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1 RESUMEN 

La obesidad es un problema de salud que a lo largo de los últimos 50 años se ha convertido 

en una pandemia trayendo consigo el desarrollo de enfermedades crónicas como la 

diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), problemas cardiovasculares, hígado graso y cáncer 

contribuyendo a una reducción de la esperanza de vida y un aumento en los gastos del 

Sector Salud. Aunado a este problema, se ha visto en aumento el consumo de suplementos 

alimenticios en el mercado, con el fin de contrarrestar los efectos causados por la obesidad.  

 Muchos de estos suplementos tienen compuestos con efecto antioxidante, entre 

ellos están los polifenoles, vitamina D, vitamina C, tocoferoles, etc. Estos compuestos 

disminuyen el estrés oxidante y la inflamación provocada en el tejido adiposo por una 

hipertrofia (aumento de tamaño) e hiperplasia (aumento de número) de adipocitos, 

principales reservas de grasa en el cuerpo que se ven afectadas en un estado de obesidad. 

En México, uno de los principales alimentos que se producen es el frijol Phaseolus vulgaris, 

que en su distribución y venta, genera residuos derivados de las testa (cáscara del frijol), 

donde se encuentran primordialmente los antioxidantes en la semilla. 

En este proyecto se evaluaron dos extractos polifenólicos, derivados de dos 

variedades de frijol: Negro Albicampo (NA) y Flor de Junio (FJ), en un modelo in vitro de 

células 3T3-L1 expuestas a lipopolisacárido (LPS) como el estimulante del proceso 

inflamatorio.  

Cualitativamente se observó la presencia de azúcares en ambos extractos, siendo el 

extracto de NA el que presentó una mayor cantidad de azúcares.  

Cuantitativamente se determinaron las concentraciones de fenoles y taninos 

totales. Los extractos derivados de NA en comparación con el extracto de FJ, muestran una 

mayor cantidad de mg equivalentes de ácido gálico y tánico, 84.01 (67.80) mg/100 g de 

muestra y 73.10 (57.48) mg/100 g de muestra, respectivamente. En el ensayo 

de flavonoides totales, ambos extractos presentaron valores de mg equivalentes 

de quercetina similares: 33.43 mg/100 g muestra NA y 33.98 mg/100 g muestra FJ.  En la 

determinación de la capacidad antioxidante con 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH) se obtuvo 
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un 51.93% de atrapamiento del radical utilizando el extracto de NA y 30.62% con el 

extracto FJ.  

Se realizaron ensayos de viabilidad celular en células 3T3-L1 con la adición de 1000 

ng de LPS / mL de medio, seleccionando tres concentraciones a utilizar de ambos extractos: 

10, 80 y 150 µg/ mL. Los resultados obtenidos muestran que el uso de estos extractos 

polifenólicos aumentan la viabilidad celular, aún después de ser sometidos a una condición 

de estrés con el LPS. 
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2 INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 
El aumento en el consumo de alimentos procesados que en general son altos en sodio, 

grasas y azúcares ha contribuido en los últimos años al desarrollo de trastornos que forman 

parte del llamado “Síndrome Metabólico”. Tomando como referencia lo descrito por el 

National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III (ATP III), este síndrome 

abarca diferentes condiciones como hipertensión, colesterol y triglicéridos en sangre 

elevados, y alteración en el metabolismo de glucosa, además de una condición de obesidad 

que disminuye la expectativa de vida1. 

 La Organización Mundial de la Salud (OMS) reporta un aumento en la de obesidad 

en los últimos diez años en aproximadamente el 35% de la población mundial2. Este 

aumento está relacionado directamente con el consumo  de alimentos procesados que, 

acompañados de un estilo de vida sedentario, promueven un aumento de peso 

significativo3,4.  

 La obesidad es una condición en la cual hay una sobre acumulación de tejido adiposo 

en las zonas subcutáneas y abdominales del individuo. Durante esta acumulación, el tejido 

adiposo comienza a tener un papel fundamental en ciertos procesos patológicos y 

fisiológicos produciendo y liberando adipocinas y citocinas inflamatorias, además de 

provocar un estado de estrés oxidante dañino para las células  causando su muerte5. 

 Investigaciones anteriores, han demostrado el uso de compuestos polifenólicos 

como tratamientos para reducir los efectos negativos causados en una condición de 

obesidad.  Por ejemplo, las hojas de té verde han sido de los alimentos más estudiados por 

la cantidad de polifenoles y beneficios a la salud que se les atribuyen6,7. Dentro de estos 

estudios se ha observado la acción de los polifenoles (3-galato de epigalocatequina) contra 

la acumulación de tejido adiposo y la reducción en la expresión de genes adipogénicos. De 

igual forma, Park et. al. en 2019 estudió el efecto de un concentrado de 12 hierbas 

medicinales provenientes de Asia en un modelo in vitro de células fibroblásticas de pre-

adipocitos (3T3-L1), observando una inhibición en la formación de las gotículas de grasa8.  
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En este proyecto, se estudiaron los efectos de dos extractos polifenólicos derivados 

de la testa del frijol (capa externa de la leguminosa) en un modelo celular de adipocitos, 

células 3T3-L1 expuestas a LPS. 

 El frijol es una leguminosa tradicional de la dieta mexicana cuyo consumo ha 

disminuido significativamente. Debido a su aporte nutrimental, resulta importante 

revalorizarlo, por lo que diversos grupos nacionales se han dedicado a su estudio.Por 

ejemplo, en trabajos  realizados en el grupo del laboratorio 312 de la Facultad de Química, 

UNAM: la M. en C. Irma Hernández9, 10 probó una dieta con frijol negro entero cocido, y un 

concentrado de proteína de frijol negro variedad Bola Zacatecas sobre un modelo de 

obesidad inducido por dieta, los resultados obtenidos mostraron respuestas metabólicas y 

de la microbiota intestinal favorables. De igual manera, Jasso en 201911, determinó la 

concentración de fenoles y flavonoides totales de nuevas variedades de frijol generadas por 

el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP). Entre 

estos resultados, se observó que las variedades Negro Albicampo y Flor de Mayo M-38 

mostraron contenidos superiores de polifenoles a otras variedades estudiadas (2.92 mg eq. 

de ác. gálico /g de muestra y 2.19 mg eq. de quercetina/g de muestra para el 

Negro Albicampo y 2.23 y 2.51 respectivamente para Flor de Mayo M-38).  

 Otro trabajo de relevante importancia que se realizado la Universidad del Estado de 

México, fue la encapsulación de un extracto de frijol negro (Phaseolus vulgaris L.) mediante 

secado por aspersión, observando las mejores condiciones de encapsulación, temperatura 

de almacenamiento y estabilidad de los compuestos polifenólicos12. 

 Debido a la disponibilidad de las semillas se eligieron las variedades 

Negro Albicampo, y Flor de Junio para este proyecto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 12 

3 MARCO TEÓRICO 

3.1 La Obesidad, un problema mundial 
 
La OMS define a la obesidad y el sobrepeso como “la acumulación anormal de grasa que 

puede presentar un riesgo a la salud” y se diferencia mediante el índice de masa corporal 

(IMC) del individuo. El IMC involucra el peso (kilogramos) dividido sobre el cuadrado de la 

altura (metros), considerando a una persona con obesa con un IMC > 30 kg/m2 (Tabla 1). De 

acuerdo con datos mostrados por la OMS en 201613, se considera esta condición como uno 

de los más importantes problemas que enfrenta el sector salud actualmente. 

