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RESUMEN

La diabetes se caracteriza por niveles elevados de glucosa como consecuencia de
una baja produccion y/o actividad de insulina, lo que promueve el desarrollo de
dislipidemia, asi como dafio hepatico. Dichas alteraciones pueden ser controladas
con el consumo de alimentos funcionales, tales como el frijol comun (Phaseolus
vulgaris L.), el cual presenta efectos hipoglucémicos e hipolipidémicos. Por lo tanto,
dicha leguminosa se ha utilizado como ingrediente para la elaboracion de alimentos
funcionales, como barras, pastas y tortillas. El objetivo de esta tesis fue analizar la
composicion fitoquimica de una galleta elaborada con harina de frijol variedad Pinto
Saltillo, y evaluar su efecto en ratas diabéticas inducidas con dieta alta en grasa y
estreptozotocina, utilizando una galleta comercial de avena para fines
comparativos. La administracion oral de 0.4 y 0.6 g/dia de galleta con harina de
frijol disminuyd los niveles séricos de glucosa (8.8-12.9%) e insulina (12.4-25.3%)
en animales diabéticos; asi como el pico hiperglucémico en animales sanos tras la
administracion de una carga de glucosa (36.6-41.1%). Asimismo, dichos
tratamientos disminuyeron los niveles séricos de triglicéridos (20.2-28.1%),
colesterol (17.6-26.5%), LDL (27.8-31.1%) y proteina C-reactiva (23.0-32.8%),
presentando un mayor efecto benéfico que la galleta comercial. Por otro lado, no se
observé un efecto hepatoprotector con la administracion de las gallestas. El efecto
hipoglucémico e hipolipidémico de la galleta con harina de frijol fue asociado a su
alto contenido de polifenoles, tales como rutina, acido cafeico y acido
protocatecuico, asi como B-sitosterol y soyasaponinas. Los resultados obtenidos en
este estudio sugieren que la harina de frijol puede ser utilizada como ingrediente
nutracéutico para la elaboracion de productos horneados tales como galletas, con
efecto antidiabético.



1 ANTECEDENTES
1.1 Diabetes

La diabetes melltus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por niveles elevados de glucosa en sangre (=126 mg/dL), lo cual es
el resultado de alteraciones en la secrecién y/o actividad de la insulina (ADA, 2004).
El desarrollo de esta enfermedad altera el metabolismo de carbohidratos, proteinas

y lipidos en el organismo (Islas y Revilla, 2005).

Segun la Federaciéon Internacional de Diabetes (FID), 8.7 millones de individuos
fueron diagnosticados con diabetes en México en 2013 (Figura 1), y se estima que
dicha prevalencia se duplicara para el afio 2035 (FID, 2013). Asimismo, esta
enfermedad es una de las principales causas de muerte nacional y se estima que la

tasa de mortalidad crece 3% cada afo (Gil y col., 2013).
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Figura 1. Paises con mayor prevalencia de diabetes en el mundo (FDI, 2013).




1.2 Clasificacion de diabetes
1.2.1 Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 es causada por una reaccion autoinmune, en la que el sistema
de defensa del cuerpo ataca las células B pancreaticas, las cuales son
responsables de la producciéon de insulina. Como resultado, se disminuye la
produccién de esta hormona, asi como la internalizacion de la glucosa en los
tejidos insulino-dependientes, tales como tejido adiposo y musculo. Lo anterior
promueve la acumulacién de glucosa en el torrente sanguineo, que se refleja en un
estado de hiperglucemia. El control de este tipo de diabetes se lleva a cabo por
medio de la combinacién de terapia de insulina diaria, una dieta saludable y

ejercicio fisico (Mediavilla, 2010).

1.2.2 Diabetes tipo 2

Durante el desarrollo de la diabetes tipo 2 se presenta una produccion de insulina
insuficiente, o una disminucion en su actividad (resistencia a la insulina), por lo que
se promueve la acumulacién de glucosa en sangre (FID, 2013). Existen varios
factores de riesgo que estan relacionados con el desarrollo de diabetes tipo 2, entre
ellos la obesidad, la mala alimentacion, la inactividad fisica, la edad avanzada y el
grupo étnico. Para controlar este tipo de diabetes no es necesario la administracion
de insulina ya que, se puede normalizar a través de una dieta sana, actividad fisica,
asi como la administracién de farmacos para promover sensibilidad a la insulina,

incluyendo la disminucion de la sintesis de glucosa hepéatica (FID, 2013).

1.3 Diagnastico de diabetes

La Asociacion Americana del corazon (AHA, por sus siglas en inglés) hace
referencia a los criterios recomendados para un diagnostico correcto de la DM,
donde el pardmetro a evaluar es la glucosa (Cuadro 1). También se hace referencia
a la hemoglobina glucosilada, la cual debe ser usada para monitorear la diabetes

en los 3 Ultimos meses y no para usos de diagndstico (Giacco y Browleen, 2012).



Cuadro 1. Criterios para el diagnéstico de DM

Parametro Valor recomendado
Glucosa en ayuno de 8 horas =126 mg/dL 6 7 mmol/L
Glucosa al azar =200 mg/dL 6 11.1 mmol/L
Glucosa a las 2 horas posterior a
una carga de 75 g de glucosa > 200 mg/dL 6 11.1 mmol/L

anhidra

(Rubio, 2012)
1.4 Complicaciones de la diabetes

Los niveles elevados de glucosa promueven el desarrollo de una serie de
complicaciones irreversibles, que de no ser tratadas, provocan la muerte (Reusch,
2003). Los principales 6rganos afectados por la DM son el corazén y los vasos
sanguineos, los ojos, los rifiones y el higado. Por lo tanto, la diabetes es una de las
principales causas de enfermedades cardiovasculares, ceguera, insuficiencia renal,

dafio hepatico y amputaciones de miembros inferiores (FID, 2013; Nathan, 2015).

1.5 Alteraciones metabdlicas asociadas a la diabetes
1.5.1 Dislipidemia y riesgo cardiovascular

La dislipidemia se caracteriza por un aumento en los niveles séricos de triglicéridos,
colesterol y lipoproteinas de baja densidad (LDL), asi como por una disminucién en
los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Estas caracteristicas se
consideran factores de riesgo en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares
(Zhang y Lu, 2015). La resistencia a la insulina asociada con el desarrollo de DM
tipo 2 promueve la lipdlisis de los triglicéridos de tejido adiposo, incrementando los
niveles séricos de acidos grasos libres (FFA, por sus siglas en inglés) (Zhang y Lu,
2015). Los FFA son transportados principalmente al higado, promoviendo la
produccion de triglicéridos y, por lo tanto, su secrecion al torrente sanguineo dentro

de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Mooradian, 2009) (Figura 2).

Adicionalmente, niveles elevados de glucosa incrementan la expresion hepatica de
la proteina de unidn al elemento de respuesta de carbohidratos (ChREBP), la cual
promueve la activacion transcripcional de diversos genes involucrados en la

sintesis de novo o lipogénesis, tales como la acetil-CoA carboxilasa (ACC), la



sintasa de &acidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés) y el esteroil-CoA
desaturasa (SCD, por sus siglas en inglés). Asimismo, el incremento en la sintesis
de acidos grasos se ve reflejado en un aumento en la produccion de malonil-coA, el
cual inhibe la carnitina parmitoil transferasa-1 (CPT-1), proteina responsable del
trasporte de acidos grasos a la mitocondria para su catabolismo (Figura 3)

(Browning y Horton, 2004).
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Figura 2. Papel de la resistencia a la insulina en la dislipidemia diabética. ApoA-1:
apolipoproteina A-1; ApoB: apolipoproteina B; CE: ésteres de colesterol; CETP:
proteina transportadora de ésteres de colesterol; HL: lipasa hepatica; LPL:
lipoproteina lipasa; SD LDL: lipoproteina de densidad intermedia (Mooradain,
2009).

