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RESUMEN

En la actualidad, existe una gran variedad de enfermedades cronico degenerativas
gue son la principal causa de muerte a nivel mundial, por lo que se ha buscado el
uso de principios activos provenientes de fuentes naturales que permitan eliminar
o disminuir las alteraciones que dichas enfermedades causan al organismo, sin
embargo para poder considerar un compuesto como agente terapéutico es
necesario realizar pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad, que permitan
establecer su inocuidad para su posible utilizacibn como agente nutracéutico, por
lo que en el presente trabajo se utilizaron dos variedades de Frijol Ayocote
caracterizadas por medio de un andlisis quimico proximal, se obtuvieron los
extractos proteinicos por el método de precipitacion isoeléctrica y se analizd su
actividad citotoxica y genotodxica en ratones CD1+. Los resultados mostraron que
ambas variedades presentan una composicion quimica proximal semejante con
alto contenido proteinico, un punto isoeléctrico de 4.0 para las proteinas de ambas
variedades, el extracto es inocuo en dosis de hasta 5000 mg*kg?, sin mostrar
efecto genotoxico, con una citotoxicidad moderada por lo que podria ser utilizado

como agente terapéutico contra enfermedades cronico degenerativas.
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ABSTRACT

Actually the chronic degenerative diseases, are the principal cause of dead in the
world, for this reason the research has been focused to search the nutraceutical
compounds from vegetal source, in order to eliminated or diminish the disorder in
the organism, however is necessary evaluate the possible cytotoxic and genotoxic
effect of the compounds to considered a as therapeutic agent, so that in this work
two varieties of Phaseolus coccineus L. (runner bean) were chemically
characterized, a proteinic extract was obtained by isoelectric focusing and was
determinated the cytotoxic and genotoxic activity on CD1+ mice. The results
showed that chemical composition, the isoelectric focusing (pH 4.0), safety doses
from the proteininc extract (up to 5000 mg*kg-1), without genotoxic effect and
moderate cytotoxic activity were similar in both varieties of runner beans, so that
the extract proteinic could be used as possible therapeutic agent versus chronic

degenerative diseases.
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INTRODUCCION

El frijol en América Latina representa una tradicion productiva y de consumo que a
lo largo de la historia se ha convertido inclusive en un alimento de identificacion
cultural, ademas de que es uno de los cultivos de mayor importancia econémica,
representa una de las fuentes mas importantes de carbohidratos y proteinas
(Cuéllar-Ortiz, 2008; Paredes et al., 2006). En México, la produccién de frijol se
destina al consumo humano siendo nuestro pais uno de los cinco principales
productores de esta leguminosa a nivel mundial (Secretaria de Economia, 2012).

Es por esta razon que recientemente se ha prestado atenciéon al frijol, por sus
caracteristicas nutricionales y nutracéuticas, ya que contiene compuestos
bioactivos que se ha demostrado previenen o reducen enfermedades tales como,
enfermedades cardiovasculares y cancer de colon, de mama, cervicouterino y de
préstata (Paredes y Valverde, 2006). Cuando existe la presencia de un agente
xenobiotico, este induce un efecto citotoxico sobre las células nucleadas
precursoras de la medula 6sea, causando muerte celular o reduccion de la division
celular (Alvis-Davila, 2010). Otro efecto que se podria tener es un efecto
genotoéxico el cual causa dafio sobre el material genético en cuanto a la fijacion y
transmision del cambio inducido en el ADN, dando como consecuencia una
mutacion génica o cambios cromosOmicos ya sean estructurales o numeéricos y
por ello es asociado a la aparicion de procesos cancerigenos (Kramer, 1998;
Erickson, 2003). En investigaciones recientes en animales alimentados con frijol,
han encontrado que tiene propiedades quimiopreventivas contra agentes
xenobidticos que generan algunos efecto citotoxico y genotdxicos que provocan
mutaciones y algunos canceres. Algunas de estas variedades son frijol Pinto
Zapata, Ayocote Morado, Ayocote Negro y Negro 8025, las cuales sobresalieron
por contrarrestar principalmente el cancer de colon. Estas propiedades se han
atribuido a su contenido de proteina, fibra, almidon resistente y a los fitoquimicos
(fendlicos, y antocianinas) (Herrera-Hernandez y Guzman-Maldonado, 2010). Por
lo que en el presente trabajo se muestran los efectos citotoxico y genotoxico de las

proteinas de dos variedades de frijol ayocote.
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CAPITULO 1 ANTECEDENTES.
1.1 Generalidades

El frijol es la leguminosa alimenticia mas importante para cerca de 300 millones de
habitantes de paises en desarrollo (Camacho-Espinoza et al., 2010), ya que junto
con el maiz constituye una de las fuentes importantes de carbohidratos y proteinas
(Cuéllar-Ortiz, 2008).