 

Tabla 1. Clasificación de peso de acuerdo a la OMS considerando el IMC. Fuente: OMS,2016 

Categoría IMC (kg/m2) 

Peso bajo <18.2 

Peso Normal 18.5-24.9 

Sobrepeso 25-29.9 

Obesidad I 30-34.9 

Obesidad II 35-39.9 

Obesidad III >40 

 

 La obesidad es consecuencia de desbalance entre la energía consumida y la energía 

gastada, este desbalance puede ser causado por cuestiones genéticas (10-30 %), u otros 

factores ambietales, sociales, psicológicos, entre otros. De acuerdo con estadísticas del 

2016, podemos observar en la Figura 1,  la presencia de obesidad en las distintas regiones 

del mundo y su prevalencia en mujeres y hombres. 
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Figura 1. Obesidad en el mundo. a) Presencia de obesidad en mujeres alrededor del mundo b) 
Presencia de obesidad en hombres alrededor del mundo. Fuente: World Obesity, 201614 
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 En la mayoría de los países, el sector poblacional femenino tiende a presentar un 

mayor riesgo por factores genéticos asociados. Otro factor importante es la educación y el 

nivel socioeconómico, los cuales han demostrado que, dependiendo del ingreso económico, 

la población tiende a mantener una dieta más o menos saludable15.  

3.2 La Obesidad en México. 

México se encuentra en un estado de emergencia desde el 2000 por el alarmante aumento 

de obesidad y diabetes en el país. Alrededor de 72.5% de los adultos presentan obesidad y 

sobrepeso, mayormente en mujeres de edad reproductiva (Figura 2) y residentes de zonas 

rurales. Se calcula que los gastos atribuibles en el Sector Salud para tratar enfermedades 

derivadas de la obesidad se estiman en 151, 894 millones de pesos16, de acuerdo con datos 

del Instituto Nacional de Salud Pública (INSP) publicados en 2016. 
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 ¿A qué se debe este aumento? La dieta mexicana ha sufrido cambios importantes. El 

consumo de verduras, leguminosas y frutas ha disminuido.  Por otra parte, se ha elevado el 

consumo de alimentos con alta densidad energética, procesados o ultra procesados con una 

elevada cantidad de azúcares, grasas, sodio y una baja cantidad de fibra, como muestran 

datos presentados por la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) en 2016 y la 

recopilación mostrada por el grupo de trabajo de Gaona-Pineda et. al., 201817 que se 

muestran en las Figuras 3 y 4. 

 

Figura 2. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en mujeres y hombres mexicanos en el periodo 1988 
a 2016. Fuente: ENSANUT, 2016. 

Figura 3. Porcentaje de consumidores de grupos alimenticios recomendables y no recomendables 
para consumo cotidiano, por grupo de edad. Fuente: Gaona-Pineda, 2018 
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3.3 La obesidad como un estado de inflamación. 
 
La obesidad es un complejo de desórdenes que trae consigo la presencia de un estado de 

inflamación crónica de baja intensidad en reacción al aumento de triglicéridos y colesterol 

en el torrente sanguíneo generando una respuesta protectora en el tejido conectivo 

vascular a un estímulo perjudicial al organismo. Sin embargo, este estado de inflamación 

puede llegar a ser perjudicial para el individuo por la desregulación metabólica implicada y 

la cantidad de moléculas proinflamatorias que recorren el torrente sanguíneo. El exceso 

de triglicéridos en el tejido adiposo estimula la liberación de mediadores 

inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) e interleucina 6 (IL-6), además 

de reducir la producción de moléculas como adiponectina, aumentando el 

estado proinflamatorio y generando un estrés oxidante18. 

 La inflamación se caracteriza principalmente por una permeabilidad vascular para la 

vasodilatación y la presencia de células inflamatorias como macrófagos y citocinas19. El 

tejido adiposo es uno de los principales participantes en esta condición de obesidad, siendo 

considerado como un tejido de reserva de energía, además de ser generador de estas 

moléculas proinflamatorias.  

 

Figura 4. Contribución energética de grupos de alimentos en la población mexicana, y 
recomendación por grupo de edad. Fuente:  ENSANUT, 2016 
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3.4 Tejido adiposo 
 
El tejido adiposo es considerado un órgano metabólicamente activo, que funciona 

principalmente para el almacenamiento de energía y tiene la capacidad de sintetizar una 

cantidad de compuestos activos para la regulación de la homeostasis metabólica influyendo 

en procesos biológicos y fisiológicos importantes. Es un órgano heterogéneo formado por 

diferentes tipos de células: adipocitos maduros, preadipocitos, células endoteliales, 

granulocitos, linfocitos y macrófagos20,,21. 

 El tejido adiposo se divide en dos tipos (Figura 5): tejido adiposo pardo y tejido 

adiposo blanco. El tejido adiposo pardo posee adipocitos multiloculares con una expresión 

de la proteína desacoplante 1 (UCP-1), responsable de la actividad termogénica del tejido, 

encontrándose principalmente en bebés y posteriormente disminuye en la etapa adulta22. 

El tejido adiposo blanco es el encargado del almacenamiento de la glucosa pospandrial  en 

forma de triglicéridos (reserva en energética en condiciones de ayuno) y es también un 

órgano con funciones endocrinas que secreta una cantidad considerable de citocinas y 

hormonas polipeptídicas, entre ellas la leptina23. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

 En modelos de obesidad, se a observa un incremento en la deposición del tejido 

blanco, así como la hiperplasia (aumento del número) e hipertrofia (aumento del tamaño) 

de los adipocitos, secretando citocinas que contribuyen a una respuesta inflamatoria 

Figura 5. Imagen modificada de  Macdougald, O. A  (2014)
 24

.Histología de tejido adiposo tinción con 
Eosina-Hematoxilina (HE). A) Tejido adiposo marrón y B) Tejido adiposo blanco. 

A B 
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crónica. El modelo in vitro más estudiado para obtener información acerca del 

funcionamiento del tejido adiposo, en específico de los adipocitos, utiliza la línea celular 

3T3-L1. 
 

3.5 Células 3T3-L1 como modelo in vitro de obesidad. 

Los procesos celulares y moleculares de adipogénesis pueden ser estudiados in 

vitro utilizando una línea celular de fibroblastos 3T3-L1, cuya capacidad de diferenciación 

sigue activa, es decir, que cuentan con la capacidad de acumular grasa ante la exposición 

de una serie de compuestos. La diferenciación hacia adipocitos involucra el tratamiento con 

agentes pro-diferenciadores después del arresto de la división celular; comúnmente se 

utiliza insulina, glucocorticoides sintéticos como dexametasona (DEX) y 3-isobutil-1-

metilxantina (IBMX). Una exposición temprana a estos agentes promueve la regulación 

positiva de los genes que llevan a un programa adipogénico, incluyendo la familia de 

factores de transcripción C/EBP y PPARγ, activando la expresión de genes adipogénicos, 

incrementando los niveles de glucosa y síntesis de triglicéridos, además de que la célula 

comienza a presentar signos de acumulación de lípidos aproximadamente en los días tres o 

cuatro de exposición al medio de diferenciación (Figura 6) 25,26,27. 