1.6 Tratamiento y prevencion

Hasta el momento, no existe una cura para la diabetes, por lo que el tratamiento
farmacoldgico estd enfocado a retrasar o aliviar los sintomas. Los principales
farmacos que se utilizan son las biguanidas, las cuales mejoran la sefializacioén de
insulina, y las meglitinidas, las cuales restauran la secrecion de la insulina. Todos
estos medicamentos conllevan a la disminucién de los niveles séricos de glucosa
postprandial, previniendo los picos hiperglucémicos tras la ingesta de alimentos
(Menéndez y col., 2011).

Por otro lado, diversos estudios epidemiolégicos han publicado que poblaciones
donde se consumen dietas como las mediterraneas o vegetarianas, tienen un

menor porcentaje de prevalencia de enfermedades crénico-degenerativas. Dichos



efectos benéficos son atribuidos a la alta concentracion de compuestos bioactivos,
tales como fibra dietaria, principalmente la fraccién soluble, la cual promueve la
formacion de soluciones viscosas en el intestino, disminuyendo la absorcién de
nutrientes como glucosa y lipidos. Asimismo, el consumo de compuestos
fitoquimicos, tales como fitoesteroles y polifenoles, se han asociado con la
inhibicion de la digestidén y absorcién de nutrientes, asi como la regulacién positiva
de la secrecion y actividad de la insulina, y la modulacién positiva del metabolismo
hepéatico de carbohidratos y lipidos (Pitsavos y col., 2004).
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Figura 3. Alteracibn mas comunes del metabolismo de lipidos en higado
asociadas a niveles elevados de glucosa en sangre. B-o: beta oxidacion; ACL:
ATP citrato liasa; ApoB: apolipoproteina B; CK: ciclo de Krebs; HSL: lipasa
sensible a la hormona; SREBP-1c: proteina de unién al elemento regulatorio de
esterol 1-c (Browning y Horton, 2004).

1.7 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es un alimento con propiedades
antidiabéticas que proporciona beneficios a la salud (alimento funcional), y es la
principal leguminosa para consumo humano en muchos paises de Latino América y
Africa. El frijol representa un fuente rica en proteinas, vitaminas, minerales,

prebiéticos y fibra (Bitocchi y col., 2011; Camara y col., 2013), por lo que es de gran



interés agrondmico en todo el mundo. Existen mas de 30 especies del género
Phaseolus, siendo el frijol comun el cultivo mas ampliamente distribuido (Hnatuszko
y col., 2014).

1.7.1 Composicion del frijol comdn

En el Cuadro 2 se presenta la composicion quimica del frijol crudo y cocido. Las
proteinas y los carbohidratos son los compuestos mayoritarios presentes en todos
los genotipos de frijol coman. La proteina de frijol se caracteriza por su deficiencia
en aminoacidos azufrados como metionina y cisteina, asi como de triptéfano. Sin
embargo, presenta un elevado nivel de lisina, suficiente para cubrir los
requerimientos de niflos y adultos de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés). Lo anterior es de gran relevancia, ya
gue al combinarse con cereales, la mezcla aporta a la dieta proteina de buena
calidad, completando las deficiencias en aminoacidos esenciales que
representarian por separado (Ramirez, 2010).

El frijol esta compuesto por varios tipos de prebidticos, incluyendo el almidén
resistente y los galacto-oligosacéaridos, tales como estaquiosa, rafinosa y
verbascosa, los cuales sirven como sustrato para la fermentacion bacteriana en el
intestino grueso. Adicionalmente, el frijol es una buena fuente de hierro y calcio, asi
como de vitaminas B (Camara y col., 2013). El contenido de lipidos en el frijol son
bajos (1-2%), e incluye vitaminas E y K y un alto contenido de &cidos grasos

omega-3 (4cido linoleico y acido alfa-linolénico) (Lisa, 2012).

1.7.2 Compuestos fitoquimicos

El frijol es una fuente rica de fitoquimicos, entre los cuales se encuentran acidos
fendlicos, flavonoides, saponinas y fitoesteroles (Cuadro 3), los cuales son
considerados antioxidantes naturales. Se ha reportado que las propiedades
antioxidantes de estos compuestos pueden proveer diversos beneficios para la

salud de sus consumidores, y han sido asociados con la prevencion de



enfermedades relacionadas con estrés oxidativo, tales como la DM tipo 2.
Adicionalmente, dichos compuestos ejercen efectos hipoglucémicos e
hipolipidémicos, ya que disminuyen la digestion y absorcion intestinal de nutrientes,
y modulan positivamente el metabolismo de glucosa y acidos grasos (Sutivisedsak,
y col. 2010; Lomas y col., 2015).

Cuadro 2. Componentes nutricionales del frijol (Phaseolus vulgaris L).
Valor por 100 g

Nutriente

Crudo Cocido sin sal
Macronutrientes
Energia 347.00 kcal 143.00 kcal
Proteina 2142 g 9.01¢g
Grasa total 1.23 ¢ 0.65¢
Carbohidratos 62.55 g 26.22 g
Fibra total 1550 g 9.00¢g
AzUcares totales 2.11 0.34 g
Minerales
Calcio (Ca) 113 mg 46 mg
Hierro (Fe) 5 mg 2 mg
Magnesio (Mg) 176 mg 50 mg
Fosforo (P) 411 mg 147 mg
Potasio (K) 1393 mg 436 mg
Sodio (Na) 12 mg 1 mg
Zinc (Zn) 2 mg 1 mg
Vitaminas
Vitamina C (acido ascérbico total) 6.30 mg 0.80 mg
Tiamina 0.71 mg 0.19 mg
Riboflavina 0.21 mg 0.06 mg
Niacina 1.17 mg 0.32 mg
Vitamina B6 0.47 mg 0.23 mg
Folato 0.53 mg 0.17 mg
Vitamina E 0.21 mg 0.94 mg
Vitamina K 5.6 ug 3.5 ug
Lipidos
Acidos grasos saturados 0.24¢g 0.12g
Acidos grasos monoinsaturados 0.23 g 0.13g
Acidos grasos poliinsaturados 041¢g 0.24 g

(Céamaray col., 2013)



1.7.3 Propiedades antidiabéticas del frijol comun

Diversos estudios han reportado el efecto hipoglucémico de frijol comln en ratas
diabéticas, lo cual se ha asociado a un incremento en la secrecién pancreatica de
insulina (Helmstéadter, 2010; Ocho-Anin y col., 2010; Hernandez y col., 2013; Lomas
y col.,, 2015). Asimismo, dicho efecto se ha asociado con la presencia de
inhibidores de a-amilasa en el frijol comun, los cuales disminuyen la digestién
intestinal de carbohidratos complejos, y por lo tanto su absorcién (Ocho-Anin y col.,
2010). Por otro lado, se ha reportado que el frijol comun disminuye los niveles de
colesterol total y LDL, asi como los niveles de urea, albumina y creatinina en orina,
por lo que presenta efectos hipolipidémicos y renoprotectores (Hernandez y col.,
2013; Lomas y col., 2015).

Cuadro 3. Compuestos fitoquimicos presentes en distintas variedades de frijol
comun (Phaseolus vulgaris L).

