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1 RESUMEN

La obesidad es un problema de salud que a lo largo de los ultimos 50 afios se ha convertido
en una pandemia trayendo consigo el desarrollo de enfermedades crénicas como la
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), problemas cardiovasculares, higado graso y cancer
contribuyendo a una reduccion 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 estan los polifenoles, vitamina D, vitamina C, tocoferoles, etc. Estos compuestos
disminuyen el estrés oxidante y la inflamacién provocada en el tejido adiposo por una
hipertrofia (aumento de tamafio) e hiperplasia (aumento de nimero) 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,
gue en su distribucion y venta, genera residuos derivados de las testa (cascara del frijol),
donde se encuentran primordialmente los antioxidantes en la semilla.

En este proyecto se evaluaron dos extractos polifendlicos, 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 lipopolisacdrido (LPS) como el estimulante del proceso
inflamatorio.

Cualitativamente se observd la presencia de azlcares en ambos extractos, siendo el
extracto de NA el que presenté una mayor cantidad de azlcares.

Cuantitativamente se determinaron las concentraciones de fenoles y taninos
totales. Los extractos derivados de NA en comparacién con el extracto de FJ, muestran una
mayor cantidad de mg equivalentes de acido gélico y tanico, 84.01 (67.80) mg/100 g de
muestra y 73.10(57.48) mg/100g de muestra, respectivamente. En el ensayo
de flavonoides totales, ambos extractos presentaron valores demg equivalentes
de quercetina similares: 33.43 mg/100 g muestra NAy 33.98 mg/100 g muestra FJ. En la

determinacién de la capacidad antioxidante con 2,2-difenil-1-picrihidrazil (DPPH) se obtuvo



un 51.93% de atrapamiento del radical utilizando el extracto de NAy 30.62% con el
extracto FJ.

Se realizaron ensayos de viabilidad celular en células 3T3-L1 con la adicién de 1000
ng de LPS / mL de medio, seleccionando tres concentraciones a utilizar de ambos extractos:
10, 80 y 150 pg/ mL. Los resultados obtenidos muestran que el uso de estos extractos
polifendlicos aumentan la viabilidad celular, aun después de ser sometidos a una condicién

de estrés con el LPS.



2 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El aumento en el consumo de alimentos procesados que en general son altos en sodio,
grasas y azUcares ha contribuido en los ultimos afios al desarrollo de trastornos que forman
parte del llamado “Sindrome Metabdlico”. Tomando como referencia lo descrito por el
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Il (ATP 1ll), este sindrome
abarca diferentes condiciones como hipertensién, colesterol y triglicéridos en sangre
elevados, y alteracién en el metabolismo de glucosa, ademas de una condicién de obesidad
que disminuye la expectativa de vida®.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta un aumento en la de obesidad
en los dltimos diez afios en aproximadamente el 35% de la poblacién mundial®. Este
aumento estd relacionado directamente con el consumo de alimentos procesados que,
acompafados de un estilo de vida sedentario, promueven un aumento de peso
significativo*,

La obesidad es una condiciéon en la cual hay una sobre acumulacion de tejido adiposo
en las zonas subcutaneas y abdominales del individuo. Durante esta acumulacion, el tejido
adiposo comienza a tener un papel fundamental en ciertos procesos patoldgicos y
fisiolégicos produciendo y liberando adipocinas y citocinas inflamatorias, ademas de
provocar un estado de estrés oxidante dafiino para las células causando su muerte®.

Investigaciones anteriores, han demostrado el uso de compuestos polifendlicos
como tratamientos para reducir los efectos negativos causados en una condicién de
obesidad. Por ejemplo, las hojas de té verde han sido de los alimentos mds estudiados por
la cantidad de polifenoles y beneficios a la salud que se les atribuyen®’. Dentro de estos
estudios se ha observado la accion de los polifenoles (3-galato de epigalocatequina) contra
la acumulacion de tejido adiposo y la reduccién en la expresién de genes adipogénicos. De
igual forma, Park et. al. en 2019 estudid el efecto de un concentrado de 12 hierbas
medicinales provenientes de Asia en un modelo in vitro de células fibrobldsticas de pre-

adipocitos (3T3-L1), observando una inhibicién en la formacidén de las goticulas de grasa&.
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En este proyecto, se estudiaron los efectos de dos extractos polifendlicos 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 Quimica,
UNAM: la M. en C. Irma Hernandez® 1° probé una dieta con frijol negro entero cocido, y un
concentrado de proteina de frijol negro variedad Bola Zacatecas sobre un modelo de
obesidad inducido por dieta, los resultados obtenidos mostraron respuestas metabdlicas y
de la microbiota intestinal favorables. De igual manera, Jasso en 2019'!, determind la
concentracion de fenoles y flavonoides totales de nuevas variedades de frijol generadas por
el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Entre
estos resultados, se observd que las variedades Negro Albicampoy Flor de Mayo M-38
mostraron contenidos superiores de polifenoles a otras variedades estudiadas (2.92 mg eq.
de 4c. galico /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 encapsulacién de un extracto de frijol negro (Phaseolus vulgaris L.) mediante
secado por aspersion, observando las mejores condiciones de encapsulacién, temperatura
de almacenamiento y estabilidad de los compuestos polifendlicos!?.