 
  

 

Figura 6. Esquema cronológico de la diferenciación de fibroblasto a adipocito de la línea celular 3T3-L1. 
Esquema traducido y modificado de Chang & Young Kim, 201927. 
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 Durante la adipogénesis o post-diferenciación, a las células se les pueden añadir 

agentes externos para simular el estado de inflamación crónica que se presenta en la 

obesidad. Entre los compuestos más utilizados se encuentra el lipopolisacárido (LPS) 
 

 

3.6 Lipopolisacárido (LPS) 

El LPS es uno de los componentes principales de la membrana externa de las bacterias 

Gram-negativas, que juega un rol muy importante en la patogénesis. La estructura del 

compuesto está formada por el lípido A, un oligosacárido central y el antígeno O (Figura 7). 

• Lípido A 

 Localizado en la cara interna de la membrana citoplasmática, el lípido A se compone 

principalmente de ácidos grasos seguido de un oligosacárido central cuya función es 

mantener la integridad de la membrana. El lípido A es el principal inmuno-estimulador del 

LPS y es el responsable de actividades biológicas importantes como la citotoxicidad28,29. 

• Oligosacárido central 

 Es un compuesto formado por oligosacáridos que presentan ramificaciones y 

fosforilaciones. Se encuentra en la región interna de la membrana, proximal al lípido A. Este 

componente puede variar de bacteria a bacteria30. 

• Antígeno O  

 El antígeno O de las bacterias Gram-negativas es un polímero con subunidades 

repetidas de oligosacáridos con una alta variabilidad antigénica. Se encuentra localizado en 

la parte más externa del LPS31. 
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 En células 3T3-L1, la adición de LPS al medio induce factores pro-inflamatorios como 

la activación de la vía de transducción de NF-κB y el aumento de citocinas pro-inflamatorias 

que afectan la sensibilidad a insulina32.  Entre los compuestos que se han estudiado para 

aminorar la inflamación y aumentar la viabilidad celular en modelos in vitro de adipocitos 

se encuentran los polifenoles.  

 

3.7 Polifenoles 

Entre los compuestos que se han estudiado como posibles tratamientos contra los efectos 

de la obesidad se encuentran los polifenoles que son se encuentan en frutas, vegetales, té 

verde y algunas leguminosas, presentando una fuerte capacidad antioxidante33.  

 El color es una de las referencias principales para saber si un alimento contiene o no 

polifenoles; la mayoría de estos compuestos presenta coloraciones azules, moradas o rojas 

que los hacen atractivos a polinizadores, los protegen de los rayos ultravioleta (UV) y sirven 

de protección contra plagas34, 35. 

 

 

Figura 7. Esquema de la organización membranas de las bacterias Gram negativas. Esquema traducido 
y modificado de Maldonado F. et al., 201628. OM: Membrana externa (outer membrane), OMPs: 

Proteínas de membrana externa (outer-membrane proteins)  y CM: membrana citoplásmica 
(cytoplasmic membrane) 
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3.7.1 Clasificación 

 La familia de los polifenoles abarca una amplia gama de compuestos cuya estructura 

presenta anillos aromáticos e hidroxilos. Dentro su clasificación, se pueden encontrar 

moléculas sencillas como los ácidos fenólicos y estilbenos, hasta moléculas de mayor 

tamaño polimerizadas como los taninos36. 

 La Figura 8, muestra la clasificación de los polifenoles de acuerdo con su número de 

enlaces, anillos aromáticos y grupos OH. Dentro de esta clasificación, los flavonoides son los 

que muestran una mayor variabilidad (Figura 9)37. 

 

 

 

 Figura 8. Estructuras de los polifenoles. Ácidos hidroxibenzóicos (Hba), ácidos hidroxicinámicos (Hca), 
flavonoides (F), chalconas (C), estilbenos (S) y lignanos (L).  Imagen modificada de Bellitz, 200938. 
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 La mayoría de estos compuestos se encuentran glicosilados en la tercera posición 

del anillo, lo que les confiere una mayor estabilidad en el tracto digestivo durante su 

consumo.  Es importante mencionar que su absorción es reducida, sin embargo, la 

microbiota intestinal puede metabolizarlos a moléculas absorbibles, así como ácidos 

fenólicos39 cuyo impacto en la salud resulta benéfico para el individuo. 
 

3.7.2 Los polifenoles como tratamiento contra la obesidad 

 Como se mencionó anteriormente, la obesidad es un problema de salud que ha ido 

aumentando en los últimos años. Estudios recientes han mostrado el impacto que tiene el 

consumo de polifenoles para disminuir los daños causados al organismo. 

• Ensayos in vivo 

 En estudios de modelos murinos C56BL/6 expuestos a una dieta alta en grasa, 

añadiendo una mezcla de compuestos polifenólicos (resveratrol, curcumina, polifenoles 

derivados de la manzana, entre otros) han mostrado una disminución en el aumento de 

peso, el porcentaje de grasa y de triglicéridos, promoviendo un mayor gasto energético y 

Figura 9. Estructuras de los flavonoides. Flavanoles (Faol), antocianidinas (Acn), flavanonas (Faon), 
flavonas (Fon), flavonoles (Fool) e isoflavonas (Ifon).  Imagen modificada de Bellitz, 200938. 
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modulando la homeostásis de la glucosa40.  Además de eso, se han observado cambios en 

la expresión de genes que codifican enzimas como la sintasa de ácidos grasos, la 

lipoproteína lipasa y la hormona sensible a lipasa, por mencionar algunos41,42.  

• Ensayos in vitro  

Este tipo de estudios han mostrado que el uso de compuestos fenólicos como galatos de 

epigalocatequina, resveratrol y curcumina reducen la diferenciación celular de adipocitos, 

así como la acumulación de triacilglicéridos. En células 3T3-L1, la adición de estos 

compuestos en el medio de cultivo aumenta la viabilidad celular cuando se induce 

inflamación vía LPS. Pan et al.42 demostró que el uso de un extracto polifenólico derivado 

de alimentos cítricos y té verde disminuyen los efectos causados por el LPS en células 3T3-

L1 diferenciadas a adipocitos. Los resultados mostraron un aumento en la viabilidad celular 

y disminución en las gotículas de triglicéridos formadas en las células con la adición de este 

extracto polifenólico, en comparación con aquellas células que no fueron tratadas con el 

extracto. 

 De igual manera, el trabajo publicado por Zhu et al.43 muestra que la combinación 

de dos compuestos polifenólicos (berberina y resveratrol) disminuyen significativamente la 

acumulación de lípidos en células 3T3-L1, de una manera dosis dependiente. Entre otros 

compuestos que han sido estudiados para disminuir la adipogénesis y la inflamación en 

modelos in vitro se encuentran:  el tirosol (aceite de oliva)44, la espirulina45, gingerol 

(jengibre)46 y las bayas de sauco47, entre otros. 

 Uno de los alimentos representativos de México que puede ser utilizado por la 

cantidad de polifenoles que presenta en su testa, es el frijol. Las leguminosas son una fuente 

importante de proteína en la alimentación, principalmente para la población mexicana, 

y que en los últimos 30 años ha visto disminuido notablemente su consumo y producción. 