Polifenoles Saponinas Fitoesteroles
Acido clorogénico Faseosido | A7-Estigmasterol
Acido galico Soyasaponina Ba Campesterol
Acido protocatecuico Soyasaponina Bb B-Sitosterol
Ac. caftéarico Soyasaponina Af AS5-Avenasterol
Acido p-hidroxibenzoico Soyasaponina Bd A5-Avenasterol-3-D-glucésido
Acido cutérico Soyasaponina By  B-Campesteril-B-D-glucosido
Acido cafeico B-Sitosteril-B-D-glucésido

Acido siringico
Acido p-cumarico
Acido sinapico
Acido ferulico
Acido vanilico
Procianidina B1
Catequina
Procianidina B2
Epicatequina
Rutina
Epicatequina galato
Quercetina-3-0O-galactosido
Quercetina-3-O-glucosido
trans-Resveratrol

(Chavez y col., 2014; Lomas y col., 2015)



1.7.4 Consumo de frijol comun

En el afio 2009, el consumo mundial de frijol se situé en 15.9 millones de toneladas,
cifra superior en 3.8% con respecto al afio 2008. México presenta un consumo
promedio de esta leguminosa de 1.1 millones de toneladas al afio, posicionandose
en la tercera posicion a nivel mundial (Figura 4) (SE, 2012). Sin embargo, a pesar
de los beneficios a la salud asociados al consumo de frijol y a su alto contenido
nutrimental, el consumo per capita ha disminuido de 22 a 12 kg en México
(SAGARPA, 2008). Esta tendencia podria estar asociada a la urbanizacion y a los
cambios en las preferencias de consumo. Es por ello que se han desarrollado

diversos alimentos funcionales y listos para su consumo a base de frijol comun.
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Figura 4. Principales consumidores de frijol en el mundo, 2000-2007 (% con
respecto al consumo mundial total) (SE, 2012).

1.8 Alimentos funcionales a base de frijol comun

El concepto de alimento funcional nacié en Japon y se refiere a los alimentos
procesados, consumidos como parte de la dieta normal, y que contienen
componentes bioldgicamente activos (nutraceulticos) que ofrecen el potencial de



mejorar la salud o la reduccion del riesgo en el desarrollo de una enfermedad
(EUFIC, 2006).

Debido al ritmo de vida agitado, se ha visto la necesidad de incrementar la
comercializacion de alimentos de facil consumo. Sin embargo, la mayoria de ellos
son de alto contenido energético y perjudiciales para la salud. Por tal motivo, y
debido a las propiedades nutricionales y nutracéuticas del frijol comun, se han
desarrollado alimentos funcionales a base de esta leguminosa. Algunos ejemplos
de estos alimentos son barras horneadas de frijol y avena (Ramirez, 2010),
espagueti (Gallegos y col., 2010), y tortillas (Grajales y col., 2012). Estos productos
han reportado tener un alto contenido en proteinas, fibra y compuestos
fitoquimicos, por lo que podrian ser utilizados como adyuvantes en el tratamiento
de enfermedades crénico degenerativas, tales como la DM.
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2 HIPOTESIS

El consumo de una galleta elaborada con harina de frijol, debido a su contenido de
fitoquimicos, reduce los niveles de glucosa y lipidos en sangre, asi como las

complicaciones hepaticas asociadas a la diabetes en un modelo animal.
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3 OBJETIVOS
3.1 General

Evaluar el efecto de una galleta elaborada con harina de frijol comun sobre la

diabetes y sus complicaciones en un modelo animal.
3.2 Especificos

¢ Cuantificar e identificar los compuestos fitoquimicos de una galleta elaborada con
harina de frijol.

e Determinar el efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre los
niveles séricos de glucosa e insulina.

e Evaluar el efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre el riesgo
cardiovascular.

e Determinar el efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre el dafio

hepatico.
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4 MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales
4.1.1 Galletas

Las galletas elaboradas con 23% de harina de frijol Pinto Saltillo fueron obtenidas
del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
campus Zacatecas. Se utilizaron galletas de avena sin azUcar sabor vainilla

(Quaker) como control comercial.

4.1.2 Modelo biolégico

Se utilizaron 30 ratas macho Wistar de 250 + 20 g de peso corporal, las cuales se
adquirieron en el bioterio de la Universidad Nacional Autbnoma de México campus

Juriquilla, Querétaro.

4.2 Métodos
4.2.1 Caracterizacion fitoquimica de una galleta elaborada con harina de frijol
4.2.1.1 Determinacion de polifenoles extraibles

Los polifenoles fueron extraidos de las muestras de galleta molidas (0.5 g) con 20
mL de una solucién de metanol:agua 50:50 (v/v) a pH 2, la mezcla se agit6 durante
60 min a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se centrifugo a 5000 x g
por 10 min a 4 °C, y se recuperd el sobrenadante. Se agregaron 20 mL de una
solucion de acetona:agua 70:30 (v/v) al residuo, y se realiz6 la extraccion
previamente descrita (Hassan y col., 2011). Finalmente, los sobrenadantes fueron

se mezclaron para la cuantificacion de polifenoles y flavonoides totales.

4.2.1.1.1 Cuantificacion de polifenoles totales

Se mezcld una alicuota de 10 pL del extracto de polifenoles con 65 uL de agua
destilada y 37.5 uL de reactivo de Folin Ciocalteu 1N, y se agitdé en vortex por 1
min. Posteriormente, se adicionaron 187.5 uL de carbonato de sodio al 20% (p/v) y
se dej6 reposar durante 30 min a temperatura ambiente y oscuridad. Se realiz6 la
medicion de las absorbancias a 760 nm (Singleton y col.,1999) y los resultados se
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expresan como mg equivalentes de acido galico por g de muestra (mg GAE/Q).

4.2.1.1.2 Cuantificacion de flavonoides totales

Se mezcld una alicuota de 100 uL del extracto de polifenoles con 7.5 uL de nitrito
de sodio al 5% (w/v), 15 uL de cloruro de aluminio al 10% (p/v), 50 uL de hidroxido
de sodio 1 My 77.5 uL de agua destilada. Se agitd la mezcla en vortex durante 1
min y se dejé reposar durante 30 min a temperatura ambiente y oscuridad. Se
realiz6 la medicion de las absorbancias a 510 nm (Heimler y col., 2006) y se
expresaron los resultados como mg equivalentes de catequina por g de muestra
(mg CE/qg).

4.2.1.2 Cuantificacion de saponinas totales

Las saponinas fueron extraidas de las muestras molidas (25 mg) con 500 uL de
una solucion de metanol al 80% (v/v). Las muestras se centrifugaron a 14000 x g
durante 5 min a 4 °C y se recuperd0 el sobrenadante. Posteriormente, se
adicionaron 500 uL de la solucion de metanol al 80% (v/v) al residuo, y se realizo la
extraccién previamente descrita. Finalmente, se mezclaron los sobrenadantes, se
evaporaron a sequedad y se re-suspendio la muestra en 200 uL de metanol. Para
la cuantificacion de saponinas totales, se tomé una alicuota de 100 uL de muestra y
se le adicionaron 500 uL de una solucién de vainillina al 8 % en etanol (w/v) y 5 mL
de una solucion de acido sulfarico al 72% (v/v). La mezcla se incub6 a 60 °C
durante 10 min, y posteriormente se enfri6 en un bafio de hielo. Se realizé la
medicién de las absorbancias a 538 nm (Hiai y col.,, 1976) y se expresaron los
resultados como mg equivalentes de soyasaponina | por g de muestra (mg SSE/Q).
La concentracion de saponinas totales se estim6 por medio de la ecuacion 1, en
donde Abs: absorbancia, PM: peso molecular (943.12 g/mol), €: coeficiente de

extincion molar (5278 1/M-cm) y d: distancia (0.6756 cm).

X =(Abs x PM) / (€ x d) 1)
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4.2.1.3 Cuantificacion de fitoesteroles totales

Las fitoesteroles fueron extraidos de las muestras molidas (25 mg) con 500 uL de
hexano. Las muestras se centrifugaron a 14000 x g durante 5 min a 4 °C y se
recuper6 el sobrenadante. Posteriormente, se adicionaron 500 puL de hexano al
residuo, y se realizo la extraccion previamente descrita. Finalmente, se mezclaron
los sobrenadantes, se evaporaron a sequedad y se re-suspendiod la muestra en 200
uL de metanol. Para la cuantificacion de fitoesteroles totales, se tomé una alicuota
de 100 pL de muestra y se le adicionaron 5 mL de una solucion de hidréxido de
potasio 0.5 M en metanol. La mezcla se incudé a 80 °C durante 60 min.
Posteriormente, se adicionaron 1 mL de agua y 2 mL de hexano, se agitd la mezcla
en vortex por 1 min y se centrifugd a 14000 x g durante 5 min a 4 °C. Se recupero
el sobrenadante, se evapor0 a sequedad y se re-suspendid en 40 ulL de
isopropanol y 300 uL del reactivo enzimatico para colesterol (SpinReact, Girona,
Espafa). Se agitd la mezcla en vortex por 1 min y se incubd a 35 °C durante 15
min. Se realizé la medicion de las absorbancias a 500 nm (Hiai y col., 1976) y se
expresaron los resultados como mg equivalentes de B-sitosterol por g de muestra
(mg SE/g). La concentracion de fitoesteroles totales se estimé por medio de la
ecuacion 1, en donde PM=414.71 g/mol, €=11000 1/M-cm, y d=0.2702 cm.

