxidacion excesiva
de estas biomoléculas puede conducir a la generacion de especies lipotdxicas que
pueden llegar a causar lesiones hepatocelulares que se manifiestan como estrés
del RE, inflamacion, apoptosis y necrosis, caracteristicos de la enfermedad de
higado graso (Neuschwander-Tetri, 2010).

2.5. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo (EO) se considera uno de los mecanismos patologicos que dan
lugar a la iniciacion y progresion de diversas enfermedades hepéticas. El EO se
define como el desequilibrio entre la produccion de especies reactivas y la
regeneracion de antioxidantes, a favor de los primeros. Debido a sus caracteristicas
quimicas, las especies reactivas pueden iniciar la peroxidacién de lipidos, causar
rupturas de cadenas de ADN y oxidar indiscriminadamente todas las moléculas en
membranas y tejidos bioldgicos (Chen et al., 2020).

La homeostasis energética en las células hepéticas estd mediada principalmente
por el metabolismo oxidativo mitocondrial, que incluye la B-oxidacion, el ciclo del
acido tricarboxilico (TCA por sus siglas en inglés), la cetogénesis, la actividad de
la cadena transportadora de electrones (CTE) y la fosforilacién oxidativa; por lo que,
las mitocondrias son la principalfuente de especies reactivas. Sin embargo, también
se ha demostrado que los peroxisomas y el RE son una fuente importante de estos
compuestos (Li et al., 2015). Por lo anterior, sila funcién mitocondrial o peroxisomal
no puede manejar el aumento del flujo de lipidos, la oxidacién respiratoria puede
verse afectada, provocando un desequilibrio en la homeostasis de las grasas, la
generacion de metabolitos téxicos derivados de los lipidos y la sobreproduccion de
especies reactivas, lo que da como resultado la condicion conocida como
lipotoxicidad (Berlanga et al., 2014). En este sentido, las especies reactivas

interactdan con los acidos grasos poliinsaturados (PUFA por sus siglas en inglés);
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la induccidn resultante de la peroxidacion de lipidos dentro de la célula conduce a
la formacion de 4-hidroxinonenal (HNE) y malondialdehido (MDA) que pueden
difundirse libremente en el espacio extracelular para afectar a las células distantes,
amplificando asi los efectos del EO (Armutcu et al., 2013).

Los compuestos lipotdxicos pueden activar la respuesta inmunitaria en el higado a
través de las células Kupffer y las células estrelladas, estas ultimas desencadenan
la proliferacion y sintesis de colageno, lo que conduce a la aparicion de fibrosis
impulsando la transicion de la esteatosis simple a EHNA. Por otro lado, las células
Kupffer también contribuyen de manera critica a la progresion de la MAFLD, al
producir una variedad de citocinas, como el factor de necrosis tumoral (TNF), lo que
aumenta la inflamacion y la apoptosis, provocando que la fibrosis pueda progresar

a carcinoma hepatocelular (Li et al., 2015).

2.6. Sistemas antioxidantes

El sistema de defensa antioxidante esta conformado por moléculas y enzimas que
provienen los alimentos o formadas endégenamente. Estos mecanismos tienen la
capacidad de contrarrestar los efectos las especies reactivas y mantener la
homeostasis celular. Entre las defensas antioxidantes enzimaticas se encuentran
la superdxidodismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y las enzimas del sistema
glutatiéon, como la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GR) y la
glutation S-transferasa (GST) (Sanchez-Valle et al., 2012).

En cuanto al sistema de defensa no enzimatico, el glutation (GSH) es uno de los
antioxidantes mas importantes (Forman et al., 2009). EI GSH se encuentra
principalmente en forma reducida en la mitocondria y neutraliza las especies
reactivas producidas en la CTE, protegiendo asi al organelo. Por lo que, tanto el
sistema antioxidante enzimatico como el no enziméatico, son esenciales para la
respuesta celular con el fin de hacer frente al EO en condiciones fisioldgicas;
ademas, estas enzimas se utilizan como indicadores de la progresion de esteatosis

en varios modelos experimentales, principalmente en roedores (Li et al., 2015).
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Por lo tanto, resulta crucial conservar y promover los niveles Optimos de los
sistemas de defensa antioxidante, tanto enzimaticos como no enzimaticos. Existe
evidencia que indica que una dieta rica fitoquimicos, principalmente compuestos
fendlicos, poseen multiples beneficios relacionados particularmente con su
capacidad para inducir los sistemas antioxidantes enddgenos y atenuar los
procesos de EO caracteristicos de varias patologias, entre ellas la MAFLD
(Yahfoufi et al., 2018).

2.7. Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) es una de las leguminosas mas antiguas y
consumidas a nivel mundial, perteneciente a la familia de las fabaceas, de tallos
delgados y débiles; la vaina se caracteriza por ser suavemente curveada y de color
verde; las hojas son ovaladas con el &pice agudo y de coloraciéon verde; las
semillas pueden ser ovaladas o redondas y de diferente coloracién dependiendo
de la variedad (Ulloa et al., 2011).

Entre las leguminosas alimenticias de mayor consumo en el mundo, el frijol ocupa
un lugar importante en la nutricion humana. Se ha reportado que es una fuente
importante de proteinas, fibra dietaria, vitaminas, minerales y compuestos fenélicos,
los cuales tienen diversos beneficios a la salud, incluyendo un papel preventivo en
enfermedades cardiovasculares, propiedades anticancerigenas, antioxidantes y

antiinflamatorias (Suarez-Martinez et al., 2016; Ciudad-Mulero et al., 2020).

Las regiones de mayor consumo de frijol comdn incluyen toda América Latina, la
India y Africa. México posee la mayor diversidad del género Phaseolus, dentro de
los cuales, la semilla de frijol comun es la de mayor importancia agronémica y
econdémica (SAGARPA, 2020).



2.8. Consumo de frijol en México

El frijol representa un alimento clave en la dieta de los mexicanos; sin embargo, su
consumo se ha reducido a través del tiempo. A partir de los datos proporcionados
por el Centro de Estudios para el Desarrollo Rural Sustentable y la Soberania
Alimentaria (CEDRSSA), se sefala que actualmente se consumen 27.5 g diarios de
frijol cocido,de los cuales resulta un aproximado de consumo anual por persona de
11 Kgq, inferior a lo consumido en los ultimos 5 afios (Figura 2). Diversos factores
econdmicos y sociales, como cambios de estilo de vida y los habitos alimentarios,
han contribuido a la reduccion en el consumo de esta leguminosa en las Ultimas

dos décadas.
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Figura 2. Consumo Per capita de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) en México
en las ultimas dos décadas (CEDRSSA, 2020. Con datos del SIAP / SADER).

* datos preliminares

De acuerdo con las guias de alimentacion para la poblacion mexicana (2023), se
recomienda una ingesta diaria de 100 g (equivalente a ¥z taza) de frijoles cocidos,

para promover los beneficios nutricionales de esta leguminosa. Esta cantidad
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recomendada se basa en el Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes junto
con la NOM-043-SSA2-2012.

Por otro lado, se ha demostrado un riesgo reducido de enfermedades
cardiovasculares, hipertension, diabetes, obesidad y varios tipos de cancer al
aumentar la ingesta diaria de frijoles cocidos a 120-132 g (equivalente a 2/3 de taza)
(Mitchell et al., 2022).

En algunas regiones del pais, principalmente en estados con presencia de grupos
étnicos como el Estado de México, Chihuahua, San Luis Potosi, Oaxaca, Puebla,
Chiapas y Tabasco, se tiene referencia de que las personas consumen
habitualmente las hojas de frijol durante la etapa temprana de la planta, las cuales
son consumidas en forma cruda, cocida o molidas como condimentos para otros
alimentos (Ocampo-Anguiano, 2020). Las hojas de frijol forman parte del grupo de
los quelites u hojas comestibles, que incluye hojas tiernas de plantas herbaceas,

arbustos y arboles, tallos tiernos, flores e inflorescencias (Linares y Bye, 2017).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda una ingesta diaria de al
menos 400 g (equivalente a 5 porciones) de frutas y verduras para llevar a cabo una
dieta correcta. En este sentido, se ha informado que la composicion nutricional de
los quelites es similar a la de otras verduras. Estos presentan niveles significativos
de agua, superando el 75 %, mientras que los solidos (25 %) incluyen proteinas,
carbohidratos y pequefias cantidades de lipidos que dan una densidad energética
comparativamente baja. Ademas, los quelites pueden llegar a contener hasta 6 g
de proteina por 100 g de porcion comestible, una cifra superior al proteico de
muchas verduras comunes (Bourges y Vargas, 2015). Sin embargo, también el
consumo de quelites en el pais ha disminuido por modificaciones en la dieta,

derivadas de los cambios de estilo de vida.

Los datos anteriores ponen de manifiesto la necesidad de investigar de manera
sistematica las propiedades biologicas del consumo de frijol y promover

nuevamente su consumo, particularmente en México.
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2.9. Composicién quimicay valor nutrimental

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una fuente importante de proteinas,
carbohidratos, fibra dietaria, vitaminas y minerales (Cuadro 1). Dependiendo de la
variedad de frijol, el contenido de proteinas en la semilla varia del 14 al 33 %,
siendo rico en amino&cidos como tirosina, lisina y fenilalanina (Paredes-Lopez et
al., 2013; Chavez-Mendoza y Sanchez, 2017).

En cuanto a su composicion, los carbohidratos representan el macronutriente mas
abundante en un 55-65 % de peso seco, entre los que se incluyen principalmente
carbohidratos complejos como la fibra dietaria y el almidén (Campos-Vega et al.,
2013; Suarez-Martinez et al., 2016). Dentro de los macronutrientes presentes en
la semilla del frijol, la fraccién de lipidos constituye solo entre el 2 y el 4% del grano
seco, destacando que aproximadamente el 70 % del contenido lipidico esta

compuestos por acidos grasos insaturados (Bennink y Rondini, 2012).

12



Cuadro 1. Composicion quimica y nutrimental de la semilla cocida de frijol comudn

Aspecto indicador Contenido
Proteina 16.20 — 19.80
Lipidos 0.40-1.20
Composicion Carbohidratos 36.50 - 55.00
guimica (%) Fibra Total 36.50 — 52.00
Soluble 5.50-11.00
Insoluble 31.00 - 41.00
Calcio 76.25 - 167.00
Minerales (mg/100 g) Fosforo 403 — 463
Hierro 5.75-6.24
Magnesio 199.00
Zinc 2.20-4.15
Otros componentes Compuestos fendlicos totales 8.58 _ 11.80
(mg EAG/g) @
Flavonoides
0.02-0.75

(mg ECat/g) ®

a Miligramos equivalentes de acido galico por gramo de muestra.
b Miligramos equivalentes de catequina por gramo de muestra.

(Adaptado de Campos-Vega et al., 2009; Suarez-Martinez et al., 2016; Yang et al., 2018).
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Las vitaminas y minerales también forman parte de los componentes principales
de la semilla de frijol. Dentro de las vitaminas, las de mayor abundancia son
las del complejo B (tiamina, riboflavina, biotina, niacina, y acido folico) y la vitamina
E. El frijol también es una importante fuente de calcio, hierro, fésforo y zinc
(Chavez-Mendoza y Sanchez, 2017).

En cuanto a las hojas de frijol, existen pocos estudios acerca de su composicion;
sin embargo, un estudio llevado a cabo por Martinez-Zavala y colaboradores
(2016) reporto que las hojas de frijol variedad Pinto Villa son una excelente fuente
de hierro (275 mg/Kg), incluso mayor que en las semillas (50 mg/Kg). En otro
estudio se determind que las hojas de frijol variedad Flor de Mayo tiene un alto
contenido de proteina y de carbohidratos, dentro de los cuales la fibra dietaria

representa poco mas del 50% (Cuadro 2) (Ocampo-Anguiano, 2020).

Cuadro 2. Composiciéon quimica de la hoja de frijol variedad Flor de Mayo

Aspecto indicador Contenido (%)
Proteina 24.04 £0.02
Lipidos 1.33+0.05

Carbohidratos 46.15 +0.67
Fibra dietaria total 24.08 £1.37

(Adaptado de Ocampo-Anguiano, 2020).

2.10. Propiedades biolégicas de los componentes del frijol

En las ultimas décadas se ha incrementado el interés por los compuestos
bioactivos que se encuentran en el frijol, entre los que se incluyen inhibidores
enzimaticos, compuestos fendlicos, almidon resistente y fibra soluble e insoluble,
loscuales se han asociado con un riesgo reducido de diversas enfermedades como

laobesidad, la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, entre otras (Suarez-
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Martinez et al., 2016; Ganesan y Xu, 2017).