 

3.8 Frijol (Phaseolus vulgaris L.)  

México posee la mayor diversidad del género Phaseolus, dentro de los cuales, el frijol 

común (Phaseolus vulgaris L.) es el de mayor importancia agronómica y económica por la 

extensión de su cultivo dentro de la República Mexicana. Le siguen en importancia otras 
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variedades de frijol como: el frijol ayocote (Phaseolus coccineus), el 

frijol tépari (Phaseolus acutifolius) y el frijol lima (Phaseolus lunatus). El cultivo de estas 

variedades se ha visto limitado por los cambios en hábitos de consumo en muchas 

regiónes48. 

3.8.1 Producción y residuos derivados del frijol. 

 De acuerdo con datos obtenidos por el Servicio de Información Agroalimentaria y 

Pesquera (SIAP)49 del 2019 al 2020 las hectáreas cultivadas y cosechadas disminuyeron en 

un 25.1%, con una producción de 577 mil 492 toneladas en el año 2020 (mes de enero), 

cifra que representa una pérdida del 31.5% con respecto al mes anterior. Aunado a esto, 

los residuos generados a partir de la cosecha (frijoles descascarillados o quebrados) 

representan una pérdida del 5% de la producción total anual, motivo por el cual se quiere 

estudiar el uso del residuo de la testa del frijol proveniente de los frijoles descascarillados 

para la obtención de un extracto polifenólico y evaluarlo en un modelo de obesidad in vitro. 

3.8.2 Compuestos flavonoides y no flavonoides de la testa del frijol. 

Los compuestos fenólicos presentes en frijoles incluyen una variedad de flavonoides como: 

antocianinas, flavonoles, proantocianidinas, taninos, así como una gran cantidad de ácidos 

fenólicos50.  

 Las proantocianidinas se encuentran en la mayoría de las variedades de frijol, y las 

antocianinas pueden ser caracterizadas en las variedades de frijol negro 51,52,53.La mayoría 

de estos compuestos fenólicos se encuentran en la testa (parte externa de la leguminosa), 

mientras que los cotiledones pueden contener trazas54,55. El flavonoide con mayor 

presencia en el frijol es la quercetina y se encuentra glicosilada en la tercera posición lo que 

permite formar complejos con iones metálicos56, algunas antocianinas presentes en esta 

leguminosa han demostrado regular enzimas inhibiendo a la alfa amilasa, la maltasa, y la 

actividad de la sacarasa, disminuyendo la glucosa en sangre postprandial. 

 Son varios los beneficios que se han encontrado en el consumo de polifenoles, y hoy 

en día es muy común encontrar suplementos alimenticios con acción antioxidante. Sin 

embargo, los suplementos probablemente no producen el mismo efecto que si se consume 
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completo el alimento, por lo que se han estado investigando los procesos que permitan la 

extracción de estos compuestos y su evaluación como suplemento alimenticio.  

 Cabe mencionar que los alimentos de los cuales se han extraído estos compuestos 

ya eran conocidos por su alta capacidad antioxidante y en su mayoría, no son producidos 

en México. Por esta razón, este proyecto pretende apostar por el uso de un alimento 

tradicional, con el fin de obtener información y promover el uso de la biodiversidad agrícola. 
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4 JUSTIFICACIÓN 
La información acerca del impacto de la dieta tradicional mexicana en la salud es escasa, 

por lo que en el grupo de trabajo se ha tratado de revalorizar el consumo de estos 

alimentos, así como su uso para la generación de productos que puedan ser utilizados por 

la población. Uno de estos alimentos es el frijol que, como sucede con todos los granos y 

alimentos frescos, sufre mermas durante su producción y transporte a los centros de 

distribución, generando una enorme cantidad de residuos. La cifra de merma y desperdicio 

en la industria agroalimentaria llega a ser tan alta como del 40%57.  

 Para el caso de este proyecto, el embolsado del frijol, cuando se trata de granos 

almacenados durante largo tiempo, provoca aun mayores pérdidas por la rotura de las 

semillas. Estos granos ya no son utilizados para el embolsado, pero pueden usarse en la 

producción de frijoles refritos y frijoles en polvo. O bien, puede utilizarse la testa 

desprendida de estas mitades para la extracción de polifenoles. En ambos casos, como 

alimento o como la materia prima para obtener compuestos fenólicos, es valioso generar 

conocimientos acerca de su potencial antioxidante y su comportamiento en el 

metabolismo, por lo que se pretende obtener una información más detallada sobre las 

bondades de su consumo y su posible uso terapéutico.  

 Ya se ha observado en estudios previos con esta leguminosa10,11 que se logra mejorar 

la respuesta metabólica de animales obesos inducidos por dieta, y también se logra 

restaurar la microbiota intestinal.  

Este proyecto pretende investigar la contribución de extractos 

polifenólicos derivados de dos variedades de frijol (Negro Albicampo y Flor de Junio) en la 

modulación de la viabilidad celular de células 3T3-L1 expuestas a LPS, con el fin de observar 

si hay un comportamiento positivo ante el uso de polifenoles, y generar información base 

para conocer en qué concentraciones puede utilizase en un futuro, para evaluar su función 

en un modelo animal.  
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5 HIPOTESIS 

• El uso de extractos polifenólicos con alta capacidad antioxidante de dos variedades 

de frijol (Negro Albicampo y Flor de Junio) tendrán un efecto positivo en la viabilidad 

celular de adipocitos expuestos a LPS. 

 

6 OBJETIVOS 
Objetivo general 

• Evaluar el efecto del uso de extractos polifenólicos derivados de dos variedades de 

frijol (Negro Albicampo y Flor de Junio) en la viabilidad celular durante la 

diferenciación y post-diferenciación de la línea celular 3T3-L1 expuesta a LPS. 

Objetivos particulares 

• Conocer la composición química aproximada de los extractos polifenólicos de dos 

variedades de frijol (Negro Albicampo y Flor de Junio) mediante ensayos 

cuantitativos, cualitativos y evaluar su capacidad antioxidante. 

• Evaluar la viabilidad celular de las células 3T3-L1 expuestas a LPS por 24h utilizando 

distintas concentraciones de los extractos polifenólicos (10, 80 y 150 ug/ mL) 

durante y después de la diferenciación celular. 
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7 METODOLOGÍA 

7.1 Diagrama general 

 

 

 

7.2 Métodos y reactivos 

7.2.1 Reactivos 

Molisch.  Se disuelven 0.5 g de α-naftol en 10 mL de etanol (95%). Se almacena protegido 

de la luz a temperatura ambiente.  

Biuret. Se pesan 3 g de CuSO4ꞏ5H2O, adicionando 9 g de tartrato de sodio y potasio. Se 

disuelven en 500 mL de NaOH 0.2 M, añadiendo 5 g de KI y completando el aforo con NaOH 

a 1000 mL.  

Figura 10. Diagrama general del proyecto. 
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Reactivo de Mayer. Se disuelven 1.36 g de cloruro de mercurio en 60 mL de agua en un 

matraz Erlenmeyer, en otro matraz, se disuelven 5 g de yoduro de potasio, las soluciones 

se mezclan y se aforaran hasta un volumen de 100 mL con agua destilada.  

Reactivo de Dragendorff. Se mezclan 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado en 20 mL de 

ácido nítrico (30%) con una solución de 27.7 g de yoduro de potasio en 50 mL de agua 

destilada. La mezcla se deja reposar 24 h, se decanta y lleva a un aforo de 100 mL con agua 

destilada.  