4.2.1.4 Analisis del perfil de fitoquimicos por HPLC-DAD-MSD

Se utilizaron los extractos de polifenoles, flavonoides y saponinas previamente
descritos para el andlisis de perfil fitoquimico en un sistema de cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) acoplado a un detector de arreglo de diodos
(DAD) y un espectrometro de masas con interfase de ionizacion por electrospray
(ESI-MSD) (Agilent 1100), utilizando una columna Zorbax ODS-18 (15 x 4.6 mm, 5
¥m) a 40 °C. El espectrometro de masas se operé en modo de ionizacién negativa
utilizando las siguientes condiciones, voltaje de capilar de 4000 V, presion de
nebulizador de 40 psi, flujo de gas nebulizador de 10 L/min, temperatura del gas de
nebulizador de 300 °C, voltaje del cuadrupolo de 150 V, voltaje del fragmentador de
130 V. Los espectros de masas se adquirieron en un rango de 80-1200 m/z.
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La separacion de polifenoles se realizé utilizando como fase mdvil agua:acido
férmico 99:1 (A) y acetonitrilo (B) en condiciones de gradiente: 95/5 (A/B) de 0-20
min, 80/20 de 20-25 min, 60/40 de 25-30 min, seguido de 5 min de re-
acondicionamiento con las condiciones iniciales. El flujo de la fase mévil fue de 0.8
mL/min, y se realiz6 la medicion de absorbancias a 280, 320 y 360 nm. La
cuantificacion de acidos fendlicos se realiz6 utilizando estandares de &cidos
fendlicos (&cidos clorogénico, gélico, p-hidroxibenzoico, cafeico, protocatecuico,
cumarico, rosmarinico, feralico, sinapico y elagico) y flavonoides (epicatequina,
catequina, galocatequin galato, epigalocatequin galato, quercetina, hesperidina y

rutina).

La separacion de saponinas se realiz6 utilizando como fase movil acetonitrilo:acido
férmico 99.9:0.1 (A) y agua:acido formico 99.9:0.1 (B) en condiciones de gradiente:
75/25 A/B de 0-3 min, 50/50 de 3-20 min, 20/80 de 20-30 min, seguido de 5 min de
re-acondicionamiento con las condiciones iniciales. El flujo de la fase movil fue de
0.4 mL/min, y se realizé la medicion de absorbancias a 310 nm. La cuantificacién

de fue realizada utilizando soyasaponina | como estandar.

La separacion de fitoesteroles se realiz6 utilizando como fase movil metanol (A) y
agua:acetonitrilo 99:1 (B) en condiciones de gradiente: 85/15 A/B de 0-15 min,
100/0 de 15-30 min, seguido de 5 min de re-acondicionamiento con las condiciones
iniciales. El flujo de la fase movil fue de 0.8 mL/min, y se realizé la medicion de
absorbancias a 205 nm. La cuantificacion de fue realizada utilizando B-sitosterol

como estandar.

4.2.2 Evaluacion del efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre los

niveles de glucosa en ratas sanas

Se realiz6 la administracion intragastrica de una dosis equivalente a 0.2, 0.4 y 0.6
g/dia de galleta con harina de frijol y 0.6 g/dia de galleta comercial, y se administro
agua destilada al control. Las dosis para este estudio se seleccionaron en base en

el consumo de 2 galletas (30 g; 0.2 g/dia), 4 galletas (60 g; 0.4 g/dia) y 6 galletas
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(90 g; 0.6 g/dia) por una persona adulta.

Posteriormente, se realizé la cuantificacion de glucosa en la sangre obtenida de la
cola a los 0, 30, 60, 90 y 120 min utilizando un glucémetro (Accutrend plus Roche
Diagnosis, Mannheim, Alemania). Se calculé el area bajo la curva (AUC) utilizando

la funcidn trapezoidal (Allison y col., 1995).

4.2.3 Evaluacion del efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre la

tolerancia a la glucosa en ratas sanas

Se realiz6 la administracion intragastrica de las galletas utilizando las dosis
descritas anteriormente, seguido de la administracion de glucosa (2 g/kg). Se
cuantificaron los niveles de glucosa a los tiempos descritos anteriormente, y se

calcul6 el AUC.

4.2.4 Evaluacién del efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre las
alteraciones metabodlicas en un modelo de diabetes inducido con una dieta alta en

grasa y estreptozotocina

Las ratas se clasificaron en dos grupos: i) control sano, el cual fue alimentado con
una dieta estandar y ii) diabético, el cual fue alimentado con una dieta alta en grasa
(28%) durante 2 meses. Posteriormente, se realiz6 la induccion de diabetes a los
animales del grupo diabético mediante una inyeccién intraperitoneal de
estreptozotocina (35 mg/kg en una solucién amortiguadora de citratos 0.1 M a pH
4.5). Los animales que presentaron niveles sanguineos de glucosa > 200 mg/dL se
consideraron diabéticos y se clasificaron en cuatro grupos, los cuales se
alimentaron con una dieta alta en grasa suplementada con diferentes
concentraciones de galleta con harina de frijol: i) control diabético (dieta alta en
grasa), ii) 0.2 g/dia, iii) 0.4 g/dia, iv) 0.6 g/dia, v) galleta comercial a una
concentracion de 0.6 g/dia. Después de seis semanas de tratamiento, se realizo el
sacrificio de los animales. Tras un ayuno de 12 horas, los animales se anestesiaron
para la extraccion de sangre por medio de puncién cardiaca. Estas muestras se

centrifugaron para obtener suero y se almacenaron a -70 °C.
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4.2.4.1 Evaluacién del efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre la

resistencia a la insulina en ratas diabéticas

Se llevé a cabo la cuantificacién sérica de glucosa por medio de un kit enzimatico-
colorimétrico (SpinReact, Girona, Espafia) y de insulina por medio de un kit de Elisa
(Abcam, Cambridge, Reino Unido).

4.2.4.2 Evaluacién del efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre el

perfil de lipidos y riesgo cardiovascular en ratas diabéticas

Se llevo a cabo la cuantificacion de triglicéridos, colesterol total, LDL y HDL por
medio de kits enzimaticos-colorimétricos (SpinReact) y de proteina C-Reactiva por
medio de un kit enzimético (Abcam). El indice aterogénico se estimo por medio de

la ecuacion 2.
indice aterogénico=colesterol total (mg/dL)/HDL (mg/dL) (2)

4.2.4.3 Evaluacion del efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre

marcadores séricos de dafio hepéatico en ratas diabéticas

Se realiz6 la cuantificacion de alanina aminotransaminasa (ALT), aspartato
amintransaminasa (AST) y fosfatasa alcalina (ALP) en suero por medio de kits

enzimaticos-colorimétricos (SpinReact).
4.2.5 Analisis estadistico

Los resultados de la caracterizacion fitoquimica se reportaron como la media *
desviacion estandar, mientras que los datos del estudio in vivo se reportaron como
media + error estandar. La evaluacion estadistica de los datos se determind
mediante el analisis de varianza (ANOVA) con un nivel del confianza del 95%,
ademas se realizdé un analisis de comparacion de medias aplicando la prueba de
Tukey-Kramer, mientras que cuando se compar6 contra un control se utilizé la
prueba de t de student. Los resultados se analizaron con el paquete estadistico
JMP 10.0.1.
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5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacion fitoquimica de una galleta elaborada con harina de frijol

El frijol comun se considera un alimento funcional por su importante contenido de
fitoquimicos, tales como compuestos fendlicos, saponinas y fitoesteroles. En el
Cuadro 4 se muestra la cuantificacion de compuestos fendlicos totales e
individuales presentes en la galleta con harina de frijol y en la galleta comercial. La
galleta con harina de frijol presentod el mayor contenido de polifenoles y flavonoides
totales en comparacion con la galleta comercial (27.3 y 78.3%, respectivamente).
Con respecto al perfil de polifenoles, se identificaron 10 acidos fendlicos y 7
flavonoides. Ambas galletas presentaron acido clorogénico como componente
mayoritario, seguido de catequina y epicatequina. Adicionalmente, la galleta con
harina de frijol presenté un alto contenido de rutina, la cual no fue detectada en la

galleta comercial.