Los compuestos fendlicos son ampliamente conocidos por sus propiedades
antioxidantes, poseen diferente estructura y funcion; se encuentran principalmente
en la cascarilla o testa del frijol comun y se ha reportado que el contenido de
compuestos fenolicos es de 145 mg/g, representando alrededor del 11 % del total
de la semilla (Ciudad-Mulero et al., 2020).

Iniestra-Gonzalez y colaboradores (2005) reportaron que dentro de las variedades
gue se consumen en México, y presentan mayor capacidad antioxidante, se
encuentran las variedades Flor de Mayo y negro Durango. Las propiedades
antioxidantes de los compuestos presentes en estas variedades radican en su
capacidad para neutralizar los radicales libres y la quelacion de los metales de
transicion, evaluadas a través de técnicas in vitro, por lo que podrian contrarrestar

el inicio y propagacion de los procesos oxidativos (Garcia-Lafuente et al., 2009).

El contenido de compuestos fendlicos cambia dependiendo la variedad del frijol. Los
principales compuestos encontrados en el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
consisten en &cidos fendlicos, taninos condensados y flavonoides (Espinosa-
Alonso et al., 2006; Chavez-Mendoza y Sanchez, 2017).

2.10.1. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos que comparten una estructura comin que consta
de dos anillos aromaticos unidos a través de tres carbonos, formando un heterociclo
oxigenado. Los subgrupos mas importantes dentro de los flavonoides son los
flavonoles, antocianinas, isoflavonas, flavanoles y proantocianidinas (Chavez-
Mendoza y Sanchez, 2017).

La actividad biologica de los flavonoides depende del tipo de constituyentes
fitoquimicos, de la complejidad de su estructura y de la composicién de la mezcla
de flavonoides, ya que ha sido bien establecido que las mezclas de fitoquimicos en
las legumbres pueden proporcionar beneficios protectores para la salud,
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principalmente a través de un efecto sinérgico entre ellos (Singh et al., 2017).

Thompson y colaboradores (2017) demostraron que el consumo de semilla cocida
de frijol comun reduce notablemente la adiposidad visceral y el tamafio de los
adipocitos en ratas susceptibles y resistentes a la obesidad inducida por una dieta
alta en grasa. Ademas, los autores reportaron un aumento de la actividad de la
enzima carnitina palmitoil transferasa 1 (que es el paso limitante en la tasa de

oxidacién de los PUFAS) y niveles mas bajos de TG circulantes en el higado.

Por otro lado, Zhao y colaboradores (2021) reportaron efectos hipolipidémicos y
niveles reducidos de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST) en ratones alimentados con una dieta alta en grasa

suplementada con harina de frijol cocido de la variedad Adzuki al 15 %.

2.10.2. Taninos condensados

Los taninos son componentes fendlicos que, debido a sus multiples grupos hidroxilo
en su estructura, permiten su unidbn a proteinas, iones metélicos y otras
macromoléculas como polisacaridos para formar complejos (Singh et al., 2017).
Estos compuestos se dividen en taninos hidrolizables y taninos condensados. Los
taninos hidrolizables estdn compuestos por acido galico y sus dimeros de &cido
elagico esterificado con moléculas de azucar (Beecher, 2003).

Los taninos condensados son los compuestos fendlicos predominantes en las
semillas de leguminosas y, por lo general, se encuentran en la testa de la semilla,
protegiéndola de los factores ambientales. En cuanto a su actividad bioldgica, estos
compuestos poseen  propiedades  antioxidantes, antimutagénicas Yy

anticancerigenas (Espinosa-Alonso et al., 2006).

2.10.3. Fibra dietaria

La fibra dietaria se caracteriza como la porcion comestible de las plantas que no

se digiere ni absorbe en el intestino delgado, sometiéndose a una fermentacion
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parcial o total en el intestino grueso. La fibra dietaria esta constituida por
carbohidratos complejos (como celulosa, hemicelulosa y pectinas), oligosacaridos,

lignina y sustancias vegetales asociadas (Campos-Vega et al., 2013).

Diversos estudios han demostrado efectos beneficiosos del consumo de frijoles
secos y cocidos, relacionados con la prevencién o reduccion de alteraciones
metabdlicas, debido principalmente a su alto contenido en fibra dietaria (soluble e
insoluble) (Thompson et al., 2017; Brick et al., 2022).

Becerril-Campos y colaboradores (2023) evaluaron el efecto del consumo diario de
hojas de frijol (10 %) sobre las funciones hepéticas en un modelo preventivo de
ratas alimentadas con una DAGF durante 13 semanas, encontrando que el
consumo de hoja de frijol disminuyo significativamente los niveles de TG séricos
y hepaticos, colesterol total y VLDL. Ademas, el analisis histologico demostré que
las ratas alimentadas con DAGF adicionada con 10 % de hoja de frijol
presentaron una acumulacion de grasa hepatica microvesicular menor al 5 %;
mientras que, las ratas sin tratamiento presentaron una acumulacion de grasa
hepatica macrovesicular menor o igual al 33 %, indicando que el consumo de

la hoja de frijol previno el riesgo de desarrollar esteatosis grado 1.

Estos resultados sugieren la importancia del consumo de semilla y hoja de
frijol en el control de enfermedades metabdlicas, como la MAFLD. Por lo que, los
resultados derivados del presente proyecto resaltan la importancia de reintroducir
el consumo de frijol a la dieta como una estrategia accesible para la poblacion

mexicana.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad no existe un tratamiento farmacolégico estandarizado para la
MAFLD vy, de acuerdo con las recomendaciones médicas, su control se basa
principalmente por modificaciones en la dieta y aumento de la actividad fisica. Por
lo que, existe el interés en proponer una alternativa para controlar la progresion de
la MAFLD a través de la dieta. En este sentido, el consumo de la hoja y semilla
cocida de frijol (Phaseolus vulgaris L.) podria ser una opcion viable debido a sus
propiedades antioxidantes y sus efectos hipolipidémicos, ya que estudios previos
en modelos animales han demostrado que la suplementacion con hoja (10%) y
semilla cocida (15 al 40 %) a dietas altas en grasa previene la obesidad, la

acumulacion de lipidos hepaticos y el estrés oxidativo.

En este sentido, los porcentajes propuestos en este estudio se basan
principalmente en el consumo actual (5 %) y recomendado (15 %) de frijol en
México, con la finalidad de promover nuevamente el consumo de frijol en la dieta
del mexicano, ya que se ha reducido en los tltimos afios debido a los cambios de
estilo de vida y habitos alimentarios. Adicionalmente, los quelites son una fuente
accesible, econdmica y rica en nutrientes como el hierro, la fibra y diversos
compuestos bioactivos. Su consumo se ha relacionado con beneficios a la salud,
tales como efectos antioxidantes, antihiperlipidémicos e hipocolesterolémicos,
ademas forman parte de las tradiciones culinarias de México. Por lo que, la
revalorizacion y reintegracion de los quelites en la dieta contribuira
significativamente a cumplir con las recomendaciones de ingesta de vegetales,

promoviendo asi una alimentacion equilibrada.

Por lo anterior, con este estudio se pretende promover el consumo recomendado
de la semilla y hoja de frijol comdn, asi como también obtener informacién
significativa que facilite la implementacién de nuevas estrategias para controlar y

reducir la progresion de MAFLD.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto del consumo de la hoja y semilla cocida de frijol sobre el desarrollo
de higado graso asociado a la disfunciébn metabdlica y su relacion con el estrés

oxidativo en un modelo in vivo.

Objetivos especificos

«Evaluar el efecto del consumo de la hoja y la semilla cocida de frijol sobre
el control de esteatosis hepéatica mediante la determinacion de
triglicéridos hepaticos, analisis histopatoldgico y la actividad de las

enzimas de dafio hepatico.

.Evaluar el efecto del consumo de la hoja y la semilla cocida de frijol sobre

las alteraciones metabdlicas asociadas al higado graso.

«Evaluar el efecto del consumo de la hoja y la semilla cocida de frijol sobre
el estado redox en tejido hepatico.
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5. METODOLOGIA
5.1. Material biolégico

Se emplearon 96 ratones macho de la cepa C57BL/6 con pesos entre 25-30 g, de
aproximadamente 8 semanas, los cuales se adquirieron del bioterio del Instituto de

Neurobiologia de la Universidad Autbnoma de México (UNAM), Campus Juriquilla,

Qro.

Se alojaron 4 ratones por caja (dimensiones: 19 x 29 x 12 cm) de acrilico, con cama
sanitaria de viruta estéril de 1.5 cm de grosor, aproximadamente, con pisos y
paredes continuas sdlidas y con tapa removible perforada, las cuales permitieron
la entrada de aire y luz. Se mantuvo a los ratones en condiciones controladas de
humedad (50 + 10 %), temperatura adecuada (23 £ 2 °C) y ciclos de 12 h de luz-
obscuridad. Ademas, se les proporciono alimento y agua ad libitum (acorde a las
indicaciones sefaladas por la NOM-062-Z00-1999). Estas condiciones fueron
mantenidas en las instalaciones del Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Cabe
destacar que el proyecto recibio la aprobacién del Comité de bioética de la facultad
bajo el numero de oficio CBQ22/051.

De igual manera, se llevaron a cabo las condiciones adecuadas de limpieza, que
incluyeron el lavado diario de comederos y bebederos con cambio de viruta, asi
como la limpieza de las cajas cada tercer dia. Durante la manipulacion de los
animales, se siguieron las especificaciones de la NOM-062-ZO0-1999,
especificamente en su apartado 10.4, que indica el uso de guantes, cubrebocas y

bata como medidas de precaucién al tener contacto con los animales.
5.2. Material vegetal

Se utilizaron las hojas y semillas de la planta de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
variedad Eugenia, la cual se obtuvo por sembradio en campo abierto en el campus
experimental Amazcala (FCN, UAQ) en junio del 2019 en colaboracion con el Dr.
Candelario Mondragén Jacobo (Ocampo-Anguiano, 2020). El material vegetal se

almaceno en recipientes oscuros a temperatura ambiente hasta su procesamiento.
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5.3. Preparacion de la harina de la hoja'y semilla cocida de frijol

Se sigui6 la metodologia descrita por Acosta-Gallegos y colaboradores (2010) con
las modificaciones pertinentes. El frijol se lavé y se coloc6 en una olla de acero
inoxidable en una relacion aproximada de 1:4 (p/v). Se realiz6 un proceso de
coccién por 2 h a 95 °C. Una vez realizada la coccion, se llevé a cabo una molienda
del frijol junto con el caldo para reducir el tamafio de particula, posteriormente se

liofilizé por 96 h y se almacend a -20 °C, protegido de la luz.