Butanol-HCl (butanol-HCl 95:5 v/v). Se mezclan 950 mL de n-butanol con 50 mL de HCl 

concentrado (37%).  

Reactivo férrico. Se disuelven 2.0 g de sulfato de amonio férrico en HCl 2N. 

 

7.2.2 Métodos 

7.2.2.1 Obtención del extracto polifenólico 

 Se pesan 100 g de frijol Negro Albicampo y Flor de Junio; se dejan remojar por 16 h. 

Se retiran las testas manualmente, y se colocan en un deshidratador TSM 

PRODUCTS Food Dehydrator, a una temperatura de 52°C por alrededor de una hora. Una 

vez terminado el tiempo de deshidratación, se llevan a molienda y tamizado en malla No. 

60. Posteriormente, se pesa una cantidad de muestra y se agrega una solución de etanol: 

agua: ácido acético (80:14:6), en relación 1:40 (muestra: solución), se colocan en agitación 

durante 2 h, y se filtran los extractos (por triplicado). Se colocan en recipientes ámbar y se 

guardan en refrigeración hasta su uso (Nota: no guardar por más de 2 meses).   

 

7.2.2.2 Caracterización de compuestos fenólicos 

 El método de extracción de polifenoles puede acarrear otros compuestos o 

metabolitos secundarios que producen las plantas. Entre los compuestos que pueden 

interactuar con los polifenoles se encuentran las saponinas, alcaloides, proteínas y 

azúcares.  
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Prueba de espuma 

 Se toman 0.2 mL del extracto y se colocan en un tubo de ensayo, posteriormente se 

agregan 6 mL de agua destilada. Se agita manualmente por dos minutos. Si es positiva la 

prueba, se formará la espuma, que indica la presencia de terpenos y esteroides58.  

Prueba de Molish (glicósidos)  

 En un tubo de ensayo se colocan 0.5 mL del extracto, se añaden 0.5 mL del reactivo 

de Molish y se calienta en un baño de agua hirviendo por cinco minutos. Finalmente, si la 

prueba es positiva, se observa la presencia de un anillo color violeta indicando la presencia 

del azúcar reductor59. 

Prueba de Biuret (proteínas) 

  En un tubo de ensayo se agregan 0.5 mL de extracto, y se agregan una o dos gotas 

del reactivo de Biuret. Si la prueba es positiva, se observa la formación de un precipitado 

violeta que muestra la presencia de proteínas60.  

Prueba de Mayer (alcaloides)  

 En un tubo de ensayo se agregan 0.5 mL de extracto y 0.5 mL de HCl, posteriormente 

se agrega 0.5 mL del Reactivo de Mayer y se agita manualmente. Si la prueba es positiva, se 

observa la formación de un precipitado amarillo, mostrando la presencia de alcaloides61.   

Prueba de Dragendorff (alcaloides)  

 Se añaden 0.5 mL del extracto y 0.5 mL de HCl, posteriormente se agregan 0.5 mL 

del reactivo de Dragendorff, se agita manualmente. Si la prueba es positiva, se observa la 

formación de un precipitado amarillo, mostrando la presencia de alcaloides 62.  

Taninos totales 

 En un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se colocan 50 µL del extracto, posteriormente se 

añaden 250 µL del reactivo de Folin (1:1), se mezclan e incuban durante cinco minutos en 

oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente, se agregan 500 µL de Na2CO3 (20%), se 

mezcla e incuba durante 60 min en oscuridad y temperatura ambiente. Para finalizar, se 

agrega 1 mL de agua destilada, agita y se mide la absorbancia a 725 nm 63. Como curva 

estándar se utiliza ácido tánico puro con concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8, 10 µg/mL.  
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Fenoles totales 

 En un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se colocan 50 µL del extracto, posteriormente se 

añaden 250 µL del reactivo de Folin (1:1), se mezclan e incuban durante cinco minutos en 

oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente, se agregan 500 µL de Na2CO3 (20%), se 

mezcla e incuba durante 60 min en oscuridad y temperatura ambiente. Para finalizar, se 

agrega 1 mL de agua destilada, se agita y se mide absorbancia a 760 nm64. Como curva 

estándar se utiliza ácido gálico puro con concentraciones entre 10 y 100 µg/mL.  

Flavonoides totales 

  En un tubo de ensayo se colocan 0.25 mL de extracto, posteriormente se 

añaden 1.25 mL de agua destilada. A esta misma solución, se agregan 75 µL de NaNO2 (5%), 

se deja reposar por seis minutos y después se añaden 150 µL de AlCl3 • 6 H2O (10%), se deja 

reposar por 5 minutos y se añaden 0.5 mL NaOH (1M). Finalmente se añaden 2.5 mL de 

agua destilada y se mide absorbancia a 510 nm64. Se realiza una curva estándar 

con quercetina de 0 a 200 µg/mL.  

• Capacidad antioxidante 

Ensayo de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil o DPPH  

 El DPPH es un radical que presenta un color violeta el cual en presencia de un 

antioxidante se decolora hacia un amarillo pálido. Los resultados indican el porcentaje de 

atrapamiento del radical o también, la capacidad antioxidante del compuesto a estudiar. 

 Se coloca 1 mL de la solución 0.1 mM de DPPH en metanol a 3 mL de la solución de 

extractos en metanol a diferente concentración (50, 100, 200, 400 y 800 µg de 

extracto/mL de metanol). Se agitan las soluciones y se dejan reposar por 30 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente se mide la absorbancia a 517 nm. El resultado se 

expresa como porcentaje de atrapamiento del radical DPPH65. 
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7.2.2.3 Cultivo y diferenciación de células 3T3-L1                   

 Se adquirió el cultivo celular de fibroblastos de embriones de ratón 3T3-L1 en 

ATTC® (CL-123TM), los pre-adipocitos se mantuvieron en el 

medio Dulbecco’s Eagle’s Modificado (DMEM) (Científica Senna, S.A. de C.V.), el cual 

contiene 4mM L-glutamina, 4500 mg/L glucosa, 1mM de piruvato de sodio y 1500 mg/L de 

bicarbonato de sodio, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (AccesoLab), 1% 

penicilina-estreptomicina (PNS). Para llevar a cabo la diferenciación celular, se utilizó un kit 

de diferenciación que contiene:  insulina (1.5 mg/ml) 0.6 ml (DIF001A), cocktail de 

diferenciación 1000x (liofilizado) 1 vl (DIF001B) y dimetil sulfóxido (DMSO, anhidro) 0.5 ml 

(DIF001C) (Sigma Aldrich, DIF001-1KT). La insulina se agrega al medio para inducir la 

acumulación de lípidos en la célula. El medio se cambia cada dos días hasta que ocurra el 

máximo de diferenciación (en este proyecto fue en los días 5 o 6 después de colocar el 

medio de diferenciación).   

 7.2.2.4 Ensayo de viabilidad celular  

 Se evaluaron dos tiempos de aplicación de los extractos polifenólicos: durante y 

posterior a la diferenciación celular, utilizando las concentraciones de extractos de 0, 10, 80 

y 150 µg de extracto/mL de DMEM suplementado. A las células tratadas con los extractos 

durante la diferenciación celular y aquellas que fueron tratadas post-diferenciación, al 

quinto día fueron expuestas a LPS (1000 ng/mL) durante 24 h. Al día siguiente se evaluó la 

viabilidad celular utilizando los ensayos de Azul de Tripano y bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-

2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). 