Debido a la disponibilidad de las semillas se eligieron las variedades

Negro Albicampo, y Flor de Junio para este proyecto.
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3 MARCO TEORICO

3.1 La Obesidad, un problema mundial

La OMS define a la obesidad y el sobrepeso como “la acumulacién anormal de grasa que
puede presentar un riesgo a la salud” y se diferencia mediante el indice 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/m?(Tabla 1). De
acuerdo con datos mostrados por la OMS en 20163, se considera esta condicién como uno

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

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

Categoria IMC (kg/m?)
Peso bajo <18.2
Peso Normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25-29.9
Obesidad | 30-34.9
Obesidad Il 35-39.9
Obesidad IlI >40

La obesidad es consecuencia de desbalance entre la energia consumida y la energia
gastada, este desbalance puede ser causado por cuestiones genéticas (10-30 %), u otros
factores ambietales, sociales, psicoldgicos, entre otros. De acuerdo con estadisticas 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, 2016*
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En la mayoria de los paises, el sector poblacional femenino tiende a presentar un
mayor riesgo por factores genéticos asociados. Otro factor importante es la educacién vy el
nivel socioecondmico, los cuales han demostrado que, dependiendo del ingreso econémico,

la poblacidn tiende a mantener una dieta mas o menos saludable?®.
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 pais. 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 pesos?®, de acuerdo con datos

del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) publicados en 2016.

Mujeres

1988 1999 2006 2012 2016 | 1999 2006 2012 2016 | 1988 1999 2006 2012 2016 | 1988 1999 2006 2012 2016

Nifas preescolares (0 a 4 afios) Nifas escolares (5 a11 afos) Mujeres adolescentes (12 a 19 afios) Mujeres adultas (20 a 49 afios)

I Sobrepeso [ Obesidad
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Hombres

1988 1999 2006 2012 2016 1999 2006 2012 2016 2006 2012 2016  2000* 2006 2012 2016

Nifios preescolares (0 a 4 afios) Nifios escolares (5 a11 afos) Hombres adolescentes Hombres adultos (20 y més afios)
(12a 19 afos)
I Sobrepeso [ Obesidad

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

¢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 azlcares, grasas, sodio y una baja cantidad de fibra, como muestran
datos presentados por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT) en 2016 vy la
recopilacion mostrada por el grupo de trabajo de Gaona-Pineda et. al., 20187 que se

muestran en las Figuras 3y 4.

Grupo de alimento Preescolares* % (IC95%)  Escolares* % (1C95%)  Adolescentest % (IC95%)  Adukos™ % (1C95%)
Grupos de alimentos recomendables para consumo cotidiano
Frutas 434 (39.0-479) 45.7 (42.0-49.5) 39.2 (36.0-42.4) 51.4 (49.3-58.5)
Verduras 185 (15.1-22.4) 226 (193-25.9) 26.9 (23.8-30.2) 423 (40.2-444)
Leguminosas 543 (50.2-58.3) 60.7 (56.4-64.9) 63.1 (59.5-66.5) 700 (67.5-724)
Carnes no procesadas 382 (33.7-429) 402 (35.9444) 48.8 (45.4-523) 86.7 (85.2-88.0)
Agua 824 (79.2-853) 85.9 (83.1-88.7) 83.2 (80.6-85.6) 873 (85.7-88.7)
Huevo 47.1 (42.6-51.7) 48.8 (443-532) 46.4 (43.0-49.8) 48.1 (45.7-50.6)
Licteos 738 (69.8-774) 66.6 (62.9-70.3) 61.1 (57.7-64.4) 61.7 (59.6-63.7)
Grupos de alimentos no recomendables para consumo cotidiano
Carnes procesadas 223 (18.8-26.3) 225 (193-25.8) 237 (21.1-265) 19.8 (18.2-21.6)
Comida rapida y antojitos mexicanos 8.7(6.2-122) 15.6 (12.0-19.2) 21.4(188-242) 183 (16.6-20.2)
Botanas, dulces y postres 625 (58.1-66.7) 61.9 (58.2-65.6) 59.4 (56.1-62.5) 38.0 (35.7-403)
Cereales dulces 505 (46.2-54.8) 53.4 (49.2-57.6) 503 (46.8-53.7) 45.6 (43.5-47.7)
Bebidas no licteas endulzadas 74.1 (69.6-78.2) 81.5(78.1-84.8) 83.9 (81.4-86.1) 85.3 (83.8-86.6)
Bebidas licteas endulzadas 382 (33.9426) 404 (36.5-44.2) 332(302-364) 24.1 (224-358)

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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Figura 4. Contribucion energética de grupos de alimentos en la poblacion mexicana, y
recomendacion por grupo de edad. Fuente: ENSANUT, 2016

3.3 La obesidad como un estado de inflamacion.

La obesidad es un complejo de desdrdenes que trae consigo la presencia de un estado de
inflamacién crénica de baja intensidad en reaccidn al aumento de triglicéridos y colesterol
en el torrente sanguineo generando una respuesta protectora en el tejido conectivo
vascular a un estimulo perjudicial al organismo. Sin embargo, este estado de inflamacion
puede llegar a ser perjudicial para el individuo por la desregulacion metabdlica implicada y
la cantidad de moléculas proinflamatorias que recorren el torrente sanguineo. El exceso
de triglicéridos en el tejido adiposo estimula la liberacion de mediadores
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), ademas
de reducir la produccion de moléculas como adiponectina, aumentando el
estado proinflamatorio y generando un estrés oxidante8,

La inflamacion se caracteriza principalmente por una permeabilidad vascular para la
vasodilatacién y la presencia de células inflamatorias como macréfagos vy citocinas®®. El
tejido adiposo es uno de los principales participantes en esta condicién de obesidad, siendo
considerado como un tejido de reserva de energia, ademas de ser generador de estas

moléculas proinflamatorias.
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3.4 Tejido adiposo

El tejido adiposo es considerado un d6rgano metabdlicamente activo, que funciona
principalmente para el almacenamiento de energia y tiene la capacidad de sintetizar una
cantidad de compuestos activos para la regulacion de la homeostasis metabdlica influyendo
en procesos biolégicos vy fisiolégicos importantes. Es un drgano heterogéneo formado por
diferentes tipos de células: adipocitos maduros, preadipocitos, células endoteliales,
granulocitos, linfocitos y macréfagos?9-21,

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 expresion
de la proteina desacoplante 1 (UCP-1), responsable de la actividad termogénica del tejido,
encontrandose principalmente en bebés y posteriormente disminuye en la etapa adulta??.
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
organo con funciones endocrinas que secreta una cantidad considerable de citocinasy

hormonas polipeptidicas, entre ellas la leptina®.