Las hojas se secaron en un horno de aire forzado a 45 °C hasta peso constante.
Una vez transcurrido el tiempo de secado, las hojas se molieron y cribaron a 0.2
mm (molino Thomas-Wiley modelo 4). El producto obtenido se almacené a -20 °C

protegido de la luz.
5.4. Analisis proximal de la hojay la semilla cocida de frijol

La composicién proximal se determind siguiendo los métodos descritos por la
AOAC (2002). La humedad se determind por estufa de secado; las cenizas por
calcinacion (AOAC 942.05); el contenido proteico por el método de nitrdgeno total
macro- Kjeldahl (AOAC 2001); los lipidos por el método de extracto etéreo (AOAC
920.39) y el contenido de carbohidratos se determind por la diferencia del

porcentaje obtenido de los otros componentes mediante la siguiente férmula:
% carbohidratos = 100 - % cenizas - % proteinas - % grasa - % fibra

La extraccion de fibra insoluble se llevo a cabo por el método de Heredia-Ortega y
colaboradores (2014). Se coloc6 1 g de muestra en bolsas filtrantes previamente
pesadas. Las bolsas se sellaron y se colocaron en un vaso de precipitados con 50
mL de solucion amortiguadora de fosfato de sodio 0.08 mM (pH 6), en seguida se
adicionaron 100 yL de a-amilasa y las muestras se llevaron a bafio Maria por 30
min a 95 °C con agitacion continua y protegiendo de la luz; el pH se ajusté a 7.5
con NaOH 0.275 N. Posteriormente, se agregaron 100 pL de proteasa a la muestra
y huevamente se llevé a bafio Maria por 30 min a 60 °C con agitacién continua;

transcurrido el tiempo, la muestra se dejo enfriar y se ajustdé nuevamente el pH a
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4.6 con HCI 0.375 N. Enseguida, se adicionaron 300 pL de amiloglucosidasa y se
incubo por 30 min a 60 °C con agitacion continua. Una vez terminada la incubacion,
se realizaron dos lavados con agua destilada precalentada a 60 °C (el residuo
obtenido se conservo para la determinacion de fibra dietaria soluble). Las muestras
se secaron a temperatura ambiente por 5 min para posteriormente secarlas en una
estufa a 105 °C por una noche. Una vez transcurrido el tiempo de secado, las
muestras se enfriaron y finalmente se determiné el peso. Con el residuo obtenido
en la determinacién de fibra dietaria insoluble se procedi6 a calcular el contenido
de fibra soluble. Al residuo se le adicion6 etanol al 95 % y se dejo reposar a
temperatura ambientepor 60 min. Posteriormente, la muestra se filtr6 en papel
Whatman (previamente pesado), con ayuda de una bomba de vacio y matraz
Kitazato. El papel filtro se dejo por una noche en una estufa a 105 °C. La diferencia

entre el peso del papel filtro se atribuy6 a la fraccion de fibra soluble.
5.5. Analisis fitoquimico de la hoja y la semilla cocida de frijol
5.5.1. Extraccion de compuestos fendlicos

Para la extraccion de los compuestos fendlicos de la harina de frijol cocido y la hoja
de frijol se sigui6 la metodologia descrita por Mendoza-Sanchez y colaboradores
(2016). Se tom6 una muestra de 0.25 g de harina de frijol, la cual se mezclé con
0.5 mL de metanol/agua (50:50) ajustada a pH 2 con HCI. Posteriormente, las
muestras se sonicaron por 30 s, seguido de una centrifugaron a 25,000 g durante
5 min a 4 °C y se recuperoé el sobrenadante. Al residuo se le adicionaron 0.5 mL
de acetona/agua (70:30) y se centrifug6 a 25,000 g durante 5 min a 4 °C. Luego,
se combinaron ambos sobrenandantes, se removié el solvente por rota-

evaporacion y el extracto resultante se suspendié en 1 mL de metanol.
5.5.2. Cuantificacién de compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se determind por el método descrito por
Singleton y colaboradores (1965) con las modificaciones pertinentes. En una

microplaca, se colocaron 12.5 pL del extracto y 30 uL del reactivo Folin-Ciocalteu 1
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N. La reaccién de oxidacion se neutralizé mediante la adicion de 156 pL de
carbonato de sodio al 20 %. La mezcla se dejo reposar en la obscuridad durante 2

h a temperatura ambiente, y finalmente, se midi6 la absorbancia a 760 nm.

Los calculos de compuestos fendlicos totales se realizaron mediante una curva de
calibracion con acido galico (0 - 20 ug). Los resultados se expresaron como mg

equivalentes de acido gélico por gramo de muestra (mg EAG/Q).
5.5.3. Cuantificaciéon de flavonoides

La determinacion de flavonoides totales se realiz6é por la metodologia descrita por
Heimler y colaboradores (2006). Se tom6 una muestra de 31.25 pL del extracto
correspondiente en una microplaca de 96 pozos, a la cual se le afladieron 156 pL
de agua destilada 'y 9.4 pL de NaNO:2. La mezcla repos6 durante 6 min. Luego, se
incorporaron 18.8 pL de AICls y se dejo reposar por 5 min. Finalmente, se
adicionaron 63 pL de NaOH y la absorbancia se midié a 510 nm. Para realizar los
calculos, se utiliz6 una curva de calibracion con catequina y los resultados se

expresaron como mg equivalentes de catequina/g de muestra seca (mg ECat/g).
5.5.4. Cuantificacion de taninos condensados

Para la cuantificacién de taninos condensados se empleé la prueba de vainillina
de Deshpande y Cheryan (1987). Del extracto correspondiente se colocaron 50 pL
en una microplaca de 96 pozos. A esta muestra se le afiadieron 200 puL de una
mezcla recién preparada de vainillina al 0.5 % (vainillina 1 % en metanol y HCI 8 %
en metanol en unarelaciénl:1). Posteriormente, se dej6 reposar la mezcla durante

20 min y se midié la absorbancia a 492 nm.

La concentracion de taninos condensados se determiné mediante una curva de
calibracion realizada con catequina en un rango de 0 a 0.2 mg/mL. Los resultados
Se expresaron como mg equivalentes de catequina/g de muestra seca (mg ECat/g).
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5.5.5. Perfil de compuestos fendlicos por UPLC-ESI-MS/MS

El perfil de los compuestos fendlicos se analizé por cromatografia de liquidos de
ultra alta resoluciéon (UPLC) acoplada a un espectrometro de masas del tipo triple
cuadrupolo (Waters Corp., Mildford, MA, USA) con una interfase de ionizacién por
electrospray (ESI). La separaciéon de los compuestos fendlicos se realiz6 usando
una columna Acquity BEH C18 (1.7 ym, 2.1 x 100 mm) a 35 °C. Se empled
agua/acido férmico 7.5 mM para la fase (A) y acetonitrilo como fase (B) a una
velocidad de flujo de 0.25 mL/min y volumenes de muestra de 2 uL (Diaz-Rivas et
al., 2019). El gradiente de elucion que se empled se cita en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Gradiente de elucién para compuestos fendlicos

Tiempo (min) % A % B
- 97.0 3.0

1.23 91.0 9.0
3.82 84.0 16.0
11.40 50.0 50.0
13.24 97.0 3.0
15.00 97.0 2.0

Las condiciones del espectrémetro de masas incluyeron un voltaje de capilar de
2.15 kV, cono de 30 V, fuente de salida 60 V, temperatura de la fuente de 150 °C,
temperatura de desolvatacion de 400 °C, un flujo de gas de cono de 150 L/h, flujo
de gas de colision de 0.15 mL/h y flujo de gas de nebulizacién de 700 bares. La
energia de colision en modo MS de 2.00 y en modo MS/MS de 20.00. Para la
cuantificacion de los compuestos identificados se utilizaron estandares a una

concentracion de 20ug/mg.
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5.6. Modelo experimental de esteatosis hepéatica in vivo

Después de una semana de aclimatacion con alimento comercial molido (Rodent
Lab Chow 5001, Nupec®), los ratones se dividieron aleatoriamente en 2 grupos
durante las primeras 14 semanas del experimento; el grupo control sano (n = 24),
el cual se alimentd con dieta estandar (DE) y el grupo obeso (n = 72), el cual se
alimento con dieta alta en grasa y fructosa (DAGF, Cuadro 4). La DAGF se preparé
con un 34 % de manteca de cerdo, 14 % de fructosa y 40 % de alimento estandar
molido (Becerril-Campos et al., 2021). Para mantener el aporte proteico de acuerdo
con lo indicado en el etiquetado del alimento comercial, se afiadié 9 % de caseinato
de calcio. Asimismo, se afadi61.6 % de salvado de trigo para cumplir con el
contenido de fibra, y se incluyé 0.15 % de colato de sodio para favorecer la
absorcién de lipidos de la dieta. Durante la fase de tratamiento, las dietas se disefiaron
para que fueran isocalbricas e isoproteicas, con el objetivo de evitar posibles
interferencias en los efectos generados por los tratamientos empleados, de manera que
los resultados obtenidos pudieran atribuirse directamente a los tratamientos y no a

variaciones en la ingesta caldrica o proteica.

La preparacion de las dietas se llevo a cabo siguiendo los principios de las buenas
practicas de manufactura. Ademas, se aplicaron las practicas establecidas en la
NOM-251-SSA1-2009, las cuales abordan las buenas practicas de higiene en el

manejo de alimentos.

Cuadro 4. Contenido nutrimental de la dieta estandar y DAGF.

Dieta alta en grasay fructosa

Nutrientes Dieta estandar
(DAGF)
Proteinas % 28.5 14.4
Carbohidratos % 58.1 40.5
Lipidos % 13.4 45.0
Kcall/g 3.4 4.7

Una vez finalizada las 14 semanas, los animales correspondientes al grupo obeso

25



se dividieron en 5 grupos (n = 12); el primer grupo se sigui6 alimentando con DAGF,;
el segundo grupo se alimenté con DAGF adicionada con 5 % de semilla de frijol
cocido (SF) equivalente a 27.5 g (1/4 de taza) de frijol; el tercer grupo se alimenté
con DAGF adicionada con 15 % de SF equivalente a 100 g (1/2 taza) de frijol; el
cuarto grupo se alimenté con DAGF adicionada con 10 % de hoja de frijol (HF) y
al quinto grupo se realiz6 un cambio de DAGF a dieta estandar (DE) durante 12

semanas adicionales (Cuadro 5, Figura 3).

La cantidad de semilla cocida de frijol adicionada a las dietas simulan el consumo
de leguminosas per capita del pais (5 %) (CEDRSSA, 2020) y la dosis
recomendada (15 %) por el Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes junto con
la NOM-043-SSA2-2012, respectivamente. El 10 % de hoja de frijol se basa en el
consumo de frutas y verduras (equivalente a 400 g diarios) recomendado por la
OMS como parte de una dieta correcta y, debido a que el Unico tratamiento
recomendado para la MAFLD es a través de una dieta equilibrada, se incluyo el
grupo con cambio de DAGF a DE para simular dichos cambios en los habitos

alimenticios.

Cuadro 5. Grupos de estudio para la evaluacion del efecto de la hoja y semilla de
frijol cocido en animales con MAFLD

Grupos Tratamiento
1 Control Dieta estandar (DE)
2 DAGF DAGF
3 Semilla5 % DAGF + 5 % SF
4 Semilla 15 % DAGF + 15 % SF
5 Hoja 10 % DAGF + 5 % HF
6 Cambio de dieta Dieta estandar (DE)

Cada caja fue identificada segun el grupo experimental correspondiente, y a cada
raton se le asigné un marcado Unico en la cola utilizando diferentes colores. Es

importante destacar que no se ha encontrado evidencia que informe sobre la
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toxicidad en roedores del colorante utilizado.

Para confirmar la MAFLD en el modelo animal, se realiz6 una eutanasia parcial de
12 ratones del grupo obeso y 12 ratones del grupo sano transcurridas las 14
primeras semanas del experimento y se determinaron parametros bioquimicos en
suero, cuantificacion de triglicéridos en higado, mediciones antropométricas e

histopatologia (Figura 3).

Los animales de los 6 grupos experimentales restantes (n = 12) continuaron en el
estudio y al finalizar el periodo de tratamiento se llevaron a cabo las mismas
determinaciones mencionadas anteriormente. Ademas, se midid el dafio oxidativo
y la peroxidacion lipidica, de acuerdo con los procedimientos que a continuacion

se describen.

Fisanasi Tratamiento i e
| Adaptacion | i I
| i I -

Semanas

I
0@ 1 14 26

Dieta estandar

DAGF + 10% HF

] oacresusr

Figura 3. Modelo experimental de MAFLD in vivo.

Durante todo el experimento se llevé un registro semanal del peso corporal,

consumo de agua y alimento.

Es importante informar que este proyecto forma parte de un proyecto de tesis
doctoral, en donde 6 animales de cada grupo (n = 12) se destinaron a las pruebas
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de comportamiento y analisis de marcadores en cerebro. Por lo anterior, se informa
gue en el proyecto integral se extrajeron muestras de sangre, el contenido de colon
proximal y los tejidos tracto gastrointestinal, higado, rifiones, tejido adiposo y
cerebro.

5.7. Eutanasiay obtencidon de muestras

Los animales de cada grupo se dividieron en dos partes, a la primera parte se les
aplico eutanasia por exposicion a didxido de carbono (CO2) con un flujo del 20 %
del volumen de la camara por min, durante 60 s y puncion cardiaca de acuerdo
con la NOM-062-ZO0-1999. Posteriormente, se removieron los 0Organos
correspondientes de acuerdo con la etapa de eutanasia (Figura 3), los cuales se
lavaron con solucion fisiolégica estéril, se congelaron con nitrégeno liquido y
almacenaron a -70 °C. Se reservd una porcion de los tejidos en una solucién de

formaldehido al 10 % para los andlisis histoldgicos.