En el Cuadro 5 se observa que la galleta con harina de frijol presenté un mayor
contenido de saponinas totales con respecto a la galleta comercial (85.3%).
Adicionalmente, 8 saponinas se identificaron en ambas galletas en concentraciones

similares, siendo soyasaponina Ba el compuesto mayoritario.

Por otro lado, la galleta con harina de frijol presentd un alto contenido de
fitoesteroles totales en comparacion con la galleta comercial, esta uUltima present6
un contenido por debajo del limite de deteccion (Cuadro 6). Sin embargo, el analisis
por HPLC-DAD-MSD permiti6 la identificacion de 9 fitoesteroles libres y 3
fitoesteroles glucésidos en ambas galletas, siendo p-campesterol el compuesto
mayoritario, seguido de p-sitosteril-3-B-D-glucopirandésido y AS5-avenasterol.
Adicionalmente, la galleta con harina de frijol presenté un mayor contenido de A7-
estigmasterol, [-sitosterol, A7-avenasterol, B-campesteril-3-B-glucopirandsido vy

estigmasteril-3-B-glucopirandsido en comparacion con la galleta comercial.
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Cuadro 4. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales e individuales presentes
en una galleta elaborada con harina de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) por
HPLC-DAD-MSD

Tiempo de
retencion (min)

Compuesto Galleta con frijol Galleta comercial

Polifenoles totales

(mg GAE/qg) - 85+ 04a 6.7 £+ 0.4b
Elgg))nmdes totales (mg 04 £ 00a 0.2 + 00b
Perfil de polifenoles (ng/g)
Acido clorogénico 1.7 1528.4 £ 6.5b 1767.3 £ 5.7 a
Epicatequina 2.3 192.0 £ 3.7Db 2351 + 14a
Catequina 2.7 100.3 £ 3.3b 1906 £ 1.6a
Acido galico 3.7 76 £ 0.1a 85 + 05a
Acido 4-hidroxibenzoico 4.3 435 £ 0.8a 253 £ 0.1b
Acido cafeico 13.7 246 £ 0.3a DLD
Protocatecuico 14.3 69.9 £ 04a 22 £ 00Db
Galocatequin galato 14.8 0.8 £ 0.0a DLD
Epigalocatequin galato 15.9 20 £ 0.0b 28 £ 0.1a
Acido cumarico 16.1 0.8 + 0.01b 1.6 + 0.0a
Acido rosmarinico 16.6 DLD 38 +0.1a
Quercetina 18.1 387 + 0.2a 27.2 + 04b
Acido ferulico 18.9 52 + 0.1a DLD
Acido sinapico 21.2 1.3 £+ 00a DLD
Acido elagico 22.2 14.1 + 05a DLD
Hesperidina 23.5 109 £ 0.1a DLD
Rutina 27.8 1079 + 15a DLD

Los datos son presentados como media + desviacion estandar (n=3). Las letras
diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba
de t de student. GAE: equivalentes de acido gélico, CE: equivalentes de catequina,
DLD: debajo del limite de deteccion.



Cuadro 5. Cuantificacion de saponinas totales e individuales presentes en una
galleta elaborada con harina de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) por HPLC-
DAD-MSD

Tiempo de
retencion (min)

Compuesto Galleta con frijol Galleta comercial

Saponinas totales - 185 + 1.8a 9.99 + 0.86b

(mg SSE/Q)
Perfil de saponinas (ug SSE/g)

Faseosido | 8.4 04 £+ 0.0b 05 £ 00a
Soyasaponina Ba 12.6 10 £ 00a 0.8 £+ 00b
Soyasaponina Bb 15.9 0.3 £00Db 04 £ 00a
Soyasaponina Af 17.2 0.3 £ 00a 0.2 £ 00b
Soyasaponina Bd 19.5 0.3 £ 00a 0.3 £ 00a
Soyasaponina yg 22.4 04 + 00a 0.3 £+ 00D
Soyasaponina g 24.3 0.6 £ 0.0a 04 £ 00Db
Soyasaponina ag 24.7 04 £ 00a 0.3 £00b

Los datos son presentados como media + desviacién estandar (n=3). Las letras
diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba
de t de student. SSE: equivalentes de soyasaponina I.

5.2 Efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre los niveles de glucosa

en ratas sanas

Se llevod a cabo la evaluacion del aporte de glucosa de las galletas en ratas sanas,
para lo cual se realiz6 la administracion equivalente a 0.2, 0.4 y 0.6 g/dia de galleta
con harina de frijol y 0.6 g/dia de galleta comercial, y se realiz6 del monitoreo de los
niveles de glucosa en sangre durante 120 min (Figura 5a). El pico hiperglucémico
de los animales tratados con todas las galletas se presentd a los 30 min, siendo la
galleta comercial la que presentd el valor mas alto de glucosa (160 mg/dL),
mientras que no se observd una diferencia significativa entre las tres dosis
administradas de galleta con harina de frijol (132.5-136.5 mg/dL). Después de 120
min, todos los animales tratados con las galletas de harina de frijol presentaron
niveles de glucosa basales similares al control negativo (98.5-99.5 mg/dL), mientras
gue los animales tratados con galleta comercial presentaron valores ligeramente

mayores (112 mg/dL). Respecto a los valores de AUC, se observan valores
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similares entre las tres dosis de galletas de harina de frijol y el control negativo,
mientras que la galleta comercial presenta valores mas altos de AUC en

comparacion con el control negativo (22.9%) (Figura 5b).

Cuadro 6. Cuantificacion de fitoesteroles totales e individuales presentes en una
galleta elaborada con harina de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) por HPLC-

DAD-MSD
Compuesto T'e”."?o de_ Galleta con frijol Galleta comercial
retencion (min)
Fitoesteroles totales
(mg SE/Q) - 158 £ 2.1a DLD
Perfil de fitoesteroles
(ug SE/Q)
Brasicasterol 2.1 39 £ 00a 3.3 £00Db
Ergosterol 2.3 27 £ 00a 1.2 £ 00b
Fucosterol 2.7 40 = 0.0a 21 £ 00Db
A5-Avenasterol 3.8 10.7 £+ 0.1a 7.3 £ 00b
A7-Estigmasterol 6.3 79 £+ 0.0a 48 £ 00b
B-Sitosterol 7.3 126 £ 0.2a 14 £ 00b
B-Campesterol 8.7 235 £ 0.0a 13.7 £+ 0.7b
A7-Avenasterol 16.9 6.9 £ 0.1a 18 £ 0.0b
Estigmastanol 17.1 48 £ 0.0b 57 £ 0.0a
p-Sitosteril-3-B-D- 19.3 184 + 0.la 121 + 0.0b
glucopiranésido
p-Campesteril-3-$-D- 20.4 39 + 00a 0.3 % 00b
glucopiranésido
Estigmasteril-3-B-D- 20.7 35 + 0.0a 1.7 + 00b

glucopiranésido

Los datos son presentados como media + desviacién estandar (n=3). Las letras
diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba
de t de student. SE: B-sitosterol, DLD: debajo del limite de deteccidn.