En América Latina el cultivo del frijol, al igual que el de maiz, representan una
tradicion productiva y de consumo, que a lo largo de la historia se ha convertido no
s6lo en un alimento tradicional, sino también en una identificacién cultural y
economica ya que representa para los productores una fuente importante de
ingresos, que a su vez es una garantia de seguridad alimentaria. En México, gran
parte de la produccion de frijol se destina al consumo humano siendo asi que a
nivel mundial ocupa el quinto lugar en produccion y el tercero en consumo
(Secretaria de Economia, 2012).

Recientemente se ha prestado atencién al frijol, por sus caracteristicas
nutricionales y nutracéuticas, ya que previene o0 reduce enfermedades
cardiovasculares y cancer desarrollado en diferentes érganos. Asimismo es fuente
de calcio, fosforo, hierro, magnesio y zinc; los cuales pueden contribuir en la
prevencion de osteoporosis, cancer de colon e hipertension, disminuyen el riesgo
de contraer problemas relacionados con el sistema vascular y disfunciones del
cerebro (Paredes y Valverde, 2006). En comparacién con otros vegetales, el frijol
presenta mayor numero de compuestos nutracéuticos. Por ejemplo, una porcién
de 100g de frijol cocido puede aportar el 60% del requerimiento diario de fibra
soluble, 40% de hierro y 66% de acido félico (Figueroa et al., 2010), asi como
polifenoles, que incluyen fenoles solubles, taninos, antocianinas, flavonoides y
acido félico (Paredes y Valverde, 2006; Figueroa et al., 2010).

Por otro lado, los oligosacaridos y la fibra del frijol tienen funciones benéficas para
la salud humana, ya que se ha demostrado que el consumo de 40 g de frijol cocido
al dia puede prevenir la formacién de tumores en el colon; ademas ayudan a

reducir el colesterol y la presion sanguinea (Reynoso-Camacho et al, 2007).



1.2 Origen del frijol

Varios autores han postulado la hipotesis que establece tres centros de origen y
domesticacion del frijol los cuales son, el Sur de los Andes (que abarca desde el
sur de Pera hasta San Luis Argentina), el Norte de los Andes (desde el occidente
de Venezuela hasta el norte de Perl) y Mesoamérica (region limitada por los
valles de los rios Panuco y Santiago México, hasta el norte de Costa Rica), en
esta Ultima region se ha encontrado la mayor especiacion es decir, el proceso
mediante el cual una poblacion de una determinada especie da lugar a otra u otras
variedades) de frijol (Figura 1.1)(Paredes et al., 2006).

Mesoamerica

Norte de
los Andes

Sur de los
Andes

Figura 1.1. Posibles centros de origen del frijol (Paredes et al., 2006).

Sin embargo, se ha reconocido a México como el centro de origen mas probable o
al menos el centro primario de diversificacion, debido a los hallazgos
arqueoldgicos que indican que éste cultivo existia desde hace algunos 5000 afios

a.C. (Ulloa et al.,, 2011), aunado al hecho de que en nuestro pais se han
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identificado 47 de las 60 especies del género Phaseolus, ademas se han
encontrado los antepasados silvestres de cinco especies cultivadas del P. vulgaris
o frijol comun, P. acutifolius o frijol tépari, P. lunatus o frijol lima, P. coccineus o

frijol escarlata y P. polyanthus o frijol anual (Paredes et al., 2006).

En la actualidad diferentes variedades del género Phaseolus se siembra en los
cinco continentes y la semilla seca es después de la soya, la leguminosa de mayor
comercializacién en el mundo (Cuéllar-Ortiz, 2008).