En la otra mitad de los animales, la eutanasia se realizo utilizando pentobarbital
(120 mg/Kg) disuelto en solucién fisioldgica via intraperitoneal y puncién cardiaca
para la coleccion de sangre. Se bloqued la circulacién de la parte inferior del cuerpo
y se perfundié con solucién salina y paraformaldehido (4 %) a nivel de la cabeza
para asegurar la obtencion adecuada del cerebro, ya que se utilizara para estudios
posteriores que forman parte de un proyecto de tesis doctoral. Los 6rganos
restantes fueron enjuagados con solucién fisiolégica estéril, seguidamente
congelados utilizando nitrégeno liquido y preservados a -70 °C. Se reservé una
porcion de los tejidos en una solucién de formaldehido al 10 % para los analisis

histoldgicos.

El material quirdrgico empleado en la eutanasia fue sumergido en solucion de cloro
durante 12 h, seguido de un lavado y esterilizacion para su posterior reutilizaciéon
en el laboratorio. Los residuos biol6gicos provenientes de los ratones no
necesarios para analisis y destinados a desecho fueron almacenados en bolsas

grandes de color amarillo, marcadas con la etiqueta "desechos patologicos”. En
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cuanto a las jeringas utilizadas, estas fueron depositadas en un contenedor rojo de
polipropileno disefiado especificamente para objetos punzocortantes, con la
leyenda "residuos punzocortantes biologico-infecciosos". Ambos tipos de
desechos fueron resguardados en un congelador con una temperatura maxima de
4 °C, durante un periodo no superior a 15 dias, antes de su posterior transporte e
incineracion, siguiendo el procedimiento establecido en la NOM-087-ECOL-SSAL1-
2002.

5.8. Evaluacion del efecto del consumo de la hoja y la semilla cocida de
frijol sobre la esteatosis hepatica

Los procedimientos siguientes fueron llevados a cabo de acuerdo con los protocolos
previamente estandarizados en el laboratorio para el modelo de esteatosis hepatica

en animales (Mufioz- Alvarado, 2021).

5.8.1. Analisis histolégico del tejido hepatico

Se realizaron cortes de tejido con un grosor de 1 x 1 cm, los cuales fueron
posteriormente sumergidos en una solucion de paraformaldehido al 10 % para su
evaluacion histopatolégica. Los tejidos se fijaron en parafina, se realizaron cortes
de 5 pum y se tifieron con la solucion hematoxilina y eosina (H&E). Se capturaron
fotografias de las muestras de tejido hepatico bajo microscopio a 40X, analizando
5 imagenes por corte por cada animal. La evaluacién del grado de esteatosis
hepatica se llevd a cabo utilizando la clasificacion de Brunt, categorizando la
esteatosis en los grados siguientes: grado 0, sin grasa; grado 1, hepatocitos
grasos ocupando <33 % del parénquima hepatico; grado 2, hepatocitos grasos
ocupando del 33-66 % del parénquima hepatico; grado 3, hepatocitos grasos

ocupando >66 % del parénquima hepatico (Brunt et al., 1991).
5.8.2. Cuantificacién de triglicéridos (TG) en higado

Las determinaciones de TG en higado se realiz6 de acuerdo con el método de
Norris y colaboradores (2003). Para la preparaciéon de la muestra se utilizaron 200
mg de tejido y se homogeniz6 con 350 pL de KOH (30 %) en etanol (2:1) a 55 °C
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durante una noche. Posteriormente, se agregaron 650 uL de etanol: agua (1:1) y
luego las muestras se centrifugaron a 6,000 g por 5 min. Los sobrenadantes se
recuperaron y se mezclaron con 215 pL de MgClz 1 M; las muestras se incubaron
en hielo durante 10 min y posteriormente se centrifugaron a 6,000 g por 10 min. La
cuantificacion se llevo a cabo mediante un kit de la marca Spinreact (Barcelona,ESP)

y los resultados se expresaron en mg de TG por gramo de tejido hepatico (TG/qg).
5.8.3. Enzimas de funcion hepatica

Las enzimas hepaticas aspartato aminotransferasa (ALT) y alanina
aminotransferasa (AST) fueron analizadas en suero utilizando un kit de la marca
Spinreact (Barcelona,ESP). Los resultados se expresaron como unidades por litro
(U/L).

5.9. Evaluacion del efecto del consumo de la hoja y semilla de frijol sobre
las alteraciones metabdlicas asociadas al higado graso

5.9.1. Cuantificacion de glucosa en suero

Al momento de la eutanasia, se recolecto la sangre en tubos heparinizados. Luego,
se centrifugd 10,000 g durante 10 min para obtener el suero. El suero resultante se
distribuy6 en varias alicuotas de 500 pL cada unay se almacené a -70 °C hasta el

dia de las determinaciones bioquimicas.

La determinacion de glucosa en suero se llevé a cabo empleando un kit enzimatico
de la marca Spinreact (Barcelona, ESP). Los resultados se expresaron como
mg/dL.

5.9.2. Determinacion del perfil de lipidos en suero

En la MAFLD se presenta un estado de dislipidemia, caracterizado por niveles
elevados de TG y colesterol en suero. La dislipidemia se considera como uno de
los marcadores empleados para el diagnostico temprano de esteatosis hepatica,
por lo que la determinacion del perfil delipidos en suero sirve como un indicador de

la progresién de la enfermedad.
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La determinacion de perfil de lipidos (triglicéridos y colesterol total) en suero se
llevé a cabo empleando kits enzimaticos de la marca Spinreact (Barcelona, ESP).

En cada caso, los resultados se expresaron como mg/dL.
5.10. Evaluacion del estrés oxidativo en higado

Para la evaluacion de los marcadores de estrés oxidativo, se siguieron los métodos
estandarizados en el laboratorio.

5.10.1. Preparacion de homogenados citosoélicos

Para la preparacion de los homogenados citosoélicos, se pesaron 0.25 g de érgano
en tubos coénicos Falcon de 15 mL. Luego, se afiadieron 2.5 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7 (Anexol) y se procedié a homogeneizar la
muestra con un pistilo. Posteriormente, los homogenados se centrifugaron a 8,750
g durante 30 min a 4 °C. El sobrenadante resultante se transfirio a tubos Eppendorf,
dividiéndolos en tres partes, los cuales se almacenaron a -70 °C hasta su analisis.

5.10.2. Cuantificacién de proteinas en homogenados citosolicos

La cuantificacion de proteinas de los homogenados citosoélicos se realizd por el
método del acido bicinconinico (Pierce™ BCA™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA), empleando albimina bovina (BSA, por sus siglas en inglés)

como estandar para la curva de calibracion, con concentraciones de 0 a 1.2 yg/mL.

Para la lectura de las muestras se realizaron diluciones apropiadas de los citosoles
con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6.5 (Anexo 2), de acuerdo con las
determinaciones antioxidantes que se describen a continuacion. Posteriormente, se
colocaron 50 uL del citosol diluido en una placa de 96 pozos, se agregaron 200 uL
de la solucion de trabajo para la determinacién de proteina (Anexo 3) y se
incubaron por 30 min a 37 °C. Después de este tiempo, la absorbancia se midio a
una longitud de onda de 562 nm en un lector de microplacas (modelo Varioskan

Flash, marca Thermo Scientific). Los resultados se expresaron en ug/mL.
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5.10.3. Determinacion de glutation reducido (GSH)

La concentracion de grupos tioles totales (GSH total) se determind por el método
Ellman (1959), basado en la habilidad de grupo SH para reducir el &cido 5,5’-ditiobis
dinitro benzoico (DTNB) a acido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB).

Los niveles de GSH en las muestras se calcularon mediante la interpolacion de la
absorbancia en la curva de calibracidbn previamente realizada, que incluyo
concentraciones desde 0 a 100 uM. Para la realizacién de la curva estandar de
GSH, las soluciones se adicionaron en el siguiente orden: Solucién amortiguadora
Tris-EDTA pH 8.2 (Anexo 4), solucién de trabajo inicial para la curva estandar de
GSH (Anexo 5), metanol y solucion de DTNB 2.46 mM (Anexo 6). La reaccion se
inicié con la adicion del dltimo reactivo y se incub6 durante 5 min. Las muestras se
leyeron inmediatamente por espectrofotometria a una A de 412 nm a 25 °C. Los

resultados se expresaron en uM/mg de proteina.

En los homogenados citosolicos se precipitdé la proteina con el siguiente
procedimiento: en un tubo Eppendorf se adicionaron 120 yL de agua destilada, 150
ML de citosol concentrado y 30 pL de acido tricloro acético (TCA) al 20 % (Anexo 7);
a continuacion, se dejo reposar por 30 min a 4 °C y luego se centrifug6 a 8,750 g
por 5 min a 4 °C. Se recuperd el sobrenadante y se transfiri6 a nuevos tubos
Eppendorf. De este nuevo tubo se tomaron 50 uL para colocarse en una placa de
96 pozos. Se afiadieron los reactivos en el siguiente orden: 150 yL de solucién
amortiguadora Tris-EDTA pH 8.2, 80 uL de metanol y 20 yL de DTNB. Las muestras
se incubaron por 5 min y se leyeron inmediatamente con las mismas condiciones

que la curva de calibracién.
5.10.4. Determinacion de la enzima glutation S- transferasa (GST)

El método se fundamenta en la reaccion catalizada por la enzima GST entre GSH
y el sustrato CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenceno), que posee un amplio rango para
detectar diversas isoenzimas (Habig et al.,1974). Se define una unidad de GST

como la cantidad de enzima que produce 1 nmol de CDNB-GSH conjugado por
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minuto, segun la metodologia propuesta por Habig y colaboradores (1974).

Para la lectura de las muestras se realizaron diluciones adecuadas de los citosoles
(equivalentes a las diluciones utilizadas en la determinacion de proteina, y cuyo
cambio en la absorbancia entre el min 2 y el min 1 estuviera dentro de intervalos
de valores de 0.05 a 0.09). Se tomaron 50 uL de estas diluciones y se colocaron en
una placa de 96 pozos,se agregaron 100 pL de la solucion de trabajo de GSH 3 mM
(Anexo 8) y se adicionaron 150 pL de la solucion de trabajo CDNB de 2 mM (Anexo
9) en cadapozo. La formacion del conjugado CDNB-GSH por la enzima de GST se
monitoredinmediatamente por espectrofotometria a una longitud de onda de 340

nm a 25 °C en un periodo de 2 min de reaccion obteniendo lecturas cada 20 s.

Los resultados se expresaron en nmol de producto formado por mg de proteina por

minuto, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

nmol/mg x min= (A (abs min 2- abs min 1)) / (mg de proteina (0.0096))
Donde:

Abs min 2: Absorbancia a 340 nm en el minuto 2 de reaccion.

Abs minl: Absorbancia a 340 nm en el minuto 1 de reaccion.

mg proteina: miligramos de proteina de la muestra.

0.0096: es el coeficiente de extincion de CDNB (pM'l cm'l).

5.10.5. Determinacion de la actividad de la enzima catalasa (CAT)

La actividad de CAT se midié por el método de Aebi (1984). Se realizaron
diluciones apropiadas de los citosoles con solucién amortiguadora de fosfatos 50
mM pH 7 (Anexo 1).

Para esta determinacion, las soluciones se adicionaron en el siguiente orden: en
una celda de cuarzo se colocaron 1,700 pL de solucién amortiguadora de fosfatos
50 mM pH 7, 300 pL de citosol diluido y 1 mL de H202 30 mM (Anexo 10). Las

muestras se midieron de inmediato en un espectrofotémetro, dado que la reaccion
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inicia con la adicion de H2O.. Se monitoreo la disminucion en la absorbancia con
una frecuencia de mediciones cada 5 s por un tiempo de corrida de 30 s basados

en la velocidad de descomposicion del H>O2 a 240 nm a 25 °C.

La actividad de CAT se expresé en unidades/mg de proteina usando la siguiente
ecuacion:
Actividad CAT = (Aabs/min) (Vol. total) (Factor dilucién)

(Vol. muestra) (Min) (0.0436)

Donde:

Vol. total: 3 mL

Vol. muestra: 0.30 mL
Min: 0.5

0.0436: Coeficiente de extincion de H202 (MM cm™™)
5.10.6. Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx)

La actividad de GPx se evalué mediante el método de Plagia y Valentine (1976).
Este método se basa en la oxidacion de glutation reducido (GSH) a glutation
oxidado (GSSG), catalizado por la enzima GPx. El ciclo se completa con la
conversion de GSSG a GSH mediante la accién de la enzima glutation reductasa
(GR) y NADPH.