! :‘ﬁ » f ool ," - .
.m?%’(ﬁ x} ;

Figura 5. Imagen modificada de Macdougald, O. A (2014) 24.Histologia de tejido adiposo tincién con
Eosina-Hematoxilina (HE). A) Tejido adiposo marrén y B) Tejido adiposo blanco.

En modelos de obesidad, se a observa un incremento en la deposicion del tejido
blanco, asi como la hiperplasia (aumento del nimero) e hipertrofia (aumento del tamafo)

de los adipocitos, secretando citocinas que contribuyen a una respuesta inflamatoria
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cronica. El modelo in vitro mdas estudiado para obtener informacion acerca del
funcionamiento del tejido adiposo, en especifico de los adipocitos, utiliza la linea celular

3T3-L1.

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

Los procesos celulares y moleculares de adipogénesis pueden ser estudiadosin
vitro utilizando una linea celular de fibroblastos 3T3-L1, cuya capacidad de diferenciacién
sigue activa, es decir, que cuentan con la capacidad de acumular grasa ante la exposicion
de una serie de compuestos. La diferenciacion hacia adipocitos involucra el tratamiento con
agentes pro-diferenciadores después del arresto de la division celular; cominmente se
utiliza insulina, glucocorticoides sintéticos como dexametasona (DEX) y 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX). Una exposicion temprana a estos agentes promueve la regulacién
positiva de los genes que llevan a un programa adipogénico, incluyendo la familia de
factores de transcripcién C/EBP y PPARy, activando la expresién de genes adipogénicos,
incrementando los niveles de glucosa y sintesis de triglicéridos, ademas de que la célula
comienza a presentar signos de acumulacién de lipidos aproximadamente en los dias tres o

cuatro de exposicién al medio de diferenciacion (Figura 6) 2>2%%7,

Dia -4 Dia -2 Dia 0 Dia 1 Dia 2

Preadipocito

Dia 6

Adipocito

[Post-confluencial Temprana Intermedia Tardia
Proliferacién Arresto del ciclo Expansion somética clonal Crecimiento post-arresto Diferenciacién
celular somitico terminal

Created in BioRender.com bio

Figura 6. Esquema cronoldgico de la diferenciacion de fibroblasto a adipocito de la linea celular 3T3-L1.
Esquema traducido y modificado de Chang & Young Kim, 2019%’.
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Durante la adipogénesis o post-diferenciacion, a las células se les pueden anadir
agentes externos para simular el estado de inflamacidn crénica que se presenta en la

obesidad. Entre los compuestos mas utilizados se encuentra el lipopolisacarido (LPS)

3.6 Lipopolisacdrido (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 esta formada por el lipido A, un oligosacarido central y el antigeno O (Figura 7).
o Lipido A
Localizado en la cara interna de la membrana citoplasmatica, el lipido A se compone
principalmente de dacidos grasos seguido de un oligosacdrido central cuya funcién es
mantener la integridad de la membrana. El lipido A es el principal inmuno-estimulador del
LPS y es el responsable de actividades bioldgicas importantes como la citotoxicidad?®2°,
e Oligosacdrido central
Es un compuesto formado por oligosacaridos que presentan ramificaciones y
fosforilaciones. Se encuentra en la region interna de la membrana, proximal al lipido A. Este
componente puede variar de bacteria a bacteria®°.
e Antigeno O
El antigeno O de las bacterias Gram-negativas es un polimero con subunidades
repetidas de oligosacdridos con una alta variabilidad antigénica. Se encuentra localizado en

la parte mas externa del LPS3.
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Figura 7. Esquema de la organizacion membranas de las bacterias Gram negativas. Esquema traducido
y modificado de Maldonado F. et al., 2016%%. OM: Membrana externa (outer membrane), OMPs:
Proteinas de membrana externa (outer-membrane proteins) y CM: membrana citoplasmica
(cytoplasmic membrane)
En células 3T3-L1, la adicién de LPS al medio induce factores pro-inflamatorios como
la activacién de la via de transduccidon de NF-kB y el aumento de citocinas pro-inflamatorias
que afectan la sensibilidad a insulina3?. Entre los compuestos que se han estudiado para

aminorar la inflamacién 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 antioxidante®.

El color es una de las referencias principales para saber si un alimento contiene o no
polifenoles; la mayoria de estos compuestos presenta coloraciones azules, moradas o rojas
gue los hacen atractivos a polinizadores, los protegen de los rayos ultravioleta (UV) y sirven

de proteccidn contra plagas3*3°.
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3.7.1 Clasificacion

La familia de los polifenoles abarca una amplia gama de compuestos cuya estructura
presenta anillos aromdticos e hidroxilos. Dentro su clasificaciéon, se pueden encontrar
moléculas sencillas como los acidos fendlicos y estilbenos, hasta moléculas de mayor
tamafio polimerizadas como los taninos3®

La Figura 8, muestra la clasificacion de los polifenoles de acuerdo con su nimero de
enlaces, anillos aromdticos y grupos OH. Dentro de esta clasificacion, los flavonoides son los

que muestran una mayor variabilidad (Figura 9)*”.