Azul de tripano 

 El ensayo de azul de tripano se basa en el principio de que las células viables 

mantienen intacta su membrana excluyendo algunos colorantes como el azul de tripano o 

eosina, por lo que la célula no se teñirá de azul. Al contrario, las células no viables se 

muestran de un color azul66. 

 En una placa de 96 pozos se colocan 100 µl de la solución de azul de tripano y el 

sobrenadante celular en relación 1:1, posteriormente se coloca en una cámara de Neubauer 

o hemocitómetro, para observar en el microscopio y realizar el conteo celular66 
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Ensayo de bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) 

 El fundamento del ensayo MTT (Figura 11) se basa en la habilidad de las células 

viables de convertir la sal MTT en un compuesto insoluble que es el formazán, esta reacción 

ocurre en el sistema de transporte de electrones dentro de la mitocondria en el cual el 

NADPH se oxida y el MTT se reduce, esta reacción es catalizada principalmente por la 

succinato deshidrogenasa69. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Transcurridas las 24 h, se retira el medio DMEM (10% SFB) y se añade 1 mL de medio 

DMEM junto con el reactivo MTT, se incuba por 1 h a 37ºC. Posteriormente se añade 1 mL 

de ispropanol al 10% para disolver los cristales formados, se disuelve mediante pipeteo y 

una vez transcurridos 20 min se mide absorbancia a 570 nm. Los resultados se expresan 

como porcentaje, siendo el 100% las células utilizadas como control67.  

 7.2.2.5 Análisis estadístico 

 Los datos obtenidos en este proyecto se analizaron utilizando el programa de 

análisis integral y estadísticas, Prism9. Las pruebas realizadas fueron t de student y ANOVA 

de dos vías considerando un valor de p<0.05 como diferencia significativa. 

 

 

 

 

Figura 11. Reducción del MTT a Formazan. Imagen diseñada en BioRender.  
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8 RESULTADOS 

8.1 Caracterización de compuestos fenólicos 

8.1.2 Ensayos cualitativos 

• Prueba de espuma  

Las saponinas, son glucósidos hidrosolubles, que pueden tener 

propiedades tensoactivas y hemolítícas (considerados como agentes tóxicos para el 

consumo humano); sin embargo, hay estudios que demuestran que estas moléculas 

cuentan con una actividad biológica alta, en las cuáles se destaca su uso como 

insecticida, anti-agregante plaquetario, hipo-colesterolémico, y principalmente su 

capacidad antiinflamatoria68. 

 Se determinó cualitativamente, si la testa de la variedad de frijol desarrollada por el 

INIFAP y la variedad comercial a estudiar, mostraban una presencia de saponinas en su 

estructura. Como se observa en la Figura 12, la línea superior representa la espuma 

generada después de agitar manualmente por dos minutos, una vez que se deja reposar se 

observa si la espuma se mantiene. La espuma disminuyó (marca inferior); este 

comportamiento se ve en ambas muestras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Ambos extractos mostraron una capacidad baja para formar espuma. Se sabe que 

los frijoles son una fuerte importante de saponinas, sin embargo, la mayoría de estos 

Figura 12. Presencia de saponinas en las variedades Negro Albicampo y Flor de Junio. Fotografía de 
Luzallie Jasso. A) Negro Albicampo B) Flor de Junio. N=3 

A B 
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compuestos, se encuentran en los cotiledones de esta leguminosa, y son pocos los que se 

llegan a presentar en la testa del frijol. 

• Prueba de Biuret (proteínas) 

 La prueba de Biuret, es una técnica colorimétrica específica para proteínas y 

péptidos. El compuesto de Biuret se forma cuando la urea es calentada, provocando la 

unión de dos moléculas de esta misma, formando grupos amida (-NH) en el centro de la 

molécula, estos grupos, pueden unirse a iones cobre en un pH básico, el complejo formado 

produce un color morado69 (Figura 13).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 La muestra de la variedad Flor de Junio no muestra reacción positiva. Estudios han 

demostrado que los polifenoles tienen una alta capacidad de interaccionar con proteínas. 

Esta interacción da como resultado una disminución en la calidad de la proteína, 

provocando un cambio nutrimental importante70. Como se muestra en este resultado, la 

variedad de Negro Albicampo muestra la coloración morada, siendo un resultado positivo 

para Biuret. Esto podría explicarse debido a que las variedades de frijol negro tienden a 

contener una mayor cantidad de polifenoles en la testa que pueden interactuar con 

proteínas, y más en esta leguminosa que se considera una fuente importante de proteína 

para la dieta tradicional mexicana. 

 

 

Figura 13. Presencia de proteínas Método de Biuret.  A) Negro Albicampo. B) Flor de Junio. 
Fotografía de Luzallie Jasso. N=3 
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• Prueba de Molisch (glucósidos) 

 La mayoría de los polifenoles que se encuentran en las plantas se encuentran 

glicosilados con diferentes unidades de azúcar y azúcares aciladas en diferentes posiciones 

del esqueleto del polifenol71. 

 La prueba de Molisch, permite detectar la presencia de hidratos de carbono en una 

muestra, se fundamenta en la formación de furfural o sus derivados, los cuales producen 

un complejo púrpura con el alfa-naftol. Como se observa en la Figura 14, ambas muestras 

dan resultados positivos, indicando que estos polifenoles, en efecto se 

encuentran glicosilados. La diferencia de tonalidades, se debe a que el frijol negro contiene 

una mayor cantidad de polifenoles que pudieran estar glicosilados, formando un complejo 

con una tonalidad más fuerte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Algunos de los polifenoles que se pueden encontrar en la testa del frijol son 

antocianinas, principalmente: delfinidina, malvinidina y petunidina, glicosiladas en la 

posición 3-O; otros estudios que indican la presencia de quercetina-3-O-glucósido. Los 

polifenoles glicosilados tienen la capacidad formar complejos metálicos que bloquean la 

formación de radicales libres71,72. 

• Prueba de Mayer (alcaloides) 

 Los alcaloides son compuestos derivados del metabolismo de las 

plantas, encontrándose principalmente en las que presentan inflorescencias, como el maíz. 

La función de estos compuestos aún no se conoce realmente, sin embargo, se ha 

demostrado que pueden participar en la formación de la semilla, y se ven disminuidos 

Figura 14. Presencia de glucósidos por la prueba de Molish.  A) Negro Albicampo. B) Flor de Junio. 
Fotografía de Luzallie Jasso. N=3  
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cuando se encuentra madura. Su presencia sirve de protección contra algunas especies de 

insectos73. 

 La prueba de Mayer utiliza una solución de yoduro de potasio-mercurio, para 

precipitar los alcaloides presentes en una muestra; para la prueba de Dragendorff se utiliza 

una solución de yoduro de potasio-bismuto. En la Figura 15, se observa la reacción 

utilizando el reactivo de Mayer, donde ambas muestras fueron negativas a la formación del 

precipitado naranja. La diferencia de color, se debe a que los polifenoles (en especial las 

antocianinas) presentan coloración rosa a pH ácidos. 