Para la determinacién,las soluciones se adicionaron en el siguiente orden: se
colocaron en placas de 96 pozos 100 yL de soluciéon amortiguadora de reaccion
Tris-EDTA pH 8 (Anexo 11), 50 pL de cocktail de GSH/GR (Anexo 12), 50 uL de
muestra con la dilucion apropiada (cuya absorbancia inicial se encuentre entre 0.8
y 1.2 y las pendientes sean negativas) y 50 uyL NADPH 1.5 mM (Anexo 13). Justo
antes de realizar la lectura, se adicionaron 50 uL de hidroperéxido de cumeno 3
mM (Anexo 14). Las mezclas se midieron de inmediato por espectrofotometria a
una longitud de onda de 340 nm a 25 °C, con una frecuencia de mediciones cada

9 s por un tiempo de 2 min.

La actividad de GPx (unidades/mL) se calcul6 adaptando los calculos de mg de
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proteina con la cantidad de mL de muestra, usando la siguiente ecuacion:

pmol/mg x min = [(Pendiente de la muestra) - (Pendiente del blanco de reaccién)]
(0.02018) (mg de proteina)

Donde:
0.02018: Coeficiente de absortividad molar de NADPH (nM* cm™?).

mg de proteina: mg de proteina de la muestra considerando el factor de dilucion.
5.10.7. indice de peroxidacion lipidica

El indice de peroxidacion lipidica en tejido hepatico se determiné6 mediante el
ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (TBARS) (Aguilar-Diaz y
Borges., 2020). Se tomaron 200 pL de homogenado citosolico y se adicioné 1 mL
de solucion de trabajo [acido tiobarbitarico (TBA) al 0.375 % , acido tricloro acético
(TCA) al 15 % y &cido clorhidrico al 2.1 %]. Las muestras se incubaron a 90 °C
durante 20 min y se enfriaron por 8 min en agua a 18 °C. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron a 8,750 g durante 10 min. Se tomaron 270 uL de
sobrenadante y se colocaron en una placa de 96 pozos y la absorbancia se midié
a 532 nm en un espectrofotémetro. Los resultados se expresan por extrapolacion

con una curva de calibracion de MDA (mg).

5.11. Analisis estadistico

Los datos obtenidos en el andlisis proximal y fitoquimico de la hoja y la semilla
cocida de frijol se expresaron como la media £ desviacién estandar (DE). Los
datos del estudio in vivo se expresaron como la media * error estandar (EE). En
todos los casos se emple6 un analisis de varianza (ANOVA), seguido de una prueba
de Tukey-Kramer para la comparacion de medias (P < 0.05). El analisis estadistico
de los datos obtenidos se realizd a través del programa R, version 3.6.0 y para
los gréaficos se empled el programa estadistico Graphpad Prims 8 (Graphpad
Software, USA).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Caracterizacion de la hojay semilla cocida de frijol
6.1.1. Composiciéon proximal de la hojay semilla cocida de frijol

Diversos estudios sugieren el consumo de frijol para el control de enfermedades
relacionadas con alteraciones en el metabolismo de lipidos (Ganesan et al., 2017;
Zhao et al., 2021). Dichos beneficios se han atribuido a su alto contenido en fibra
dietaria y a la presencia de compuestos bioactivos principalmente compuestos
fendlicos (Ciudad-Mulero et al., 2020). Por lo tanto, para evaluar el contenido de
estos compuestos se llevo a cabo la determinacién de macronutrientes en la hoja y

semilla cocida de frijol.

En el Cuadro 6 se presenta la composicion proximal de las harinas de hoja y semilla
cocida de frijol en base seca, en donde se puede observar que tanto la hoja como
la semilla presentaron diversos componentes nutricionales, destacando el contenido
de proteinas y carbohidratos hasta en un 26 y 62 %, respectivamente. Los
carbohidratos representan el macronutriente mas abundante en ambas harinas vy,
dentro de sus componentes, la fibra dietaria predomina hasta en un 33 %, en donde
la semilla present6 un mayor contenido de fibra soluble, la cual se relaciona con la
produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC). Estudios previos realizados
en modelos animales han informado que los AGCC intervienen en la regulacion del
metabolismo de lipidos y pueden mejorar la obesidad y la esteatosis hepética

causada por la dieta (He et al., 2020).

Los resultados del contenido de proteinas y carbohidratos coinciden con lo
reportado por otros autores, quienes han encontrado una composicién que va del
19 al 30 % y del 50 al 68 %, respectivamente, en harina de frijol cocido en diferentes
variedades de frijol comun (Bayo Madero, Pinto Durango, Flor de Mayo, Negro
Querétaro). Dentro de estas variedades, Flor de Mayo presento el valor mas alto de
dichos nutrientes (Ovando-Martinez et al., 2011; Sanchez-Arteaga et al., 2015;

Herrera-Hernandez et al., 2018; Santiago-Ramos et al., 2018).
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Cuadro 6. Composicion proximal de la hoja y semilla cocida de frijol

Parametro Hoja (%)* Semilla cocida (%)*
Proteina 26.91 +1.01 21.93+4.10
Lipidos 0.97 £ 0.60 1.61£0.10
Carbohidratos 41.03 £0.37 62.34 £ 2.60

Fibra dietaria Total 27.20 £ 1.60 33.80 £ 0.50

Soluble 2.10£1.93 15.40 £ 0.60

Insoluble 25.10+ 1.60 18.40 £ 0.53

Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (n = 3).
LEIl contenido proximal se determin6 en base seca.

El contenido de fibra dietaria total (FDT) en la variedad Eugenia fue menor a lo
reportado por Vergara-Castafieda y colaboradores (2010), quienes encontraron una
composicién de FDT de 41.2 % para la variedad Bayo Madero. Esta diferencia
podria atribuirse principalmente a la variabilidad en los cultivares de frijol. Por otro
lado, los valores de fibra soluble e insoluble fueron similares a lo reportado por otros
autores para diferentes variedades de frijol cocido (Pinto Durango, Azufrado, Negro
y Bayo Madero), con valores del 3 al 15 % para fibra soluble y de 15 a 35 % para
fibra insoluble (Feregrino-Pérez et al., 2008; Campos-Vega et al., 2009; Ramirez-
Jiménez et al., 2014; Trevifio-Mejia et al., 2016).

6.1.2. Composicidn fitoquimica de la hojay semilla cocida de frijol

Los resultados de la cuantificacidén de compuestos fitoquimicos de la hoja y de la
semilla cocida se muestran en el Cuadro 7. La concentracion de compuestos
fendlicos totales y flavonoides para la hoja de frijol se encuentran dentro de los
valores reportados por Reyes-Martinez y colaboradores (2014), quienes evaluaron
la composicion fitoquimica de la hoja en algunas variedades de frijol comin (Negro
San Luis, Flor de Mayo, Pinto Durango y Bayo Madero), reportando una
concentracion de compuestos fenadlicos totales de 0.96-5.60 mg EAG/g de harina'y

de flavonoides entre 0.28-1.03 mg ECat /g de harina.
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Por otro lado, el contenido de compuestos fendlicos totales en la semilla cocida fue
casi 3 veces superior a lo reportado por Lomas-Soria y colaboradores (2015),
quienes encontraron 0.45 mg EAG/g de harina para el frijol cocido variedad Flor de
Mayo; sin embargo, el contenido de flavonoides y taninos condensados de la
variedad Eugenia fue menor con lo reportado por estos autores (1.99 y 3.59 mg
ECat/g de harina, respectivamente). Estas diferencias pueden atribuirse
principalmente al método de secado empleado, ya que en estudios posteriores se
ha comparado el efecto de varios métodos de secado (secado con aire caliente,
secado al sol, liofilizacion) sobre la composicion fendlica en leguminosas, entre
estas técnicas se encontr6 que el secado por liofilizacion exhibe un mayor contenido

de compuestos fendlicos totales (Li et al., 2023).

Cuadro 7. Composicion fitoquimica de la hoja seca y la semilla cocida de frijol

Parametro Hoja Semilla cocida

Compuestos fendlicos totales 4.75 +0.25 1.25 £ 0.06
(mg EAG/g de harina)

Flavonoides 2.43+£0.98 0.67 £0.22
(mg ECat/g de harina)

Taninos condensados 1.27 £ 0.17 0.22 +0.02
(mg ECat/g de harina)

Los datos se expresan como la media + desviacion estandar (n = 3).
EAG: equivalente de acido gdlico, ECat: equivalente de catequina.

6.1.3. Perfil de compuestos fendélicos por UPLC-ESI-MS/MS

La identificacion y cuantificacion del perfilado de compuestos fendlicos se realizo
en un UPLC-ESI-MS/MS (Cuadro 8). La semilla cocida presentd como compuestos
mayoritarios los acidos quinico, benzoico y ferulico; mientras que, en la hoja
predominaron los acidos cumarico y caftarico. En estudios realizados por otros
autores se han identificado los acidos p-hidroxibenzoico (0.30-16.30 pg/g), cafeico
(3.08-11.3 pg/g), cumarico (0.40-16.87 ug/g) y ferdlico (0.91-21.39 ug/g) como
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acidos fendlicos principales en la semilla cocida para diferentes variedades de frijol
(Negro, Flor de Mayo, Flor de Junio y Peruano) coincidiendo con lo reportado en
nuestro estudio (Diaz-Batalla et al., 2006; Lépez et al., 2013; Lomas-Soria et al.,
2015; Telles et al., 2017;). En cuanto a su actividad biolégica, se ha comprobado
gue los acidos fendlicos presentan actividad antioxidante y antihiperlipidémica que
se asocia a un riesgo reducido de obesidad, diabetes y esteatosis hepatica (Alam
et al., 2016; Melo et al.,, 2017; Yen et al.,, 2020). Yoon y colaboradores (2021)
reportaron que la administracion de acido cumarico (10 mg/kg) durante 16 semanas
redujo el tamafo de los adipocitos, la acumulacion de grasa hepatica y los niveles

plasmaticos de glucosa en animales alimentados con una dieta alta en grasas.

Dentro de los flavonoides, la quercetina 3-O-B-glucurénido fue el componente
mayoritario tanto en la hoja como en la semilla, seguido de la catequina y la rutina.
Existe evidencia que demuestra que la quercetina es uno de los componentes mas
abundantes detectados en el frijol comun y puede representar hasta el 26 % del total
de compuestos fendlicos presentes (Yang et al.,, 2018). Estudios en modelos
animales han demostrado que la quercetina ejerce sus efectos antioxidantes
inhibiendo la produccion de peroxidos lipidicos, como el MDA, y promoviendo la
actividad de las enzimas antioxidantes (Yi etal., 2021). En otro estudio en un modelo
in vitro, Shiy colaboradores (2021) reportaron los efectos inhibidores de un extracto
de frijol rico en compuestos fendlicos (150 pg/mL) sobre la acumulacion de lipidos
en los adipocitos; segun los resultados de la caracterizacion fitoquimica, el acido
ferdlico, el &cido p-cumarico y la quercetina fueron los principales compuestos en el
extracto. Por lo que, estos antecedentes sugieren que los compuestos fenélicos

contribuyen a las propiedades antiobesogénicas y antihiperlipidémicas del frijol.