:ji;i% Rj@/\)’\

Jog @A ;ZO&E:?Z

Figura 8. Estructuras de los polifenoles. Acidos hidroxibenzéicos (Hba), acidos hidroxicindmicos (Hca),
flavonoides (F), chalconas (C), estilbenos (S) y lignanos (L). Imagen modificada de Bellitz, 2009,
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Figura 9. Estructuras de los flavonoides. Flavanoles (Faol), antocianidinas (Acn), flavanonas (Faon),
flavonas (Fon), flavonoles (Fool) e isoflavonas (Ifon). Imagen modificada de Bellitz, 20093,

La mayoria de estos compuestos se encuentran glicosilados en la tercera posicién
del anillo, lo que les confiere una mayor estabilidad en el tracto digestivo durante su
consumo. Es importante mencionar que su absorcion es reducida, sin embargo, la
microbiota intestinal puede metabolizarlos a moléculas absorbibles, asi como acidos

fendlicos3® cuyo impacto en la salud resulta benéfico para el individuo.

3.7.2 Los polifenoles como tratamiento contra la obesidad

Como se menciond anteriormente, la obesidad es un problema de salud que ha ido
aumentando en los ultimos afios. Estudios recientes han mostrado el impacto que tiene el
consumo de polifenoles para disminuir los dafios causados al organismo.

e Ensayos in vivo

En estudios de modelos murinos C56BL/6 expuestos a una dieta alta en grasa,
afiadiendo una mezcla de compuestos polifendlicos (resveratrol, curcumina, polifenoles
derivados de la manzana, entre otros) han mostrado una disminucion en el aumento de

peso, el porcentaje de grasa y de triglicéridos, promoviendo un mayor gasto energético y
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modulando la homeostasis de la glucosa®®. Ademas de eso, se han observado cambios en
la expresion de genes que codifican enzimas como la sintasa de acidos grasos, la
lipoproteina lipasa y la hormona sensible a lipasa, por mencionar algunos*42,
e Ensayos in vitro

Este tipo de estudios han mostrado que el uso de compuestos fendlicos como galatos de
epigalocatequina, resveratrol y curcumina reducen la diferenciacion celular de adipocitos,
asi como la acumulacién de triacilglicéridos. En células 3T3-L1, la adicién de estos
compuestos en el medio de cultivo aumenta la viabilidad celular cuando se induce
inflamacion via LPS. Pan et al.*? demostrd que el uso de un extracto polifendlico derivado
de alimentos citricos 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 disminucién en las goticulas de triglicéridos formadas en las células con la adicién de este
extracto polifendlico, en comparacion con aquellas células que no fueron tratadas con el
extracto.

De igual manera, el trabajo publicado por Zhu et al.** muestra que la combinacién
de dos compuestos polifendlicos (berberina y resveratrol) disminuyen significativamente la
acumulacién de lipidos en células 3T3-L1, de una manera dosis dependiente. Entre otros
compuestos que han sido estudiados para disminuir la adipogénesis y la inflamacion en
modelos in vitro se encuentran: el tirosol (aceite de oliva)*, la espirulina®, gingerol
(jengibre)*®y las bayas de sauco?’, 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 proteina en la alimentacién, principalmente para la poblacién mexicana,

y que en los ultimos 30 afios ha visto disminuido notablemente su consumo y produccion.

3.8 Frijol (Phaseolus vulgaris L.)
México posee la mayor diversidad del género Phaseolus, dentro de los cuales, el frijol
comun (Phaseolus vulgaris L.) es el de mayor importancia agrondmica y econdmica por la

extension de su cultivo dentro de la Republica 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 habitos de consumo en muchas
regidnes®.

3.8.1 Produccion y residuos derivados del frijol.

De acuerdo con datos obtenidos por el Servicio de Informacién Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP)* del 2019 al 2020 las hectéreas cultivadas y cosechadas disminuyeron en
un 25.1%, con una produccién de 577 mil 492 toneladas en el aifio 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 produccién 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 obtencion de un extracto polifendlico y evaluarlo en un modelo de obesidad in vitro.
3.8.2 Compuestos flavonoides y no flavonoides de la testa del frijol.

Los compuestos fendlicos presentes en frijoles incluyen una variedad de flavonoides como:
antocianinas, flavonoles, proantocianidinas, taninos, asi como una gran cantidad de acidos
fendlicos™°.

Las proantocianidinas se encuentran en la mayoria de las variedades de frijol, y las
antocianinas pueden ser caracterizadas en las variedades de frijol negro >*°%°3.La mayoria
de estos compuestos fendlicos se encuentran en la testa (parte externa de la leguminosa),
mientras que los cotiledones pueden contener trazas®*>°. El flavonoide con mayor
presencia en el frijol es la quercetina y se encuentra glicosilada en la tercera posicion lo que
permite formar complejos con iones metdlicos®®, 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 dia es muy comun encontrar suplementos alimenticios con accién 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
extraccion de estos compuestos y su evaluacion como suplemento alimenticio.

Cabe mencionar que los alimentos de los cuales se han extraido estos compuestos
ya eran conocidos por su alta capacidad antioxidante y en su mayoria, no son producidos
en México. Por esta razdn, este proyecto pretende apostar por el uso de un alimento

tradicional, con el fin de obtener informacidn y promover el uso de la biodiversidad agricola.
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4 JUSTIFICACION

La informacion 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, asi como su uso para la generacién de productos que puedan ser utilizados por
la poblacion. Uno de estos alimentos es el frijol que, como sucede con todos los granos y
alimentos frescos, sufre mermas durante su produccién y transporte a los centros de
distribucién, generando una enorme cantidad de residuos. La cifra de merma y desperdicio
en la industria agroalimentaria llega a ser tan alta como del 40%>’.