 

 

 

 

 
 

• Prueba de Dragendorff (alcaloides) 

Esta prueba, también se utiliza para la observar la presencia de alcaloides, y como se 

mencionó anteriormente, utiliza un reactivo de yoduro de potasio-bismuto, que precipita 

los alcaloides. Al igual que en la anterior, se observa un resultado negativo para ambas 

muestras (Figura 16), debido a que no se observó la formación de un precipitado naranja. 

 

 

 

 

 

 

  
 

Figura 15. Presencia de alcaloides por el Método de Mayer.  A) Negro Albicampo. B) Flor de Junio. 
Fotografía de Luzallie Jasso. N=3  

  

Figura 16. Presencia de alcaloides por el Método de Mayer.  A) Negro Albicampo. B) Flor de Junio. 
Fotografía de Luzallie Jasso. N=3  
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 Para continuar con la caracterización de los extractos polifenólicos, se realizaron 

pruebas cuantitativas, que permitirán determinar la cantidad de compuestos fenólicos 

presentes en los extractos, así como su capacidad antioxidante.  

8.1.3 Ensayos cuantitativos 

Se realizaron las pruebas de fenoles totales, flavonoides totales, taninos totales y se midió 

la capacidad antioxidante mediante el método de DPPH. Los resultados de estas 

determinaciones se muestran en la Figura 17. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura  17. A) Fenoles totales (mg eq de ácido gálico/100g de muestra), B) flavonoides totales (mg eq. de 

quercetina/100g de muestra), C) taninos totales (mg eq. de ácido tánico/100g de muestra) y D) capacidad 

antioxidante DPPH (% de atrapamiento).****p<0.0001. N=3 

 

 Para la determinación de fenoles totales, se observa que el extracto derivado de 

Negro Albicampo, contiene una mayor cantidad de fenoles equivalentes a ácido gálico. Estos 
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resultados, corresponden con lo observado en la literatura para otras variedades de frijol negro, 

para Flor de Junio la cantidad de fenoles es menor, lo que corresponde con lo demostrado por 

grupos anteriores, donde las variedades coloridas (negro, rojas, moradas) muestran una mayor 

cantidad de polifenoles en su composición. 

 Los flavonoides totales son expresados en equivalentes de quercetina (compuesto 

de mayor proporción en leguminosas). Ambos extractos presentan un valor similar (~33 mg 

de quercetina/100 g de muestra). La presencia de quercetina ha sido relacionada con 

diferentes actividades biológicas, incluyendo el ser anticancerígena, anti-inflamatoria, 

tener actividad antiviral, además de disminuir la peroxidación de lípidos74,75. 

 En el caso de la prueba de taninos totales, el extracto de la variedad 

Negro Albicampo, presenta una mayor cantidad (73.10 mg equivalentes de ácido 

tánico/100 g de muestra), mientras que Flor de Junio, presenta 57.48 mg eq. de ácido 

tánico/100 g de muestra. El color de la semilla es una de las características que indica 

cualitativamente el contenido de taninos totales; en estudios previos en diferentes 

variedades de frijol negro y bayo se ha demostrado que un color más oscuro tiende a 

presentar mayores valores de taninos, mientras que las variedades más claras, muestran un 

menor contenido de taninos76,77. 

 El ensayo de DPPH nos muestra la capacidad antioxidante de los compuestos. Como 

se observa en la Figura 17D el extracto de NA tiene una mayor capacidad antioxidante, 

obteniendo un porcentaje de atrapamiento alrededor del 50%, en comparación con el 

derivado de FJ cuya capacidad antioxidante fue 30%.  

 Una vez obtenidas las caracterizaciones cualitativas y cuantitativas de los extractos, 

se probaron en la línea celular 3T3-L1. 

 

8.2 Cultivo celular 3T3-L1 

Las células 3T3-L1 son fibroblastos que aún mantienen la capacidad de diferenciarse 

dependiendo del estímulo al cual se encuentren expuestos. En la Figura 18, se puede 

observar la morfología de las células después de ser sometidas a un tratamiento de 

diferenciación (Kit de diferenciación), y posteriormente mantenerlas en un medio 
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adicionado con insulina. Se observa la formación de gotículas de grasa, indicativo de que se 

están diferenciando en adipocitos y están almacenando grasa. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Una vez diferenciadas, se realizó el ensayo de citotoxicidad celular, utilizando ambos 

extractos en concentraciones de 0, 10, 80 y 150 ng de extracto/mL de medio.  

 

8.2.1 Ensayo de viabilidad celular  

 Para evaluar si los extractos tenían un efecto citotóxico o benéfico en las células 

tratadas con LPS, se colocaron las concentraciones de los extractos antes mencionadas en 

dos diferentes ocasiones.  La primera,  los extractos fueron añadidos durante la 

diferenciación de las células a adipocitos (5 días con renovación de medio cada 2 días), y la 

segunda ocasión, los extractos se colocaron cuando las células ya habían alcanzado su 

diferenciación (24 h). En el quinto día, las células tratadas pre y post diferenciación fueron 

expuestas a LPS (1000 ng/mL) durante 24 h.  En la Figuras 19  se muestran los resultados. 

Figura 18. Crecimiento de la línea celular 3T3-L1. A) Día 10 de crecimiento de línea celular B) Día 2 después de 
ser expuestas al kit de diferenciación C) Día 9 después de la diferenciación y de mantenerlas con insulina D) 
Día 9 observadas con un mayor acercamiento donde se aprecian las gotas de grasa en una placa de 12 pozos  

. Fotografías tomadas en la Unidad de Investigación de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia, UNAM.  
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Figura 19. Ensayos de viabilidad celular por MTT y azul de tripano.  A) MTT.Células 3T3-L1 tratadas con los 
extractos polifenólicos durante la diferenciación y expuestas a LPS por 24h, B)MTT. Células 3T3-L1 tratadas 

con los extractos polifenólicos post-diferenciación y expuestas a LPS por 24h, C) Azul de tripano.Células 3T3-L1 
tratadas con los extractos polifenólicos durante la diferenciación y expuestas a LPS por 24h y D) B)Azul de 

tripano. Células 3T3-L1 tratadas con los extractos polifenólicos post-diferenciación y expuestas a LPS por 24h. 
DD: durante diferenciación, PD: post-diferenciación. N=4 *p<0.1,**<0.005,***p<0.0003,****p<0.0001, ns=no 

significancia. 
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 En la Figura 19A y 19B, se observa que los tratamientos con los extractos durante y 

post-diferenciación, a pesar de ser expuestos a LPS, logran aumentar la viabilidad celular  a 

medida que aumenta la concentración del extracto. A pesar de ser un ensayo utilizado 

comúnmente y ser altamente reproducible, se quiso corroborar la información con el 

ensayo de azul de tripano cuyos resultados se muestran de igual manera en la Figura 19C y 

Figura 19D.  

 El uso del azul de tripano para conteo celular se basa en la capacidad de las 

membranas celulares para excluir ciertos colorantes como la eosina, propidio y el azul de 

tripano, por lo que aquellas que mantuvieron un color transparente con un halo azul fueron 

contadas como células viables66. 