Como parte integral de este proyecto, en el equipo de trabajo se estan llevando a
cabo investigaciones adicionales con el objetivo de establecer correlaciones mas
especificas entre los compuestos identificados en la semilla y la hoja de frijol y los
efectos observados, para proporcionar una comprension mas detallada de los

mecanismos que respaldan los beneficios observados en relacion con la MAFLD.
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Cuadro 8. Caracterizacion de la hoja y la semilla cocida de frijol por UPLC-ESI-MS/MS

Compuesto T Transicién principal Hoja Semilla cocida
P (min) P P ug/g de extracto ug/g de extracto
Acidos fenélicos
Acido quinico 0.61 191.20 > 85.06 97.44+7.08 953.10 + 24.88
Acido cinamico 2.48 147.17 >103.08 72.41 + 13.00 ND
Acido caftarico 3.20 311.27 > 179.09 207.21 + 22.20 ND
Acido 4-hidroxibenzoico 3.62 137.04 > 93.05 106.59 + 2.18 13.28 + 4.58
Acido cumarico 3.88 163.24 > 135.08 1283.81 + 110.87 7.50 + 0.15
Acido fertlico 4.30 193.24 > 134.04 9553+ 11.82 ND
Acido cafeico 451 179.19 > 135.08 ND 0.61+0.12
Acido fertlico 5.96 193.24 > 134.04 ND 17.69 + 0.52
Acido 2-hidroxibenzoico 6.36 137.04 > 93.05 96.76 + 10.79 11.19+2.11
Acido benzoico 6.81 121.10>77.10 49,55 + 0.54 24.31 + 3.69
Flavonoides
Catequina 4.14 288.97 > 245.06 ND 86.06 + 5.53
Rutina 6.37 609.04 > 270.94 971.18 + 73.19 9.74+ 0.04
Quercetina 3-O-( - 6.47 476.92 > 300.99 6892.20 +99.42  206.29 + 19.14
glucuronico
Quercetina 3-O- 6.47 463.36 > 300.42 73.05 + 7.53 2.78 +0.75
glucésido
Kaempferol 3-O- 7.06 447.30 > 284.24 11.24 +0.10 3.65+0.68
glucésido
Quercetina 8.57 300.95 > 150.96 ND 2.62+0.24
Apigenina 9.47 269.27 > 117.04 ND 4.64 + 1.46

Los resultados se presentan como la media + desviacién estdndar (n = 2).
Tr: tiempo de retencion, ND: no detectado.
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6.2. Induccion de la MAFLD en un modelo in vivo

Para inducir la enfermedad del higado graso asociado a la disfuncion metabdlica
(MAFLD, por sus siglas en inglés) se emplearon 96 ratones macho de la cepa
C57BL/6 y se formaron 2 grupos: el grupo sano (n = 24), alimentado con dieta
estandar (DE), y el grupo enfermo (n = 72), alimentado con dieta alta en grasa y
fructosa (DAGF). Se ha reportado que los modelos de esteatosis hepatica inducidos
por una DAGF provocan un fenotipo similar a la enfermedad humana, caracterizado
por la obesidad, hiperglicemia e hiperlipidemia (Gauthier et al., 2007; Lau et al.,
2017), lo que confirma el estado metabdlico presente en la MAFLD.

Para confirmar la esteatosis hepatica en el modelo animal se realiz6 una eutanasia
parcial de 12 ratones del grupo DAGF y 12 ratones del grupo DE transcurridas las

14 primeras semanas del experimento.

La obesidad esta estrechamente relacionada con la MAFLD y se ha informado que
la MAFLD se encuentra presente en el 51 % de los pacientes con obesidad
(Gutiérrez-Cuevas et al., 2021); por lo que, lo primero que se evalud en este estudio
fue la ganancia de peso entre los animales alimentados con DE y DAGF. Como se
esperaba, el grupo alimentado con DAGF obtuvo una mayor ganancia de peso
corporal (11 %) respecto a la de los animales alimentados con DE (P < 0.05) (Figura
4), confirmando el desarrollo de obesidad en este grupo, ya que en modelos
animales se ha reportado que cuando existe una diferencia del mas del 10 % en el
peso corporal entre los animales alimentados con una dieta alta en grasas respecto

al peso de los animales sanos, se desarrolla obesidad (Hariri & Thibault, 2010).
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Figura 4. Peso corporal de los animales alimentados con dieta estandar y dieta alta

en grasa y fructosa durante 14 semanas.

Los datos se expresan como la media + EE (n = 24 para DE, n = 72 para DAGF). Los asteriscos
representan diferencia estadistica significativa con respecto al grupo DE mediante la prueba t de
Welch. DE: dieta estdndar, DAGF: dieta alta en grasa y fructosa.

La MAFLD se identifica macroscopicamente por una acumulacion excesiva de
lipidos en el higado. Como se puede observar en el Cuadro 9, el grupo DE no
presentd esteatosis hepatica, ya que la infiltracion de grasa fue menor al 5 %;
mientras que, los higados de los animales del grupo DAGF presentaron una mayor
acumulacion de gotas lipidicas medianas y pequefias en las células del parénquima

y desarrollaron esteatosis grado | y Il (Figura 5).

Cuadro 9. Grado de esteatosis hepatica en ratones alimentados con DE y DAGF

Grupos Grado de esteatosis * Total
I Il [
DE 2 1
DAGF 1 2

DE: dieta estandar, DAGF: dieta alta en grasa y fructosa. * En base a la clasificacion de Brunt.
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Figura 5. Histologia hepética de los animales alimentados con DE y DAGF tefiidos

con H&E (aumento 40x). DE: dieta estandar, DAGF: dieta alta en grasa y fructosa.

Los resultados anteriores se pueden corroborar con la cuantificacion de TG en
higado (Cuadro 10), donde se observa que los animales del grupo enfermo
presentaron un mayor contenido de TG hepéticos, hasta en un 53 % en
comparacioén al grupo DE ( P < 0.05), lo que confirma la esteatosis hepatica en el
grupo DAGF. Estos resultados son similares a lo reportado en otros estudios
realizados en modelos animales, en donde se ha observado el incremento y la
acumulacion de TG en higado hasta en un 60 %, comparado con los valores de los
animales alimentados con dieta estandar, debido a que las dietas ricas en grasas y
carbohidratos promueven la acumulacién de lipidos hepaticos (Oosterveer et al.,
2009; Guo et al., 2023). En otro estudio realizado por Li y colaboradores (2022),
también se observo un aumento de 56 y 15% de TG hepaticos y enzimas de dafio
hepatico (AST), respectivamente, en ratones alimentados con una dieta alta en

grasa (60 % de calorias provenientes de grasa) durante 15 semanas.
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También se evalué la actividad de las enzimas AST y ALT, ya que las
concentraciones séricas elevadas de estas enzimas se emplean para el diagnostico
de enfermedades hepaticas (Sattar et al., 2014). Como se muestra en el Cuadro 10,
el grupo DAGF present6 un aumento significativo en la actividad sérica de ambas
enzimas en comparacion con los valores del grupo DE (P < 0.05), lo que indica un
mayor dafio hepatico causado por el consumo de la DAGF. Lo anterior se pudo
corroborar con lo reportado en otros estudios, en donde ratones alimentados con
dietas altas en grasa presentaron un aumento de AST y ALT hasta en un 25y 30
%, respectivamente (Song et al., 2020; Zhao et al., 2021; Li et al., 2022).

Cuadro 10. Contenido de triglicéridos hepaticos y enzimas de dafio hepatico en
los animales de experimentacion.

DE DAGF
Triglicéridos hepaticos 310+0.18 475+0.23"
(mg/g tejido)
Enzimas de dafio hepatico (U/L)
AST 128.04 +2.06 142.33+2.47"
ALT 70.88 + 2.89 87.31+1.88"

Los datos se expresan como la media + EE (n = 8 para DE, n = 10 para DAGF). Los asteriscos
representan diferencia estadistica significativa con respecto al grupo alimentado con DAGF (P <
0.05), mediante la prueba t de Welch. DE: dieta estandar, DAGF: dieta alta en grasa y fructosa.

Comparado con los valores de referencia para ratones con dieta estandar reportado
por Mazzacara y colaboradores (2008), los niveles de ambas enzimas en los
animales del grupo DE presentaron un ligero incremento en nuestro estudio
comparado con lo reportado por dichos autores, quienes encontraron valores para
ASTy ALT enunrango de 60-110 U/L y 45-60 U/L, respectivamente. Los resultados
anteriores podrian atribuirse a diversos factores como el procedimiento de las
muestras, el equipo y los métodos utilizados para los analisis, entre otros (Otto et
al., 2016).
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La hiperglicemia y la dislipidemia, que forman parte del sindrome metabdlico, se
consideran factores de riesgo estrechamente relacionados con la MAFLD. Por lo
tanto, dichos parametros también son empleados comiunmente para el diagndstico
de esteatosis hepatica tanto en humanos como en modelos animales (Van Herck et
al., 2017; Friedman et al., 2018). En el Cuadro 11 se presentan los resultados de la
determinacién de glucosa, TG y colesterol total en suero, en donde los animales
alimentados con DAGF presentaron valores mayores de estos parametros
bioquimicos hasta en un 55, 27 y 21%, respectivamente, comparado con los valores

de los animales alimentados con DE (P < 0.05).

Cuadro 11. Parametros bioquimicos en suero de animales alimentados con DE y
DAGF.

Pardmetros (mg/dL) DE DAGF
Glucosa 134.90 + 4.96 209.20 +3.07 °
Triglicéridos 9457 +1.53 120.12 + 7.53"
Colesterol 101.51 £ 2.73 122.97 + 3.37"

Los datos se expresan como la media + EE (n = 8 para DE, n = 10 para DAGF). Los asteriscos
representan diferencia estadistica significativa con respecto al grupo alimentado con DAGF (P <
0.05), mediante la prueba t de Welch. DE: dieta estandar; DAGF: dieta alta en grasa y fructosa.

Una vez confirmado el modelo de esteatosis hepatica bajo los parametros
evaluados anteriormente se inicidé con los tratamientos, los cuales se mencionan a

continuacion.

6.3. Efecto de lahojay semilla cocida de frijol sobre la esteatosis hepatica

En esta etapa del proyecto se evalu6 el efecto de los tratamientos sobre la
esteatosis hepatica, por lo que primero se llevo a cabo el analisis histologico en
higado. En la Figura 6b se presentan las micrografias de secciones de higado del
grupo DAGF, donde se observan numerosas vacuolas lipidicas y hepatocitos con

esteatosis macrovesicular. En cuanto a los tratamientos, el grupo con hoja de frijol
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10 % mostré un menor grado de acumulacién de gotas lipidicas (Figura 6c¢) en
comparacion con el grupo DAGF. De manera similar, Becerril-Campos Yy
colaboradores (2023) observaron que ratas alimentadas con DAGF suplementada
con hoja de frijol (10 %) durante 13 semanas no presentaron esteatosis hepatica
(infiltracidon de grasa menor al 5 %); mientras que, el grupo sin tratamiento present6
una acumulacion de grasa hepatica macrovesicular menor o igual al 33 9%,
indicando que el consumo de la hoja de frijol previno el riesgo de desarrollar
esteatosis grado I.
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Figura 6. Histologia hepatica de los animales alimentados con DAGF y tratados con

hoja y semilla de frijol.

Higados tefidos con H&E (aumento 40x). Las flechas indican las gotas de grasa dentro de los
hepatocitos. a) dieta estandar, b) DAGF, c) DAGF suplementada con HF 10 %, d) DAGF
suplementada con SF 5 %, e) DAGF suplementada con SF 15 %, f) SDP. DAGF: dieta alta en grasa
y fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol, SDP: cambio de dieta.

El grupo tratado con semilla de frijol 15 % también mostr6é un mejor efecto sobre la
acumulacion de gotas lipidicas (Figura 6e) y el grado de esteatosis, ya que como se
observa en el Cuadro 12, el 75 % de los animales de este mismo grupo presenté
esteatosis grado | de tipo microvesicular, a diferencia del grupo alimentado con
semilla de frijol 5 %, en donde el 50 % de los animales de este grupo desarrolld
esteatosis grado Il y Il de tipo macrovesicular. Diversos autores sugieren que los
efectos benéficos del frijol contra la esteatosis hepatica dependen principalmente

de la dosis consumida. En este sentido, Feng y colaboradores (2023) informaron de
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una reduccion en la acumulacion de lipidos hepaticos en ratones alimentados con
una dieta alta en grasa suplementada con frijol cocido (20 %) durante 12 semanas.
Dichos autores sugieren el 20 % de frijol cocido como una dosis eficaz para la
prevencion de la esteatosis hepética inducida por una dieta alta en grasas,
basandose en un nivel alcanzable y fisiologicamente relevante de ingesta de

leguminosas en humanos, como se sugiere en las guias de alimentacion.

Cuadro 12. Grado de esteatosis hepatica en ratones alimentados con DAGF y
tratados con semilla y hoja de frijol.

Grupos Grado de esteatosis * Total
I I 11l n
DE 3 1 4
DAGF 1 1 2
HF 10 % 2 1 3
SF5% 2 1 1 4
SF15% 3 1 4
SDP 4 1 5

DE: dieta estandar, DAGF: dieta alta en grasa y fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol, SDP:
cambio de dieta. * En base a la clasificacion de Brunt.