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
produccién de frijoles refritos y frijoles en polvo. O bien, puede utilizarse la testa
desprendida de estas mitades para la extracciéon de polifenoles. En ambos casos, como
alimento o como la materia prima para obtener compuestos fendlicos, es valioso generar
conocimientos acerca de su potencial antioxidante y su comportamiento en el
metabolismo, por lo que se pretende obtener una informacién mas detallada sobre las
bondades de su consumo y su posible uso terapéutico.

Ya se ha observado en estudios previos con esta leguminosa’®!! que se logra mejorar
la respuesta metabdlica de animales obesos inducidos por dieta, y también se logra
restaurar la microbiota intestinal.

Este proyecto pretende investigar la  contribucién de  extractos
polifendlicos derivados de dos variedades de frijol (Negro Albicampo y Flor de Junio) en la
modulacion 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 informacion base
para conocer en qué concentraciones puede utilizase en un futuro, para evaluar su funcién

en un modelo animal.
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5 HIPOTESIS

e El uso de extractos polifendlicos con alta capacidad antioxidante de dos variedades
de frijol (Negro Albicampo y Flor de Junio) tendran un efecto positivo en la viabilidad

celular de adipocitos expuestos a LPS.

6 OBJETIVOS

Objetivo general
e Evaluar el efecto del uso de extractos polifendlicos derivados de dos variedades de
frijol (Negro Albicampo y Flor de Junio) en la viabilidad celular durante la
diferenciacién y post-diferenciacién de la linea celular 3T3-L1 expuesta a LPS.
Objetivos particulares
e Conocer la composicion quimica aproximada de los extractos polifendlicos de dos
variedades de frijol (Negro Albicampoy Flor deJunio) mediante ensayos
cuantitativos, cualitativos y evaluar su capacidad antioxidante.
e Evaluar la viabilidad celular de las células 3T3-L1 expuestas a LPS por 24h utilizando
distintas concentraciones de los extractos polifendlicos (10, 80 y 150 ug/ mlL)

durante y después de la diferenciacion celular.
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7 METODOLOGIA

7.1 Diagrama general
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Figura 10. Diagrama general del proyecto.

7.2 Métodos y reactivos

7.2.1 Reactivos

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

de la luz a temperatura ambiente.

Biuret. Se pesan 3 g de CuSO4-5H;0, adicionando 9 g de tartrato de sodio y potasio. Se

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

a 1000 mL.
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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

acido nitrico (30%) con una solucién 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 HCI

concentrado (37%).

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

7.2.2 Métodos
7.2.2.1 Obtencion del extracto polifendlico

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 deshidratacion, se llevan a molienda y tamizado en malla No.
60. Posteriormente, se pesa una cantidad de muestra y se agrega una solucién de etanol:
agua: acido acético (80:14:6), en relacion 1:40 (muestra: solucién), se colocan en agitacion
durante 2 h, y se filtran los extractos (por triplicado). Se colocan en recipientes dmbar y se

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

7.2.2.2 Caracterizacion de compuestos fendlicos

El método de extracciéon 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, proteinas vy

azlcares.
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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 formara la espuma, que indica la presencia de terpenos y esteroides®®.

Prueba de Molish (glicésidos)

En un tubo de ensayo se colocan 0.5 mL del extracto, se afladen 0.5 mL del reactivo
de Molish y se calienta en un bafio 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 azucar reductor®®.

Prueba de Biuret (proteinas)

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 formacién de un precipitado
violeta que muestra la presencia de proteinas®.

Prueba de Mayer (alcaloides)

En untubo de ensayo se agregan 0.5 mL de extracto y 0.5 mL de HCI, posteriormente
se agrega 0.5 mL del Reactivo de Mayer y se agita manualmente. Si la prueba es positiva, se
observa la formacién de un precipitado amarillo, mostrando la presencia de alcaloides®.

Prueba de Dragendorff (alcaloides)

Se afaden 0.5 mL del extracto y 0.5 mL de HCI, posteriormente se agregan 0.5 mL
del reactivo de Dragendorff, se agita manualmente. Si la prueba es positiva, se observa la
formacion de un precipitado amarillo, mostrando la presencia de alcaloides 2.

Taninos totales

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se colocan 50 plL del extracto, posteriormente se
afiaden 250 pL del reactivo de Folin (1:1), se mezclan e incuban durante cinco minutos en
oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente, se agregan 500 uL de Na>COs (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 3. Como curva

estandar se utiliza acido tanico puro con concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8, 10 ug/mL.
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Fenoles totales

En un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se colocan 50 plL del extracto, posteriormente se
afiaden 250 pL del reactivo de Folin (1:1), se mezclan e incuban durante cinco minutos en
oscuridad y temperatura ambiente. Posteriormente, se agregan 500 uL de Na>COs (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 nm®. Como curva
estandar se utiliza acido gélico puro con concentraciones entre 10 y 100 ug/mL.

Flavonoides totales

En un tubo de ensayo se colocan 0.25 mLde extracto, posteriormente se
afiaden 1.25 mL de agua destilada. A esta misma solucion, se agregan 75 pL de NaNO; (5%),
se deja reposar por seis minutos y después se afiaden 150 pL de AICl3 ¢ 6 H,0 (10%), se deja
reposar por 5 minutos y se afiaden 0.5 mL NaOH (1M). Finalmente se afaden 2.5 mL de
agua destilada y se mide absorbancia a 510 nm®. Se realiza una curva estandar
con quercetina de 0 a 200 pg/mL.

e 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 palido. Los resultados indican el porcentaje de
atrapamiento del radical o también, la capacidad antioxidante del compuesto a estudiar.