5.3 Efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre la tolerancia a la

glucosa en ratas sanas

Se realiz6 la evaluacién del efecto de las galletas sobre tolerancia a la glucosa en
ratas sanas, a las cuales se administraron las dosis de cada galleta, seguido de
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una carga de glucosa, y se llevo a cabo el monitoreo de los niveles de glucosa en
sangre durante 120 min (Figura 6a). El pico hiperglucémico de todos los animales
se present6 a los 30 min, siendo la galleta comercial la que presenté el valor méas
alto de glucosa (205 mg/dL). Por otro lado, los animales tratados con la dosis baja
de la galleta con harina de frijol (0.2 g/dia) presentaron niveles de glucosa similares
al control negativo, mientras que las dosis intermedia y alta de galleta con harina de
frijol (0.4 y 0.6 g/dia) disminuyeron el pico hiperglucémico en comparacion con el
control negativo (10.9 y 13.8%, respectivamente).

=@=Control (-) == Galleta de frijol (
«=QGalleta de frijol (0.4 g/dia) =E=Galleta de frijol (
=o=Galleta comercial (0.6 g/dia)
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Figura 5. Glucosa en suero de ratas sanas tratadas con galletas elaboradas con
harina de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.). (a) y area bajo la curva (AUC) (b).
Los datos son presentados como media + error estandar (n=4). Las letras
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey.
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Figura 6. Tolerancia a la glucosa en ratas sanas tratadas con galletas elaboradas
con harina de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.). (a) y area bajo la curva (AUC)
(b). Los datos son presentados como media = error estandar (n=4). Las letras
diferentes indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba de Tukey.

Después de 120 minutos, el control negativo presentd niveles de glucosa basales
(117 mg/dL); sin embargo, ninguno de los tratamientos logré esta normalizacion
(135-157 mg/dL). Los animales tratados con la dosis baja y alta de la galleta con
harina de frijol (0.2 y 0.6 g/dia, respectivamente) presentaron valores de AUC
estadisticamente similares al control negativo, mientras que los animales tratados

con la dosis intermedia de galleta con harina de frijol (0.4 g/dia) presentaron un
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aumento en los niveles de glucosa a los 120 min. Por otro lado, la administracion
de la galleta comercial (0.6 g/dia) increment6é de manera significativa los valores de

AUC en comparacion con el control negativo (12.5%) (Figura 6b).

5.4. Efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre las alteraciones

metabolicas en ratas diabéticas
5.4.1 Resistencia a la insulina

Se evalu6 el efecto de la galleta con harina de frijol en un modelo de diabetes
inducida con una dieta alta en grasa y estreptozotocina. En el Cuadro 7 se
presentan los resultados correspondientes a la determinacion de los niveles de
glucosa e insulina en suero. El grupo control diabético presentd un incremento
significativo en los niveles séricos de glucosa en comparacion con el grupo control

sano (2.4 veces), asi como una disminucién en los niveles de insulina (1.4 veces).

Los animales tratados con la dosis baja de la galleta con harina de frijol (0.2 g/dia) y
con la galleta comercial (0.6 g/dia) presentaron un incremento en los niveles
séricos de glucosa con respecto al grupo control diabético (6.3 y 9.5%,
respectivamente), mientras que los animales tratados con la dosis intermedia y alta
(0.4 y 0.6 g/dia) presentaron una disminucion en dichos valores (~1.1 veces). Sin

embargo, no se observaron diferencias significativas (p<0.05).

Con respecto a los niveles séricos de insulina, todos los grupos tratados con la
galleta con harina de frijol y galleta comercial mostraron un incremento significativo
(p<0.05) con respecto al grupo control diabético (1.1-1.3 veces), siendo la dosis alta
de galleta con harina de frijol (0.6 g/dia) la que present6 el mayor efecto benéfico.
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Cuadro 7. Efecto de una dieta suplementada con una galleta elaborada con harina
de frijol coman (Phaseolus vulgaris L.) sobre los niveles séricos de glucosa e
insulina en ratas diabéticas

Grupo Glucosa Insulina
P (mg/dL) (ng/mL)
Control sano 1342 + 4.8¢c 1.0 +00a

I+

Control diabético 319.9 272ab 0.6 +=0.0d

Galleta con frijol 340.2 + 20.6a 0.7 £00c
(0.2 g/dia)
Galleta con frijol 291.8 + 11.3ab 0.7 x0.0c
(0.4 g/dia)
Galleta con frijol 2785 + 151ab 08 +=00b
(0.6 g/dia)
Galleta comercial 350.3 + 146a 0.7 £00c
(0.6 g/dia)

Los datos son presentados como media + error estandar (n=7). Las letras
diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba
de Tukey. UA: unidades arbitrarias.

5.4.2 Riesgo cardiovascular

El grupo control diabético presenté un incremento significativo en los niveles
séricos de triglicéridos (1.8 veces), colesterol total (1.6 veces) y LDL (1.5 veces),
asi como una disminucion significativa en los niveles de HDL (1.4 veces) con
respecto al grupo control sano, lo cual se vio reflejado en un incremento del indice
aterogénico (2.6 veces), sugiriendo el desarrollo de alteraciones cardiovasculares
(Cuadro 8). Asimismo, el grupo control diabético presentd un incremento
significativo en los niveles de proteina C-reactiva (2.4 veces) con respecto al control
sano (Figura 7).

La administracion de 0.4 y 0.6 g/dia de galleta con harina de frijol disminuy6
significativamente (p<0.05) los niveles séricos de triglicéridos (1.2 y 1.3 veces,
respectivamente), colesterol total (1.2 y 1.3 veces, respectivamente), colesterol LDL
(~1.3 veces), e incremento los niveles de HDL (1.5 y 1.7 veces, respectivamente)
con respecto al grupo control diabético. Mientras que la dosis baja de galleta con
harina de frijol (0.2 g/dia) unicamente disminuyo los niveles de LDL (1.1 veces) e

incrementé HDL (1.3 veces). Por otro lado, los animales tratados con la galleta
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comercial (0.6 g/dia) presentaron niveles séricos de triglicéridos, colesterol total y
LDL similares al grupo control diabético, mientras que presentaron una disminucion

significativa de HDL (1.5 veces).

Con respecto al indice aterogénico, la administracion de todos los tratamientos
disminuyo significativamente (p<0.05) dichos valores con respecto al grupo control
diabético (1.4-2.4 veces), siendo que la dosis alta de galleta con harina de frijol (0.6
g/dia) presentd el mayor efecto benéfico, al tener valores similares al grupo control
sano. Por otra parte, los grupos de animales tratados con la dosis intermedia y alta
de galleta con harina de frijol (0.4 y 0.6 g/dia), asi como con la galleta comercial
(0.6 g/dia), presentaron una disminucién significativa en los niveles de proteina C-
reactiva (1.2-1.3 veces), observandose el mayor efecto benéfico con la dosis alta
de galleta con harina de frijol (0.6 g/dia) (Figura 7).

450 -
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Figura 7. Efecto de una dieta suplementada con una galleta elaborada con harina
de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) sobre los niveles séricos de proteina C-
reactiva en ratas diabéticas. Los datos son presentados como media + error
estdndar (n=7). Las letras diferentes en cada columna indican diferencia
significativa (p<0-05) por la prueba de Tukey.
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5.4.3 Marcadores séricos de dafio hepatico

En el Cuadro 9 se presentan los resultados correspondientes a la determinacion de
la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina, alanina aminotransaminasa y
aspartato aminotransferasa (ALP, ALT y AST, respectivamente). El grupo control
diabético presentd un incremento significativo (p<0.05) en la actividad de ALP (3.0
veces) y ALT (1.5 veces) con respecto al grupo control sano, mientras que para la

actividad de AST no se observé una diferencia significativa.