En cuanto al contenido de TG en higado, los resultados indican que los animales
alimentados con DAGF presentaron un alto contenido de TG hepaticos, hasta en un
62 %, comparado con el grupo control DE; mientras que, los grupos tratados con
hoja de frijol 10% y semilla al 15 % mostraron una concentracion significativamente
menor de TG hepaticos comparado con el grupo DAGF (P < 0.05) (Figura 7). Como
era de esperar, el grupo con el cambio de dieta también presenté una disminucién

significativa de estos compuestos.
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Figura 7. Contenido de TG hepéticos de animales alimentados con DAGF y
tratados con hoja y semilla de frijol

Los datos se expresan como la media = DE (n = 6). Letras distintas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos ( P < 0.05), mediante la prueba de Tukey. DE: dieta estandar, DAGF:

dieta alta en grasa y fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol, SDP: cambio de dieta.

Estos resultados coinciden con otros estudios realizados en modelos animales,
donde se ha observado una disminucion en los niveles de TG hepaticos (15-30 %)
inducidos por dietas altas en grasa y carbohidratos y suplementadas con semilla de
frijol en concentraciones de 20 a 35 % (Kim et al., 2016; Lutsiv et al., 2023). Es
posible que este efecto se deba a una disminucion en la lipogénesis de novo en
higado, ya que algunos autores han sugerido que los compuestos fendlicos
presentes en el frijol como la quercetina, la catequina y el acido p-cumarico tienen
la capacidad de inhibir la expresién del factor de transcripcién de unién a elementos
reguladores de esteroles 1c (SREBP-1c), el cual regula la expresion de genes
implicados en la sintesis de novo de acidos grasos (Ganesan & Xu, 2017; Yi et al.,
2021).
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Como se observa en la Figura 8a, ningun grupo tratado mostré diferencia
significativa en los niveles séricos de la enzima AST, respecto al grupo DAGF. Caso
contrario se vio reflejado en los niveles de la enzima ALT (Figura 8b), donde los
grupos tratados con hoja de frijol 10 % y cambio de dieta presentaron una
disminucién significativa en comparacion con el grupo DAGF (P < 0.05), lo que

indica que estos tratamientos ejercieron un mejor efecto hepatoprotector en la

esteatosis.
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Figura 8. Enzimas transaminasas en suero de animales alimentados con DAGF y
tratados con hoja y semilla de frijol.

Los datos se expresan como la media + DE (n = 6). Letras distintas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos ( P < 0.05), mediante la prueba de Tukey. DE: dieta estandar, DAGF:
dieta alta en grasa y fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol, SDP: cambio de dieta, ALT:
alanina aminotransferasa, AST: aspartato aminotransferasa.

49



6.4. Efecto de la hoja y semilla cocida de frijol sobre las alteraciones
metabolicas asociadas a la esteatosis hepatica

Entre las alteraciones metabdlicas relacionadas a la esteatosis hepatica se incluyen
la obesidad, la hiperglicemiay la dislipidemia. Por lo que en esta etapa del proyecto
se evaluaron los efectos como tratamiento de la hoja y la semilla cocida sobre dichas
alteraciones. En la Figura 9 se presentan los resultados del peso corporal de los
animales durante la etapa de tratamiento. Se puede observar que, a las 26 semanas
de experimentacion, los animales del grupo DAGF conservaron la ganancia del peso
corporal (10 %) respecto a los animales del grupo control DE (P < 0.05). En el caso
del grupo tratado con hoja de frijol 10 %, se puede observar que después de la
segunda semana de tratamiento los animales comenzaron a perder peso vy, al
finalizar las 12 semanas de tratamiento, este grupo presentd una pérdida de peso

del 9 % comparado con el grupo DAGF.
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Figura 9. Peso corporal de los animales alimentados con DAGF y tratados con hoja
y semilla de frijol durante las 12 semanas de tratamiento.

DE: dieta estandar, DAGF: dieta alta en grasa y fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol,
SDP: cambio de dieta.
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En cuanto a los grupos tratados con semilla cocida, el grupo con frijol adicionado al
5 % no presentd reduccidn del peso corporal; mientras que, el grupo con el 15 % de
semilla de frijol presentdé una menor ganancia de peso (5 %) respecto al grupo DAGF
(P < 0.05) y, como era de esperar, el grupo con el cambio de dieta también mostré
la menor ganancia del peso corporal. Tan y colaboradores (2021) observaron que
la suplementacion de frijol cocido (20 %) en un modelo animal con una dieta alta en
grasa (46 % de calorias provenientes de grasa) durante 13 semanas disminuyo la
ganancia del peso corporal comparado con el grupo alimentado Unicamente con la
dieta alta en grasa. Por su parte, Thompson y colaboradores (2023) reportaron
sobre el efecto antiobesogénico del frijol en un modelo de obesidad en ratones. En
este experimento, los ratones se sometieron a una dieta alta en grasas y
suplementada con harina de frijol cocido en tres concentraciones diferentes (17.5,
35 y 70 %) durante un periodo de 14 semanas. Los resultados mostraron una
disminucién en el aumento del peso corporal y una supresion en la acumulacion de
grasa a medida que se aumentaba la cantidad de frijol en la dieta. Estos hallazgos
realizados con un enfoque preventivo respaldan lo establecido de que mayores
concentraciones de frijol tienen un impacto mas favorable en el peso corporal de los

animales con MAFLD.

Por otro lado, se llevo a cabo la evaluacion de los niveles de glucosa, TG y colesterol
total en el suero, dado que la elevacion de estos parametros contribuye a la
progresion de MAFLD. Los resultados presentados en el Cuadro 13 muestran que
el grupo DAGF present6 un incremento significativo (46 %) en los niveles de glucosa
comparado con el grupo control DE. Por otro lado, se observd una disminucién
significativa de los niveles de glucosa en el resto de los grupos experimentales en
comparacion con los valores del grupo DAGF. Estos hallazgos coinciden con
investigaciones previas realizadas en modelos animales de prevencion, las cuales
indican que la inclusion de frijol cocido en dietas ricas en grasas y carbohidratos
puede reducir los niveles de glucosa en suero hasta en un 35 % en comparacion

con los grupos que no recibieron frijol en su dieta (Zhao et al., 2021; Feng et al.,
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2023; Pérez-Ramirez et al.,, 2023). Existe evidencia que indica que el efecto
hipoglucémico del frijol podria atribuirse a los carbohidratos no digeribles, como la
fibra dietaria soluble e insoluble que, junto con la produccion de AGCC, previenen
niveles elevados de glucosa, asi como a los compuestos fenodlicos debido a sus
efectos inhibidores sobre la actividad de las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa
(Hayat et al., 2014; Ramirez-Jiménez et al., 2014; Chavez-Mendoza & Sanchez,
2017; Ganesan & Xu, 2017).

En cuanto al perfil lipidico, los animales del grupo DAGF mostraron un aumento de
hasta un 42 % en los niveles de TG y un 21% en los niveles de colesterol total en
comparacién con los valores observados en los animales alimentados con la DE.
En el caso del grupo tratado con hoja de frijol se observé una reduccion significativa
en los niveles de TG séricos, aunque no se registré ningun efecto significativo en
los niveles de colesterol total respecto al grupo DAGF (P < 0.05). Este mismo efecto
también se vio reflejado en los grupos tratados con semilla de frijol en ambas

concentraciones (Cuadro 13).

Cuadro 13. Parametros bioquimicos evaluados en ratones alimentados con DAGF
y tratados con hoja y semilla cocida de frijol.

Tratamiento Glucosa Triglicéridos Colesterol
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

DE 156.96 + 1.32°  99.49  3.95¢ 98.35 + 0.95¢

DAGF 228.98 +4.07%  141.11+4.242  119.66 + 3.43%°

DAGF + HF 10 % 161.55 + 3.46°  110.71+7.30°  114.39 + 3.51°
DAGF + SF 5 % 171.54 + 1.41°  127.02+3.26°  120.93 + 1.60?
DAGF + SF 15 % 168.29 +3.77°  112.26 +9.04° 11458 + 5. 56"
SDP 159.81 +3.80°  106.76 + 7.66°9  104.94 + 4.21°

Los datos se expresan como la media + DE (n = 8). Letras distintas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (P < 0.05), mediante la prueba de Tukey. DE: dieta estdndar, DAGF:
dieta alta en grasa y fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol, SDP: cambio de dieta.
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En base a la integracién de los resultados, este estudio reveld una correlacion
positiva entre el contenido de TG hepaticos y los niveles séricos de glucosa (r =
0.87, P < 0.05). La literatura respalda la propuesta de que el aumento en la
lipogénesis de novo, utilizando los carbohidratos de la dieta como sustrato, junto
con los acidos grasos provenientes del tejido adiposo y la dieta, contribuyen a la
acumulacion de TG hepaticos (Shao et al., 2020; Gutiérrez-Cuevas et al., 2021). De
manera interesante, en este estudio se observé que el contenido de TG hepaticos
se asocidé con un mayor grado de esteatosis (grado Ill) (r= 0.86, P < 0.05). Por el
contrario, los animales tratados con hoja de frijol mostraron una reduccion
significativa en los niveles de TG séricos (18 %) en comparaciéon con el grupo
enfermo DAGF, lo que a su vez se reflej6 en un menor grado de esteatosis. Este
efecto también se evidencid en los grupos tratados con semilla de frijol en ambas

concentraciones (5y 15 %).

Diversos autores han reportado el efecto hipotrigliceridémico del frijol debido a su
composicion fitoquimica, principalmente por su contenido en flavonoides y acidos
fendlicos. Estos compuestos desempefian un papel crucial en la regulacion del
metabolismo de lipidos al disminuir la lipogénesis de novo y aumentar la oxidacién
de acidos grasos (Thompson et al., 2012; Rodriguez et al., 2022; Lutsiv et al., 2023).
Pérez-Ramirez y colaboradores (2023) observaron una disminucién de TG séricos
en ratas alimentadas con una DAGF tratadas con semilla de frijol cocido a una
concentracion del 10 % durante 6 meses; asi mismo, estos autores también
realizaron un estudio in vitro para demostrar el efecto de los extractos de frijol cocido
sobre la expresion de genes asociados al metabolismo de lipidos, observando la
regulacion negativa de la lipogénesis y la regulacién positiva de la p-oxidacién de
acidos grasos en los adipocitos, lo que puede asociarse con su efecto
hipotrigliceridémico. Entre los compuestos fitoquimicos identificados en el frijol que
podrian asociarse con este efecto se encuentran la catequina, la epicatequina, la

hesperidina, el &cido elagico, asi como también la soyasaponina A3.

Estudios clinicos han indicado que los pacientes con esteatosis hepatica
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acompafada de obesidad, diabetes o dislipidemia tienen mas probabilidades de
tener resultados hepaticos adversos con una tasa de progresion a fibrosis del 22 al
60 % (Liu et al., 2022). Por lo que resulta crucial abordar estos trastornos
metabolicos como parte del manejo de esta enfermedad hepatica. Por lo anterior,
los resultados de este estudio sugieren que los animales tratados con hoja de frijol
10 % fueron los que presentaron una mayor proteccion contra el desarrollo de
MAFLD.

Otro de los factores que contribuyen fuertemente en la progresion de MAFLD es el
estrés oxidativo (EO). Se ha demostrado que el aumento en la generacion de EROs
puede inducir la peroxidacion lipidica, lo que a su vez conduce a la inflamacion y la
fibrogénesis mediante la activacién de las células hepéticas estrelladas, lo que
fomenta la progresion de MAFLD a fibrosis y, en Ultima instancia, a carcinoma
hepatocelular (Hong et al., 2021). Por lo tanto, en estudio, también se analizaron

varios marcadores de estrés oxidativo que se detallan a continuacion.

6.5.Efecto de la hojay semilla cocida de frijol sobre marcadores de estrés
oxidativo en tejido hepatico

El higado cuenta con sistemas de defensa antioxidante, tanto enzimaticos como no
enzimaticos, disefiados para contrarrestar los efectos de las EROs y mantener la
homeostasis celular. Sin embargo, la acumulacién excesiva de grasa inducida por
la exposicion a una DAGF puede conducir a la disfuncion mitocondrial, lo que, a su
vez, da lugar a la sobreproduccion de EROs, desencadenando el EO (Masarone et
al., 2018; Chen et al., 2020; Ma et al., 2022).

Para evaluar el efecto de la hoja y semilla cocida de frijol sobre el estado redox en
la MAFLD se analizé la actividad de las enzimas glutation S-transferasa (GST),
glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT), asi como los contenidos de MDA
(producto derivado de la lipoperoxidacion) y glutation reducido (GSH) en higado.