Se coloca 1 mL de la solucién 0.1 mM de DPPH en metanol a 3 mL de la solucién de
extractos en metanol a diferente concentracién (50, 100, 200,400 y 800 ug 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 DPPH®>,
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7.2.2.3 Cultivo y diferenciacion de células 3T3-L1

Se adquirié el cultivo celular de fibroblastos de embriones de ratén 3T3-L1 en
ATTC® (CL-123™), los pre-adipocitos se mantuvieron en el
medio Dulbecco’s Eagle’s Modificado (DMEM) (Cientifica 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) (AccesolLab), 1%
penicilina-estreptomicina (PNS). Para llevar a cabo la diferenciacion celular, se utilizé un kit
de diferenciacion que contiene: insulina (1.5 mg/ml) 0.6 ml (DIFO01A), cocktail de
diferenciacién 1000x (liofilizado) 1 vl (DIFO01B) y dimetil sulféxido (DMSO, anhidro) 0.5 ml
(DIFO01C) (Sigma Aldrich, DIFO01-1KT). La insulina se agrega al medio para inducir la
acumulacién de lipidos en la célula. El medio se cambia cada dos dias hasta que ocurra el
maximo de diferenciacidn (en este proyecto fue en los dias 5 o 6 después de colocar el
medio de diferenciacion).
7.2.2.4 Ensayo de viabilidad celular

Se evaluaron dos tiempos de aplicacidon de los extractos polifendlicos: durante y
posterior a la diferenciacion celular, utilizando las concentraciones de extractos de 0, 10, 80
y 150 pg de extracto/mL de DMEM suplementado. A las células tratadas con los extractos
durante la diferenciacién celular y aquellas que fueron tratadas post-diferenciacién, al
quinto dia fueron expuestas a LPS (1000 ng/mL) durante 24 h. Al dia siguiente se evalud 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 teiird de azul. Al contrario, las células no viables se
muestran de un color azul®®.

En una placa de 96 pozos se colocan 100 pul de la solucién de azul de tripano y el
sobrenadante celular en relacién 1:1, posteriormente se coloca en una cdmara de Neubauer

o hemocitémetro, para observar en el microscopio y realizar el conteo celular®®
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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 formazan, esta reaccidn
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 reaccién es catalizada principalmente por la

succinato deshidrogenasa®.

T \ Formazan
HN —N .
Deshidrogenasa . T
——( ,
@ A
MTT NADPH NADP* ./

Figura 11. Reduccion del MTT a Formazan. Imagen disefiada en BioRender.

Transcurridas las 24 h, se retira el medio DMEM (10% SFB) y se afiade 1 mL de medio
DMEM junto con el reactivo MTT, se incuba por 1 h a 372C. Posteriormente se afiade 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 control®’.
7.2.2.5 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en este proyecto se analizaron utilizando el programa de
analisis integral y estadisticas, Prism9. Las pruebas realizadas fueron t de student y ANOVA

de dos vias considerando un valor de p<0.05 como diferencia significativa.
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8 RESULTADOS

8.1 Caracterizacion de compuestos fendlicos
8.1.2 Ensayos cualitativos

e Prueba de espuma

Las saponinas, son glucdésidos hidrosolubles, que pueden tener
propiedades tensoactivas y hemoliticas (considerados como agentes tdxicos para el
consumo humano); sin embargo, hay estudios que demuestran que estas moléculas
cuentan con una actividad biolégica alta, en las cudles se destaca su uso como
insecticida, anti-agregante plaquetario, hipo-colesterolémico, y principalmente su
capacidad antiinflamatoria®.

Se determind 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 linea 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 disminuyd (marca inferior); este

comportamiento se ve en ambas muestras.

Ik

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

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

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

e Prueba de Biuret (proteinas)

La prueba de Biuret, es una técnica colorimétrica especifica para proteinas y
péptidos. El compuesto de Biuret se forma cuando la urea es calentada, provocando la
unién 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 basico, el complejo formado

produce un color morado® (Figura 13).

Figura 13. Presencia de proteinas Método de Biuret. A) Negro Albicampo. B) Flor de Junio.
Fotografia de Luzallie Jasso. N=3

La muestra de la variedad Flor de Junio no muestra reaccién positiva. Estudios han
demostrado que los polifenoles tienen una alta capacidad de interaccionar con proteinas.
Esta interaccion da como resultado una disminucién en la calidad de la proteina,
provocando un cambio nutrimental importante’?. Como se muestra en este resultado, la
variedad de Negro Albicampo muestra la coloracién morada, siendo un resultado positivo
para Biuret. Esto podria explicarse debido a que las variedades de frijol negro tienden a
contener una mayor cantidad de polifenoles en la testa que pueden interactuar con
proteinas, y mds en esta leguminosa que se considera una fuente importante de proteina

para la dieta tradicional mexicana.
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e Prueba de Molisch (glucdsidos)

La mayoria de los polifenoles que se encuentran en las plantas se encuentran
glicosilados con diferentes unidades de azlcar y azlcares aciladas en diferentes posiciones
del esqueleto del polifenol?.

La prueba de Molisch, permite detectar la presencia de hidratos de carbono en una
muestra, se fundamenta en la formacion de furfural o sus derivados, los cuales producen
un complejo purpura 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 mas fuerte.