Los animales tratados con ambas galletas presentaron un incremento en la
actividad de ALP (1.2-1.5 veces), siendo que la dosis intermedia y alta de galleta
con harina de frijol fueron las que presentaron los valores mas altos. Por otro lado,
la administracion de galleta con harina de frijol disminuy6 la actividad de ALT en
comparacién con el grupo control diabético (~1.2 veces), mientras que los animales
tratados con galleta comercial presentaron un incremento en la actividad de ALT
(1.2 veces); sin embargo, no se observo una diferencia significativa (p<0.05). Con
respecto a AST, la administraciéon de todos las dosis de galletas de harina frijol
disminuy6 significativamente (p<0.05) este parametro (1.4-1.5 veces), presentando
un efecto similar entre los tratamientos; mientras que no se observé una diferencia
significativa (p<0.05) entre los animales tratados con la galleta comercial, el grupo

control diabético y el grupo sano.
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Cuadro 9. Efecto de una dieta suplementada con una galleta elaborada con harina
de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) sobre marcadores séricos de dafio hepatico
en ratas diabéticas.

Grupo ALP ALT AST
P (UIL) (UIL) (UIL)

Control sano 875 + 3.8d 128 + 0.6¢C 384 + 21a
Control diabético 264.0 + 16.0c 189 + 2.1 ab 39.7 £+ 3.3a
Galleta confrijol 356 4 4 161pc 155 + 08b 226 + 1.3¢
(0.2 g/dia)
Galleta con frijol
(0.4 g/dia) 4006 + 245a 154 + 1.1Db 210 £+ 11c
Galleta con frijol
(0.6 g/dia) 3939 = 37.6a 148 + 1.1b 211 + 3.7¢c
Galleta comercial - 3,67 4 1744ap 223 £ 2.3a 34.7 + 29ab
(0.6 g/dia)

Los datos son presentados como media + error estandar (n=7). Las letras
diferentes en cada columna indican diferencia significativa (p<0.05) por la prueba
de Tukey. ALP: fosfatasa alcalina. ALT: alanina aminotransferasa. AST: aspartato
aminotransferasa.
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6 DISCUSION
6.1 Caracterizacion fitoquimica de una galleta elaborada con harina de frijol

En este estudio se evalud el efecto antidiabético de una galleta elaborada con
harina de frijol comun, utilizando un galleta comercial de avena con fines
comparativos. Tanto el frijol coman, como la avena, son considerados alimentos
funcionales debido a su importante contenido de fitoquimicos, tales como
compuestos fendlicos, saponinas y fitoesteroles, entre otros, los cuales son
responsables de su efecto antidiabético (Lomas y col., 2015; Belobrajdic y Bird,
2013). Por lo tanto, se llevd a cabo la cuantificacion de compuestos fendlicos,

saponinas y fitoesteroles totales e individuales.

La galleta con harina de frijol presenté un mayor contenido de fitoquimicos totales
con respecto a la galleta comercial. La galleta con harina de frijol presentd acido
clorogénico, epicatequina, catequina y rutina como polifenoles mayoritarios, los
cuales han sido identificados previamente en frijol comun cocido (Espinosa y col.,
2006), y se ha reportado que presentan efectos hipoglucémicos en ratas diabéticas
(Kamalakkanan y Prince, 2006; Matsui y col., 2007; Ong y col., 2012). Por otro lado,
la galleta comercial present6 un alto contenido de acido clorogénico, epicatequina y
catequina. Los principales polifenoles reportados en avena cruda son vanillina y
acido cumérico (Chen y col., 2004), sin embargo éste ultimo fue identificado como

compuesto minoritario en la galleta comercial.

Por otro lado, ambas galletas presentaron un perfil de saponinas similar, siendo
soyasaponina Ba (V) el compuesto mayoritario, seguido por soyasaponina Bb (I).
Dichos compuestos pertenecen al grupo de saponinas B, las cuales se caracterizan
por presentar un grupo glucosido unido al C-3 y un grupo hidroxilo unido al C-22
(Guajardo y col., 2012). Se ha reportado que las saponinas presentan diversos
efectos benéficos a la salud, tales como antioxidantes e hipoglicémicos (Oishi y
col., 2007).

31



La galleta con harina de frijol presentd una mayor concentracién de fitoesteroles
totales en comparacion con la galleta comercial, siendo los principales compuestos
identificados en ambas galletas p-campesterol, sitosteril-3--D-glucopiranésido y
A5-avenasterol, asi como el B-sitosterol en la galleta con harina de frijol. Se ha
reportado el B-sitosterol como el fitoesterol mayoritario en frijol comdn crudo
(Chavez y col., 2014); sin embargo, la galleta con harina de frijol presentd B-
campesterol como componente principal. Asimismo, se ha reportado que B-
sitosterol y A7-avenasterol son fitoesteroles mayoritarios en avena (Halima y col.,
2015), sin embargo, estos compuestos fueron identificados como componentes

minoritarios en la galleta comercial.

Se ha reportado que el consumo de 2 g/dia de dichos compuestos bioactivos
reduce significativamente los niveles de colesterol y LDL en plasma, asi como el
riesgo cardiovascular (NCEP, 2001; FDA, 2010). Adicionalmente, se ha reportado
que la administracion oral de p-sitosterol (10-20 mg/kg) disminuye los niveles
séricos de glucosa y mejora el estado antioxidante en ratas diabéticas (Gupta y
col.,, 2011). Es importante mencionar que las diferencias observadas en el perfil
fitoquimico de las galletas en estudio, en comparacion con lo reportado para frijol
comun y avena, podria estar relacionado con la formulacion de las galletas, asi

como el proceso de horneado.

6.2 Efecto de una galleta elaborada con harina de frijol sobre las alteraciones

metabolicas en un modelo de diabetes

La diabetes es un trastorno metabdlico que se caracteriza por un estado de
hiperglucemia croénica, y es consecuencia de una deficiencia en la produccién de
insulina o una incapacidad del organismo para utilizarla eficazmente. Esta
enfermedad puede controlarse a través de la reduccion de los niveles sanguineos
de glucosa y, por lo tanto, la prevencion del desarrollo de las complicaciones de
esta enfermedad. Se ha reportado que algunos fitoquimicos, tales como
compuestos fendlicos, saponinas y fitoesteroles, tienen propiedades antidiabéticas
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gue pueden ayudar a reducir las complicaciones de esta enfermedad (Adams y
Standridge, 2006). Por lo tanto, el alto contenido de &cidos fendlicos, flavonoides,
saponinas Y fitoesteroles en ambas galletas sugiere que éstas podrian presentar un
efecto benéfico sobre el desarrollo de diabetes.

El tratamiento con 0.6 g/dia de galleta con harina de frijol present6 el mayor efecto
hipoglucémico en ratas diabéticas, lo que podria estar relacionado con una mayor
produccion/secrecion de insulina. Adicionalmente, en el estudio agudo de tolerancia
a la glucosa, los animales sanos tratados con una dosis equivalente a 0.6 g/dia de
galleta con harina de frijol presentaron una reduccion significativa en el pico
hiperglucémico. Por lo tanto, el efecto hipoglucemiante de dicha dosis también

podria estar relacionado con una menor absorcion intestinal de glucosa.

El efecto hipoglucemiante de la galleta con harina de frijol podria estar relacionado
con su alto contenido de compuestos fitoquimicos. Se ha reportado que rutina
disminuye los niveles séricos de glucosa en ratas diabéticas por medio de la
inhibiendo de enzimas hepéticas involucradas en glucdlisis y gluconeogénesis,
tales como hexocinasa, glucosa-6-fosfatasa y fructosa-1,6-bifosfatasa, lo que se ve
reflejado en una menor producciéon de glucosa hepatica (Kamalakkannan y Prince,
2006). Por otro lado, la administracibn de &cidos cafeico y protocatecuico
incrementa la internalizacion de glucosa en adipocitos por medio del aumento en la
expresion del transportador de glucosa-4 (GLUT4) (Hsu y col., 2000; Scazzochio y
col., 2011). Por su parte, el B-sitoesterol incrementa la fosforilaciéon de la proteina
cinasa activada por AMP en la subunidad a (AMPKa) y de acetil-CoA carboxilasa
(ACC), estimulando la captacién de glucosa en células musculares (Hwang y col.,
2008); mientras que las saponinas mejoran la respuesta a insulina en ratas
diabéticas (Liu y col., 2006).