GST y GPx son enzimas multifuncionales que, a través de sus diferentes

actividades, protegen los tejidos de los efectos toxicos de algunas EROs, asi como
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de los productos nocivos de la peroxidacion lipidica. Generalmente, la enzima GST
interviene en la reduccién de hidroperoxidos organicos utilizando GSH como
donante y cataliza la formacion de conjugados entre GSH y una amplia variedad de
compuestos electrofilicos, como carcindégenos, toxinas y farmacos (Czuczejko et al.,
2019). Por otro lado, la enzima GPx cataliza la reduccion de varios hidroperoxidos,

incluyendo peroxidos lipidicos mediante la oxidacion de GSH (Marin-Garcia., 2014).

En este estudio se evidencié una correlacion negativa entre el sobrepeso u obesidad
con la actividad de las enzimas GST y GPx (r =-0.94 y r = -0.84, respectivamente,
P < 0.05), lo que podria sugerir que en un estado de obesidad los sistemas
antioxidantes se encuentran disminuidos debido al aumento del EO. En este sentido
se encontré una correlacion positiva entre el sobrepeso u obesidad con los niveles
de MDA hepaticos (r = 0.90, P < 0.05). De igual manera, Nadal-Casellas y
colaboradores (2010) demostraron en un modelo de obesidad en ratas que el
consumo de una dieta alta en grasas durante 26 semanas aumenta la peroxidacion

lipidica en el higado incrementando los niveles de MDA.

De manera interesante, en nuestro estudio se encontrdé una correlacion negativa
entre el contenido de MDA, los niveles de TG séricos y TG hepéticos con la actividad
de la enzima GST (r = -0.82, r = -0.80 y r = -0.83, respectivamente, P < 0.05). En
particular, los animales tratados con hoja de frijol mostraron un aumento significativo
del 12 y 46 % en las enzimas GST y GPx, respectivamente (Cuadro 14), lo que
indica una mayor capacidad antioxidante y posiblemente una reduccion en la
peroxidacién lipidica, como se refleja en la disminucion de los niveles de MDA

(Figura 10a). Estos resultados, en conjunto, apuntan hacia una mejora en la MAFLD.

En contraste, en los demas tratamientos, donde la actividad de las enzimas no
mostro diferencias significativas en comparacion con el grupo DAGF (P <0.05),
podria sugerir que estos tratamientos tuvieron un menor impacto en la actividad
antioxidante y, por ende, en la proteccion hepatica en comparacién con el grupo
tratado con hoja de frijol. Es importante destacar que esta interpretacion se basa en

la correlacion observada, y es posible que existan otros mecanismos involucrados
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gue no hayan sido considerados en este analisis. Actualmente, en nuestro equipo
de trabajo, se estan llevando a cabo otros estudios para profundizar en la

comprension de los efectos asociados con estos tratamientos.

Cuadro 14. Marcadores de estrés oxidativo evaluados en higado de animales
alimentados con DAGF y tratados con hoja y semilla de frijol.

GPx
Tratamiento GST (nmol/min x CAT

(nmol/mg prot) mg prot) (U/mg prot)
DE 268.21 + 15.80%P  17.26 + 2.592° 97.78 + 6.262
DAGF 243.30 + 13.65" 14.65 + 2.53P 114.16 + 6.032
DAGF + HF 10 % 274.14 + 5.042 21.50 + 2.522 108.30 + 6.082
DAGF + SF 5% 239.82 + 13.32¢ 13.11 + 2.32P 100.05 + 4.292
DAGF + SF 15 % 252.75 + 18.942b 14.33 + 3.15P 110.92 + 5.642
SDP 262.54 + 6.722P 15.49 + 2.10P 107.78 + 14.232

Los datos se expresan como la media + DE (n = 6). Letras distintas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (P < 0.05), mediante la prueba de Tukey. DE: dieta estdndar, DAGF:
dieta alta en grasa y fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol, SDP: cambio de dieta.
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Figura 10. Efecto de la hoja y semilla cocida de frijol sobre el contenido de MDA 'y
GSH en animales con MAFLD.

Los datos se expresan como la media + DE (n = 6). Letras distintas representan diferencia estadistica
significativa entre tratamientos (P < 0.05), mediante la prueba de Tukey. DE: dieta estandar, DAGF:
dieta alta en grasay fructosa, HF: hoja de frijol, SF: semilla de frijol, SDP: cambio de dieta

Por otra parte, las concentraciones de GSH aumentaron significativamente del 6 %
al 17 % en los grupos tratados con hoja de frijol y semilla de frijol en ambas
concentraciones (5 y 15 %) respecto a la del grupo DAGF (P < 0.05, Figura 10b).
Estos resultados son relevantes ya que el GSH se considera el amortiguador redox
celular mas importante y el principal defensor contra el estrés oxidativo, debido a
gue elimina directamente las EROs y las especies reactivas de nitrogeno (ERNS) y
funciona como sustrato en la actividad de las enzimas GPx y GST (Vairetti et
al.,2021). Estudios previos han demostrado que los compuestos con actividad
antioxidante como la quercetina, la rutina y los acidos ferulico y cumarico pueden
inducir la actividad de enzimas antioxidantes y aumentar los niveles de GSH en
animales con esteatosis hepdtica, lo cual resulta beneficioso en la MAFLD (Hsu et
al., 2009; Jain & Surana, 2016; Yang et al., 2019).
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En cuanto a la actividad de CAT, como se puede observar en el Cuadro 14, fue
estadisticamente similar en todos los grupos experimentales. Cabe destacar que,
aungue no existe diferencia significativa entre grupos, podemos observar que los
animales de la DAGF presentaron niveles mas elevados de la actividad hepética de
CAT en comparacion al grupo control DE. Estudios clinicos han informado que las
concentraciones o actividades de algunos marcadores de estrés oxidativo como la
enzima CAT se encuentran elevados en pacientes con MAFLD, esto se explica
como respuesta adaptativa al estrés oxidativo (Conde de la Rosa et al ., 2022). La
actividad de la enzima CAT esta asociada con la descomposicion de hidroperoxidos,
especialmente H202, por lo que el aumento de su actividad corrobora aun mas la
sobreproduccién de EROs que sustenta el estrés oxidativo en pacientes con
MAFLD.
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CONCLUSIONES

Dentro de los tratamientos evaluados en este estudio, la suplementacion con la hoja
de frijol demostré tener un mejor impacto sobre la esteatosis hepatica. Este
tratamiento se asocid con una disminucion significativa en la infiltracion de grasa
hepatica, la concentracién de TG en higado y la actividad sérica de la enzima ALT.
Por el contrario, la suplementacion con semilla de frijol 15 % Unicamente logré
reducir el contenido de TG hepaticos; mientras que, la semilla de frijol 5 % no mostré

mejoras significativas en la esteatosis.

Con este estudio se pudo ratificar la asociacion entre las alteraciones metabdlicas
(obesidad, dislipidemia e hiperglicemia) sobre la esteatosis hepatica, confirmando
gue estos parametros metabdlicos desempefian un papel crucial en la progresion
de la enfermedad. Por lo que es esencial abordar estos trastornos metabdlicos como

parte integral del manejo de esta patologia.

Dentro de los marcadores de estrés oxidativo evaluados en este estudio, cabe
destacar que la hoja de frijol fue el Unico tratamiento capaz de incrementar la
actividad de las enzimas GPx y GST, lo que podria sugerir que este tratamiento tuvo
un mejor impacto en la actividad antioxidante y posiblemente una reduccién en la

peroxidacion lipidica.

En general, los resultados presentados en este trabajo sefialan que la ingesta de
hoja de frijol 10 % no solo mejord la esteatosis hepética inducida por la DAGF, sino
gue también ejercié una mayor proteccion contra el estrés oxidativo, ejerciendo asi
una defensa mas efectiva contra el desarrollo de MAFLD. Sin embargo, se requieren
mas estudios para comprender de manera mas precisa el mecanismo de accion de

la hoja de frijol en relacion con la MAFLD.
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ANEXOS

Anexo 1. Solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM pH 7 (Preparar unicamente el

volumen a ocupar en las determinaciones y repeticiones)
e Pesar 1.362 g de NaH2POa4.
e Pesar 2.67 g de NaoHPOa.
e Aforar a 500 mL de H20 destilada.

Nota: medir pH al 80% de la solucién y después aforar.

Anexo 2. Solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 6.5 (Preparar Unicamente el
volumen a ocupar en las determinaciones y repeticiones)

e Pesar 4.725 g de NaH2POA4.
e Pesar 2.237 g de NaoHPOA4.
e Aforar a 500 mL de H2O destilada.

Nota: medir pH al 80% de la solucién y después aforar.

Anexo 3. Solucién de trabajo para determinacién de proteina (Preparar Unicamenteel
volumen a ocupar)

e Se miden 10 mL de reactivo A.

e Seagregan 200 pL de reactivo B.

Anexo 4. Soluciéon amortiguadora Tris-EDTA pH 8.2 (Preparar Unicamente el volumen
a ocupar)

e Pesar 0.744 g de EDTA y aforar a 100 mL (concentracion 0.02 M).

e Pesar 3.152 g de TRIS y aforar a 100 mL (concentracion 0.2 M).

e Se mezclan con una proporcion 1:1
Nota: Medir pH al 80% de la solucion y aforar.

Anexo 5. Solucién de trabajo inicial GSH (Preparar Unicamente el volumen a ocupar)
e Pesar 0.00184 g de GSH.
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e Disolver en 10 mL de metanol.

Nota: Se debe almacenar en refrigeracion.

Anexo 6. Solucion de DTNB 2.46 mM (Preparar Unicamente el volumen a ocupar)
e Pesar 0.0243 g de DTNB.
e Disolver en 25 mL de metanol.

Nota: Se debe almacenar en refrigeracion.

Anexo 7. Solucion de &cido tricloro acético (TCA) al 20 %
Pesar 1.1051 g de TCA
Disolver en 5 mL de agua destilada.

Anexo 8. Solucion de trabajo GSH 3 mM
e Preparar una solucion “stock” de 150 mM: pesar 0.0461 g de GSH y disolver
en 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 0.1 M (Anexo 10).

e Para preparar la solucién de trabajo se mezclan 140 pL de solucion “stock” y
se afladen 6.86 mL de solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 0.1 M
(Anexo 13).

Nota: La solucion stock es estable por maximo 4 dias; la solucién de trabajo es estable
por 24 h.

Anexo 9. Solucién de trabajo CDNB 2 mM
e Preparar una solucién “stock” de 60 mM: pesar 0.0244 g de CDNB y disolver

en 2 mL de metanol absoluto.

e Para preparar la soluciéon de trabajo se mezclan 300 uL de solucion “stock” y
se afiaden 8.7 mL de solucién amortiguadora de fosfatos de sodio 0.1 M
(Anexo 10).
Nota: La solucion “stock” es estable por maximo 4 dias; la solucion de trabajo esestable
por 24 h.
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Anexo 10. Peroxido de hidrogeno (H202) 30 mM.
e Tomar 340 uL de H202 al 30% en 100 mL de solucién amortiguadora de
fosfatos 50 mM pH 7.

e Leer la absorbancia a 240 nm en el espectrofotdmetro y verificar la

concentracion con la siguiente férmula: [H202] mM= A240/0.0436

Anexo 11. Solucién amortiguadora de reaccion Tris-EDTA pH 8.

e Se pesan 0.788 g de Tris-HCI (concentracion 50 mM).
e Se pesan 0.0186 g de EDTA (concentracion 0.5 mM).
e Se aforaa 100 mL.

Nota: Se mide el pH al 80% y después se afora.

Anexo 12. Cocktail GSH/GR (25.2 mM GSH, 6 unidades de GR/mL)
e Pesar 0.0774 g de GSH vy disolver en 10mL de solucion amortiguadora de

reaccion (Anexo 18).

e Tomar 66 uL de glutation reductasa (GR).
e Aforar a 1 mL con solucién amortiguadora de reaccion.

Nota: El cocktail se guardoé por separado, agregando 25uL de cada solucién al pozo.

Anexo 13. Solucion NADPH 1.5 mM
e Se pesan 0.0062 g de NADPH en 5 mL de solucibn amortiguadora de
reaccion.
Nota: La solucion debe de utilizarse inmediatamente después de que se prepara y no

debe congelarse para su reuso.
Anexo 14. Hidroperdxido de cumeno 3 mM.

e Se toman 5.55 pL de hidroperéxido de cumeno al 80% y se afora a 10 mLcon
H20 destilada.
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