Figura 14. Presencia de glucésidos por la prueba de Molish. A) Negro Albicampo. B) Flor de Junio.
Fotografia de Luzallie Jasso. N=3
Algunos de los polifenoles que se pueden encontrar en la testa del frijol son
antocianinas, principalmente: delfinidina, malvinidina y petunidina, glicosiladas en la
posicién 3-0; otros estudios que indican la presencia de quercetina-3-O-glucdsido. Los
polifenoles glicosilados tienen la capacidad formar complejos metdlicos que bloquean la
formacion de radicales libres’%72,

e Prueba de Mayer (alcaloides)

Los alcaloides son compuestos derivados del metabolismo de las
plantas, encontrandose principalmente en las que presentan inflorescencias, como el maiz.
La funcién de estos compuestos aun no se conoce realmente, sin embargo, se ha

demostrado que pueden participar en la formacion de la semilla, y se ven disminuidos
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cuando se encuentra madura. Su presencia sirve de proteccidn contra algunas especies de
insectos’3.

La prueba de Mayer utiliza una soluciéon de yoduro de potasio-mercurio, para
precipitar los alcaloides presentes en una muestra; para la prueba de Dragendorff se utiliza
una solucidon de yoduro de potasio-bismuto. En la Figura 15, se observa la reaccién
utilizando el reactivo de Mayer, donde ambas muestras fueron negativas a la formacion del
precipitado naranja. La diferencia de color, se debe a que los polifenoles (en especial las

antocianinas) presentan coloracién rosa a pH acidos.

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

e Prueba de Dragendorff (alcaloides)

Esta prueba, también se utiliza para la observar la presencia de alcaloides, y como se
mencioné 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 observé la formacidn de un precipitado naranja.

Wl

‘w

Figura 16. Presencia de alcaloides por el Método de Mayer. A) Negro Albicampo. B) Flor de Junio.
Fotografia de Luzallie Jasso. N=3

37



Para continuar con la caracterizacion de los extractos polifendlicos, se realizaron
pruebas cuantitativas, que permitirdn determinar la cantidad de compuestos fendlicos

presentes en los extractos, asi como su capacidad antioxidante.

8.1.3 Ensayos cuantitativos
Se realizaron las pruebas de fenoles totales, flavonoides totales, taninos totales y se midié
la capacidad antioxidante mediante el método de DPPH. Los resultados de estas

determinaciones se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. A) Fenoles totales (mg eq de acido galico/100g de muestra), B) flavonoides totales (mg eq. de
quercetina/100g de muestra), C) taninos totales (mg eq. de acido tanico/100g de muestra) y D) capacidad

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

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

Negro Albicampo, contiene una mayor cantidad de fenoles equivalentes a acido gdlico. 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 composicién.

Los flavonoides totales son expresados en equivalentes de quercetina (compuesto
de mayor proporcién 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 bioldgicas, incluyendo el ser anticancerigena, anti-inflamatoria,
tener actividad antiviral, ademas de disminuir la peroxidacién de lipidos’#7>.

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 4cido
tanico/100 g de muestra), mientras que Flor de Junio, presenta 57.48 mg eq. de acido
tanico/100 g de muestra. El color de la semilla es una de las caracteristicas 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 mas oscuro tiende a
presentar mayores valores de taninos, mientras que las variedades mas claras, muestran un
menor contenido de taninos’®”’.

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 comparacién 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 linea celular 3T3-L1.

8.2 Cultivo celular 3T3-L1

Las células 3T3-L1 son fibroblastos que aun mantienen la capacidad de diferenciarse
dependiendo del estimulo al cual se encuentren expuestos. En la Figura 18, se puede
observar la morfologia de las células después de ser sometidas a un tratamiento de

diferenciacién (Kit de diferenciacion), y posteriormente mantenerlas en un medio
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adicionado con insulina. Se observa la formacién de goticulas de grasa, indicativo de que se

estan diferenciando en adipocitos y estdan almacenando grasa.

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

. Fotografias tomadas en la Unidad de Investigacion de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia, UNAM.

Una vez diferenciadas, se realizo 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 tenian un efecto citotéxico 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 afiadidos durante la
diferenciacién de las células a adipocitos (5 dias con renovaciéon de medio cada 2 dias), y la
segunda ocasién, los extractos se colocaron cuando las células ya habian alcanzado su
diferenciacién (24 h). En el quinto dia, las células tratadas pre y post diferenciacién fueron

expuestas a LPS (1000 ng/mL) durante 24 h. En la Figuras 19 se muestran los resultados.
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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 polifendlicos durante la diferenciacion y expuestas a LPS por 24h, B)MTT. Células 3T3-L1 tratadas
con los extractos polifendlicos post-diferenciacion y expuestas a LPS por 24h, C) Azul de tripano.Células 3T3-L1
tratadas con los extractos polifenélicos durante la diferenciacion y expuestas a LPS por 24h y D) B)Azul de
tripano. Células 3T3-L1 tratadas con los extractos polifendlicos post-diferenciacion y expuestas a LPS por 24h.
DD: durante diferenciacidn, PD: post-diferenciacion. 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-diferenciacion, a pesar de ser expuestos a LPS, logran aumentar la viabilidad celular a
medida que aumenta la concentracién del extracto. A pesar de ser un ensayo utilizado
comunmente y ser altamente reproducible, se quiso corroborar la informacién con el
ensayo de azul de tripano cuyos resultados se muestran de igual manera en la Figura 19Cy
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 viables®®.