Por otro lado, la galleta comercial incrementd los niveles séricos de glucosa en
ratas diabéticas, presentando un efecto perjudicial. Sin embargo, se ha reportado
que los compuestos mayoritarios identificados en la galleta comercial presentan

efectos hipoglucémicos. Por ejemplo, el acido clorogénico estimula el transporte de
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glucosa en musculo esquelético en ratones diabéticos, e inhibe la captacion
intestinal de este monosacarido (Johnston y col.,, 2003; Ong y col.,, 2012).
Asimismo, el &acido clorogénico estimula la secrecion de insulina en células
pancreaticas (Tousch y col., 2008), disminuye la actividad de glucosa-6-fosfatasa,
disminuyendo la produccion de glucosa hepatica (Jin y col., 2015). Por otro lado, la
catequina y la epicatequina inhiben la actividad de a-glucosidasa, enzima
involucrada en la digestion intestinal de carbohidratos (Matsui y col., 2007).
Ademas, la catequina aumenta la sensibilidad a la insulina (Vazquez y col., 2015).
Por lo tanto, estos resultados sugieren que el efecto benéfico de los compuestos
bioactivos de la galleta comercial no contrarresta el efecto perjudicial del alto aporte
de glucosa de dicha galleta, ya que se observé un incremento significativo en el
pico hiperglucémico de ratas sanas tras su administracion, con o sin la carga de

glucosa.

Una de las principales complicaciones de la diabetes es la dislipidemia, la cual se
caracteriza por un aumento en los niveles séricos de triglicéridos, colesterol y LDL,
asi como por una disminucion en los niveles de HDL, y se considera un factor de
riesgo en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (Zhang y Lu, 2015). Por

lo tanto, se evalud el efecto hipolipidémico de la galleta con harina de frijol.

La administraciéon de la dosis intermedia y alta de la galleta con harina de frijol (0.4
g/dia y 0.6 g/dia) disminuyd significativamente los niveles séricos de triglicéridos,
colesterol y LDL e increment6 los niveles de HDL, lo que se vio reflejando en la
reduccion significativa del indice aterogénico, presentando un mayor efecto
protector que la galleta comercial. Asimismo, dichos tratamientos disminuyeron los
niveles séricos de proteina C-reactiva, la cual se considera un factor de riesgo
cardiovascular. Este efecto hipolipidémico y cardioprotector podria estar
relacionado con la presencia de diversos compuestos fendlicos, saponinas y
fitoesteroles. Se ha reportado que la administracion de rutina y acido protocatecuico
disminuye la expresidon de enzimas lipogénicas, tales como sintasa de &cidos
grasos (FAS), acetil-CoA carboxilasa (ACC), esteril-CoA desaturasa (SCD) y HMG-
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CoA reductasa (HMGCR) (Liu y col., 2010; Wu y col., 2011). Por otro lado, los
compuestps B-sitosterol, sitosteril-3-B-glucopirandsido (glucésido de B-sitosterol) y
diversas soyasaponinas, reducen la solubilidad del colesterol en las micelas
intestinales, ya que compiten con el colesterol en la formacién de dichas micelas,
disminuyendo su absorcidon intestinal. Ademas, se ha demostrado que los
fitoesteroles de frijol comun disminuyen la lipogénesis hepéatica via la inhibicion de
la proteina de unién al elemento de respuesta de esteroles (SREBP-1) y FAS.
(Jesch y Carr, 2006; Chavez y col., 2013; Chavez y col., 2014; Ramirez y col.,
2015).

Adicionalmente, el efecto hipolipidémico de la dosis alta de harina de frijol (0.6
g/dia) podria estar relacionado con su actividad hipoglucémica, debido a que la
glucosa promueve la actividad de la proteina de union del elemento de respuesta a
carbohidratos 1 (ChREBP-1), la cual promueve la expresion de genes involucrados
en la sintesis de acidos grasos, tales como FAS, SCD y ACC, los cuales

incrementan los niveles de triglicéridos en suero (Dentin y col., 2006).

Por otro lado, la galleta comercial nicamente mejoré los niveles séricos de HDL, lo
gue se vio reflejado en una disminucion del indice aterogénico, asimismo disminuyo
los niveles séricos de proteina C-reactiva. Sin embargo, se ha reportado que la
administracion de avena (componente principal de la galleta comercial) no
incrementa significativamente los niveles séricos de HDL ni presenta efectos anti-
inflamatorios (McGeoch y col., 2013; Thies y col., 2014). Asimismo, los compuestos
mayoritarios identificados en la galleta comercial, tales como el &cido clorogénico,

la catequina y la epicatequina, no han sido evaluados sobre dichos efectos.

La diabetes genera el desarrollo de varias complicaciones, tales como dafio
hepatico, el cual es consecuencia del estrés oxidativo e inflamacion provocados por
la hiperglicemia. La hiperglicemia incrementa la produccion de especies reactivas
de oxigeno y nitrogeno (ERO y ERN), provocando un aumento en la activacion del

factor nuclear (NF-kB), el cual promueve la sintesis de citocinas pro-inflamatorias,
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tales como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la interleucina 6 (IL 6)
(Elmarakby y Sullivan, 2012).

En higado, las ERO/ERN vy citocinas inflamatorias desencadenan la disfuncion
mitocondrial de los hepatocitos, provocando la muerte celular mediante apoptosis y
necrosis, lo que resulta en la liberacion al plasma de varias enzimas, tales como
ALT, AST y ALP, las cuales son consideradas marcadores de dafio hepatico
(Schwabe y Brenner, 2006). En consecuencia, el grupo control diabético presentd
un incremento en la actividad sérica de ALP y ALT, sugiriendo el desarrollo de

lesiones hepaticas tempranas.

No se observé una tendencia clara en el efecto de ambas galletas sobre el dafio
hepético, ya que la suplementacion con las dos galletas no afecté los niveles
séricos de ALT, mientras que las tres dosis de la galleta con harina de frijol
disminuyeron la actividad AST comprado con los dos grupos control. Inversamente,
ambas galletas incrementaron la activad sérica de ALP en comparacién con el
grupo diabético. Se ha reportado que un incremento de 5 veces en ALT, AST y ALP
refleja dafio hepatico (Giannini y col., 2005). Por lo tanto el tratamiento con ambas
galletas no reflejo un efecto benéfico ni perjudicial sobre el dafio hepatico inducido

por diabetes.
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7 CONCLUSIONES

La administracion de 0.4 y 0.6 g/dia de la galleta con harina de frijol disminuyo
ligeramente lo niveles séricos de glucosa en ratas diabeticas, lo cual se asocia a un
incremento significativo en la produccion y/o secrecién de insulina, asi como a una

disminucién en la adsorcion intestinal de glucosa.

Los tratamientos con la dosis intermedia y alta de la galleta con harina de frijol (0.4
y 0.6 g/dia) disminuyeron significativamente el riesgo cardiovascular, presentando
un mayor efecto que la galleta comercial.

Con respecto al dafio hepéatico, no se observé ningun efecto benéfico o dafino con

la administraciéon de la galleta con harina de frijol.

La galleta con harina de frijol present6 alto contenido de rutina, &cido
protocatecuico, acido cafeico, B-sitosterol, y soyasaponinas, lo que podria estar

asociado a sus efectos benéficos.

Estos resultados sugieren que la harina de frijol puede emplearse como ingrediente

funcional en la elaboracion de productos nutracéuticos con efectos antidiabéticos.
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