1.3 Caracteristicas Botanicas

1.3.1Taxonomia del frijol

El frijol pertenece al orden Rosales, familia Leguminosae, sub familia
Papilionoideae, tribu Phaseolae, sub tribu Phaseolinae, genero Phaseolus, este
género estaba considerado como un grupo heterogéneo con mas de 250 especies
distribuidas en el mundo (Debouck et al., 1984; Payr6 de la Cruz, 2005), sin
embargo, recientes investigaciones permitieron redefinirlo con aproximadamente
50 especies, todas americanas, 45 de ellas de origen mesoamericano, cinco
especies domesticadas a partir de diferente ancestros silvestres (Phaseolus
vulgaris L., Phaseolus lunatus L., Phaseolus coccineus L., Phaseolus polyanthus
Greenman y Phaseolus acutifolius A. Gray); con el cual forma su propia poza de
genes primaria donde existe total o casi total compatibilidad genética (Payré de la
Cruz, 2005).

1.3.2 Morfologia

Los caracteres morfolégicos del frijol se agrupan en caracteres constantes y
caracteres variables; los constantes son aquellos que caracterizan el taxén, es
decir la especie o0 la variedad (generalmente son caracteres altamente

hereditarios). Los caracteres variables reciben la influencia de las condiciones
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ambientales, que podrian ser considerados como el resultado de la accion del
medio ambiente. La descripcion de la morfologia de frijol, se hace normalmente
tomando algunos caracteres como la raiz, el tallo, las ramas, las hojas, tipo de
inflorescencia, flor, fruto y semilla (Debouck et al., 1984 y Vargas et al., 1998) de

ahi la importancia de caracterizarlos como a continuacion se describe.

1.3.2.1 Raiz

La raiz es uno de los 6rganos mas importantes de la planta, su crecimiento y
ramificacion son cruciales para la absorciéon de agua y nutrimentos (Ontiveros-
Cortés et al., 2005). En la primera etapa, el sistema radical esta formado por la
raiz primaria o principal que se desarrolla a partir de la radicula del embridn
(Debouck et al., 1984), a los pocos dias de la emergencia de la radicula es posible
ver las raices secundarias, pudiendo encontrar entre 3 y 7 de ellas en disposicion
de corona con un diametro menor que la raiz principal; posteriormente aparecen
las raices terciarias y otras subdivisiones como los pelos absorbentes, los cuales
se encuentran en todos los puntos de crecimiento de la raiz (Figura 1.2) (Debouck
et al., 1984; Vargas et al., 1998).

RAICES SECUNDARIAS

beb h
sorber

Epidermis
) ab

conductor

Figura 1.2. Sistema radicular inicial del frijol, (Adaptada de Avilan-Rovira y Louis-Neptune, 1976)
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El sistema radical es superficial ya que su mayor volumen se encuentra en los
primeros 20 cm de profundidad del suelo, tiende a ser fasciculado, fibroso en
algunos casos, pero con amplia variacion, incluso dentro de una misma variedad
(Debouck et al., 1984; Vargas et al., 1998 y Ontiveros-Cortés et al., 2005),
presenta nédulos distribuidos en las raices laterales de la parte superior y media
del sistema radical, estos nodulos tienen forma poliédrica (Figura 1.3), un
didmetro entre 2 y 5 mm, conviven de forma simbidtica con bacterias Rhizobium,
las cuales fijan el nitr6geno atmosférico contribuyendo a satisfacer los

requerimientos de nitrégeno de la planta (Ontiveros-Cortés et al., 2005).

Figura 1.3. Nodulos presentes en la raiz del frijol (adaptado de Baca et al., 2000)

1.3.2.2 Tallo

El tallo es el eje central de la planta el cual esta formado por una sucesion de
nudos y entrenudos, se origina a partir del meristemo apical del embrion de la
semilla, se caracteriza por ser herbaceo (mantienen su estructura primaria,
ademas de ser blando y de color verde durante el desarrollo de la planta), ademas
de ser generalmente cilindrico o ligeramente angular, debido a pequefias
corrugaciones de la epidermis. La primera parte del tallo que comprende desde la
insercién con las raices y el primer nudo se llama hipocotilo, cuya longitud es
aproximadamente de 9.60+0.30 cm (cuando la plantula tiene una altura de 24.63
cm) (Celis-Velazquez et al., 2008; Pefia-Valdivia et al., 2008). El siguiente nudo es
el de las hojas primarias (las cuales son opuestas); entre el nudo de los

cotiledones y el de las hojas primarias se encuentra un entrenudo llamado
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epicotilo (Figura 1.4). Los dos primeros nudos, el de los cotiledones y el de las

hojas primarias son formados durante la embriogénesis.

HOJAS PRIMARIAS

Figura 1.4. Estructura de una plantula de frijol (Adaptada de Rost et al., 1979).