 En este ensayo (Figura 19C y Figura 19D), se observa que la adición de los extractos 

polifenólicos post-diferenciación y LPS no influyen de manera significativa en la viabilidad 

celular en comparación con las células tratadas solo con LPS. Sin embargo, en las células 

tratadas con los extractos durante la diferenciación se observa que el uso de los compuestos 

influye de manera positiva en la viabilidad celular.  
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9 DISCUSIÓN 
La obesidad se ha convertido en un problema de suma importancia a nivel mundial. En el 

año 2020  comenzó la pandemia por el virus SARS-CoV2 que provoca la enfermedad de 

COVID-19 teniendo como uno de los factores de riesgo más importantes la obesidad. Esta 

condición ha estado presente y ha aumentado a lo largo del tiempo, debido a un incremento 

en el consumo de alimentos procesados cuyos principales ingredientes son el azúcar, grasas 

o sodio, dejando de lado una alimentación que incluya vegetales, leguminosas y frutas 

frescass, todos ricos en compuestos polifenólicos. La situación de más de una tercera parte 

de la población se ve empeorada por el sedentarismo y la fatla de actividad física. 

 Los polifenoles, son metabolitos secundarios que se estudian cada vez más, debido 

a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiadipogénicas, por lo que cada vez 

se encuentra más informaciçon al respecto de sus beneficios a la salud.  

 En los resutados de este proyecto,  se muestra la caracterización cualitativa y 

cuantitativa de dos extractos polifenólicos derivados de dos variedades de frijol: Negro 

Alicampo (variedad negro) y Flor de Junio (variedad bayo).  

 El frijol Negro Albicampo, mostró una mayor cantidad de polifenoles y porcentaje 

de atrapamiento del radical DPPH en comparación con el frijol Flor de Junio. Los polifenoles, 

en especial las antocianinas que se han reportado  presentes en Phaseolus vulgaris son la 

delfinidina 3-glucósido, petunidina 3-glucósido y malvinidina 3-glucósido, siendo la primera 

la que se encuentra en una mayor proporción77. Como se menciona, las antocianinas se 

encuentran glicosiladas en su mayoría y esto se comprobó con la prueba de Molisch, en 

donde ambos extractos mostraron la presencia de azúcares en su composición. 

 En las pruebas cualitativas de caracterización, se evaluó la presencia de otros 

compuestos, debido a que los polifenoles pueden interactuar con otras moléculas y unirse 

a ellos. Entre los compuestos que pueden interactuar con los polifenoles se encuentran las 

proteínas, en donde se ha visto que la interacción de polifenoles-proteínas da como 

resultado una disminución en la calidad de la proteína, provocando un cambio nutrimental 

importante. Budryn et. al70, evaluó tres aislados de proteína y los hizo interaccionar con 

diferentes polifenoles, observando un aumento en la masa molecular pero también la 
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degradación de aminoácidos esenciales, así como una limitación en la digestión proteólica 

y solubilidad de proteínas. 

 Para evaluar si estos compuestos podrían utilizarse como un prototipo de 

suplemento para personas que sufren de obesidad, se realizaron dos ensayos de viabilidad 

celular (MTT y azul de tripano). Es importante mencionar que en un estado de obesidad hay 

un estado de inflamación crónico debido al crecimiento tanto de tamaño como de número 

de adipocitos, por ello durante el ensayo se agregó LPS a las células 3T3-L1  y provocar un 

estado de inflamación. El LPS es un compuesto de la membrana de las células Gram (-) y el 

efecto que tiene en modelos in vitro provoca un aumento en la producción de citocinas 

proinflamatorias, así como la disminución de la viabilidad celular78,79,80. 

 El uso de LPS fue para simular la condición de inflamación crónica que se encuentra 

en un estado de  obesidad y que provoca la muerte celular81. Ambos extractos se utilizaron 

en etapas distintas de la diferenciación celular; el primero fue el uso de los extractos 

polifenólicos durante la exposición a glucocorticoides, y la segunda fue cuando las células 

ya se encontraban diferenciadas.  

 En diversos estudios se ha demostrado el uso de polifenoles para atenuar los efectos 

causados por el LPS en diferentes líneas celulares. Por ejemplo, el grupo de Ma J. et al82 

demostró que el  resveratrol  inhibe los efectos causados por el LPS en células osteoblásticas 

además de aumentar la expresión de genes antiinflamatorios, siendo este efecto dosis-

dependiente.  También se ha demostrado que otros polifenoles derivados de flores o 

cáscaras de frutos inhiben la apoptosis celular y atenuan el estado de inflamación causado 

por LPS en modelos in vitro de células neuronales, cancerígenas incluyendo cáncer de 

estómago83,84. 

 En la literatura, se han reportado más estudios acerca de las variedades negras de 

frijoles, y prácticamente no hay información detallada acerca de qué tan beneficiosos son 

los frijoles bayos. Por lo anterior se decidió incluir una variedad comercial de frijol bayo (Flor 

de Junio) para  constrastarla con la variedad negra desarrollada por el INIFAP (negro 

Albicampo). Como se observó en los ensayos de viabilidad celular, el frijol bayo ensayado 

también mostró un efecto positivo en la viabilidad tanto durante, como en etapas post-
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diferenciación. Una posible ventaja de los frijoles bayos es que, en comparación con las 

variedades negras, proporcionarían una mayor biodisponibilidad de hierro85.  

 Tako E.86 en 2010, estudió y demostró que los polifenoles que se encuentran en las 

variedades de frijol coloridos son los causantes de la poca absorción que se tiene del hierro 

en el organismo. Sin embargo, las variedades bayo por la baja cantidad de polifenoles que 

muestran, resultan ser una fuente importante de hierro, en modelos in vitro se ha 

observado una mayor producción de ferritina. Cabe mencionar, que en una condición de 

obesidad se tiene una mayor deficiencia de hierro debido a que las moléculas liberadas en 

estas condición tienden a modificar la síntesis de hepcidina y suprimen la eritropoiesis 

provocando la llamada anemia crónica (ACD)87,88.  

 Para finalizar, ambas variedades muestran resultados importantes en cuanto a su 

caracterización polifenólica como en los resultados obtenidos en el ensayo in vitro. Hay una 

mejora en la viabilidad celular utilizando los extractos polifenólicos aún después de ser 

sometidas estas células a un reto con LPS, lo que permite realizar estos estudios en un 

modelo in vivo, evaluando diferentes rutas metabólicas  en las que se sabe que los 

polifenoles podrían tener un impacto benéfico para la salud. 
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10 CONLCUSIONES 
Se demostró que el uso de extractos polifenólicos provenientes de dos variedades de frijol 

(Negro Albicampo y Flor de Junio) aumentan la viabilidad celular de las células 3T3-L1 

expuestas a LPS. Aunado esto, se mostró que la variedad Negro Albicampo contiene una 

mayor cantidad de polifenoles y capacidad antioxidante que la variedad Flor de Junio; sin 

embargo, ambas muestran valores similares para flavonoides totales. 

 

11 PERSPECTIVAS 
• Estudiar los extractos polifenólicos de ambas variedades en un modelo de obesidad 

in vivo y observar su respuesta ante moléculas pro inflamatorias, además de la 

evaluación de parámetros bioquímicos como: triglicéridos, colesterol y glucosa. 

• Realizar una separación de los compuestos polifenólicos presentes en el extracto de 

la variedad negro y evaluar cuál de ellos podría tener la acción antioxidante o 

antiinflamatoria. 

• Debido a la baja cantidad de polifenoles encontrados en la variedad bayo, se propone 

estudiar a la leguminosa completa en un modelo de obesidad in vivo, evaluando su 

respuesta en el metabolismo y absorción de hierro. 
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