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

polifendlicos post-diferenciacion y LPS no influyen de manera significativa en la viabilidad
celular en comparacién con las células tratadas solo con LPS. Sin embargo, en las células
tratadas con los extractos durante la diferenciacion se observa que el uso de los compuestos

influye de manera positiva en la viabilidad celular.
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9 DISCUSION

La obesidad se ha convertido en un problema de suma importancia a nivel mundial. En el
afio 2020 comenzd la pandemia por el virus SARS-CoV2 que provoca la enfermedad de
COVID-19 teniendo como uno de los factores de riesgo mas importantes la obesidad. Esta
condicién 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 azlcar, grasas
o sodio, dejando de lado una alimentacién que incluya vegetales, leguminosas y frutas
frescass, todos ricos en compuestos polifendlicos. La situacién de mas de una tercera parte
de la poblacidn se ve empeorada por el sedentarismo y la fatla de actividad fisica.

Los polifenoles, son metabolitos secundarios que se estudian cada vez mas, debido
a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiadipogénicas, por lo que cada vez
se encuentra mas informacicon al respecto de sus beneficios a la salud.

En los resutados de este proyecto, se muestra la caracterizacién cualitativa y
cuantitativa de dos extractos polifendlicos derivados de dos variedades de frijol: Negro
Alicampo (variedad negro) y Flor de Junio (variedad bayo).

El frijol Negro Albicampo, mostré una mayor cantidad de polifenoles y porcentaje
de atrapamiento del radical DPPH en comparacién con el frijol Flor de Junio. Los polifenoles,
en especial las antocianinas que se han reportado presentes en Phaseolus vulgaris son la
delfinidina 3-glucésido, petunidina 3-glucésido y malvinidina 3-glucdsido, siendo la primera
la que se encuentra en una mayor proporcién’’. Como se menciona, las antocianinas se
encuentran glicosiladas en su mayoria y esto se comprobd con la prueba de Molisch, en
donde ambos extractos mostraron la presencia de azlicares en su composicion.

En las pruebas cualitativas de caracterizacion, se evalud 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
proteinas, en donde se ha visto que la interaccién de polifenoles-proteinas da como
resultado una disminucién en la calidad de la proteina, provocando un cambio nutrimental
importante. Budryn et. al’®, evalud tres aislados de proteina y los hizo interaccionar con

diferentes polifenoles, observando un aumento en la masa molecular pero también la
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degradacion de aminodacidos esenciales, asi como una limitacién en la digestién protedlica
y solubilidad de proteinas.

Para evaluar si estos compuestos podrian 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 inflamacién crénico debido al crecimiento tanto de tamafo como de nimero
de adipocitos, por ello durante el ensayo se agregd LPS a las células 3T3-L1 y provocar un
estado de inflamacion. 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 produccién de citocinas
proinflamatorias, asi como la disminucién de la viabilidad celular’®79:%0,

El uso de LPS fue para simular la condicién de inflamacién crdnica que se encuentra
en un estado de obesidad y que provoca la muerte celular®l. Ambos extractos se utilizaron
en etapas distintas de la diferenciacién celular; el primero fue el uso de los extractos
polifendlicos durante la exposicién 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 lineas celulares. Por ejemplo, el grupo de Ma J. et al®?
demostré que el resveratrol inhibe los efectos causados por el LPS en células osteoblasticas
ademads de aumentar la expresion de genes antiinflamatorios, siendo este efecto dosis-
dependiente. También se ha demostrado que otros polifenoles derivados de flores o
cascaras de frutos inhiben la apoptosis celular y atenuan el estado de inflamacién causado
por LPS en modelos in vitro de células neuronales, cancerigenas incluyendo cancer de
estémago?84,

En la literatura, se han reportado mads estudios acerca de las variedades negras de
frijoles, y practicamente no hay informacidn detallada acerca de qué tan beneficiosos son
los frijoles bayos. Por lo anterior se decidié incluir una variedad comercial de frijol bayo (Flor
de Junio) para constrastarla con la variedad negra desarrollada por el INIFAP (negro
Albicampo). Como se observé en los ensayos de viabilidad celular, el frijol bayo ensayado

también mostré un efecto positivo en la viabilidad tanto durante, como en etapas post-
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diferenciacién. Una posible ventaja de los frijoles bayos es que, en comparacién con las
variedades negras, proporcionarian una mayor biodisponibilidad de hierro®.

Tako E.8®en 2010, estudio y demostré que los polifenoles que se encuentran en las
variedades de frijol coloridos son los causantes de la poca absorcién 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 produccidn de ferritina. Cabe mencionar, que en una condicién de
obesidad se tiene una mayor deficiencia de hierro debido a que las moléculas liberadas en
estas condicion tienden a modificar la sintesis de hepcidina y suprimen la eritropoiesis
provocando la llamada anemia crénica (ACD)8”:28,

Para finalizar, ambas variedades muestran resultados importantes en cuanto a su
caracterizacion polifendlica como en los resultados obtenidos en el ensayo in vitro. Hay una
mejora en la viabilidad celular utilizando los extractos polifendlicos ain 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 metabdlicas en las que se sabe que los

polifenoles podrian tener un impacto benéfico para la salud.
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10 CONLCUSIONES

Se demostré que el uso de extractos polifendlicos 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 mostré 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

e Estudiar los extractos polifendélicos de ambas variedades en un modelo de obesidad
in vivo y observar su respuesta ante moléculas pro inflamatorias, ademds de la
evaluacién de parametros bioquimicos como: triglicéridos, colesterol y glucosa.

e Realizar una separacion de los compuestos polifendlicos presentes en el extracto de
la variedad negro y evaluar cual de ellos podria tener la accién antioxidante o
antiinflamatoria.

e Debido ala 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 absorcién de hierro.
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