Segun el habito de crecimiento el tallo puede ser recto, semipostrado, o postrado,
ademas puede presentar dos tipos de desarrollo en su parte terminal; en el primer
tipo de desarrollo la planta termina en inflorescencia, por lo tanto cesa su
crecimiento longitudinal por lo que se dice que la planta es de crecimiento
determinado y en el segundo tipo de desarrollo la planta posee en su extremo final
un meristemo vegetativo, el cual le permite continuar su crecimiento y seguir
formando nudos y entrenudos (Debouck et al.,, 1984). Por lo anteriormente
mencionado, se clasifican en: habito tipo | (arbustivas de crecimiento
determinado), habito Tipo Il (arbustivas de crecimiento indeterminado), habito Tipo
lll (postradas de crecimiento indeterminado) y habito Tipo IV (trepadoras de
crecimiento indeterminado) (Figura 1.5) (Debouck et al., 1984; Vargas et al., 1998
y Cuéllar-Ortiz, 2008). Esta clasificacion trata no solamente del habito de
crecimiento, el cual involucra el desarrollo de los meristemos apicales, sino que

también incluye la arquitectura de la planta (Vargas et al., 1998).
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Figura 1.5. Esquema de los cuatro tipos de habito de crecimiento del frijol (Adaptado de Debouck

et al., 1984).

1.3.2.3 Ramas y complejos axilares

Las ramas se desarrollan a partir de un complejo de yemas localizadas siempre en

las axilas formadas por el pulvinulo de una hoja y el tallo o rama; también en la

insercidon de los cotiledones denominado complejo axilar, que generalmente esta

formado por tres yemas visibles desde el inicio de su desarrollo, las cuales forman

un complejo axilar llamado triada, pudiendo ser de tres tipos (Figura 1.6):

desarrollo completamente vegetativo; desarrollo floral y vegetativo; y desarrollo

completamente floral (Debouck et al., 1984).
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Figura 1.6. Tipos de desarrollo de yemas: A) completamente vegetativo, B) floral y vegetativo y C)

completamente Floral (Adaptado de Debouck et al., 1984).

1.3.2.4 Hojas

Las hojas del frijol son de dos tipos: simples y compuestas (Figura 1.7). Las hojas

primarias son simples; aparecen en el segundo nudo del tallo y se forman en la

semilla durante la embriogénesis, son opuestas al tallo,

cordiformes, unifoliadas,

auriculadas, simples y acuminadas, generalmente caen antes de que la planta

esté completamente desarrollada (Debouck et al., 1984). Las hojas compuestas

son trifoliadas, van de moderadamente lobulares, a lobuladas; el tamafo de los

folios laterales y el central es muy variable sobre todo en las silvestres (Vargas et

al., 1998).

' Compuesta

i

Figura 1.7. Tipos de hojas de la planta de frijol (Debouck et al., 1984).
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1.3.2.5 Inflorescencia

Desde el punto de vista botanico, las inflorescencias (Figura 1.8) pueden ser
axilares o terminales, se consideran como racimos de racimos: es decir, un racimo
principal compuesto de racimos secundarios, los cuales se originan de un
complejo de tres yemas que se encuentra en las axilas formadas por las bracteas

primarias y el raquis (Debouck et al., 1984).

Figura 1.8. Inflorescencia terminal de frijol Ayocote (autor personal)

1.3.2.6. Flor

La flor es papilionacea, en su proceso de desarrollo se pueden distinguir dos
estados, boton floral y flor completamente abierta, el primero se origina en las
inserciones de un racimo o en el desarrollo completamente floral de las yemas de
una axila, en su estado inicial esta envuelto por las bractéolas que tienen forma
ovalada o redonda, en el estado final la corola que aun esta cerrada sobresale y
las bractéolas cubren solo el caliz. La flor (Figura 1.9) se abre después de la
antesis (periodo de florescencia), este mecanismo favorece la autopolinizacién del
frijol (Debouck et al., 1984).
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Figura 1.9. Flor de Frijol Ayocote (autor personal)

1.3.2.7 Fruto

El fruto es una vaina (Figura 1.10) con dos valvas, las cuales provienen del ovario
comprimido, las vainas son delgadas angostas y ovales, pueden se
monocromaticas (morado oscuro, negro, rojo carmin, verde brillante, gris plateado,
dorado, amarillo fuerte, café, amarillo palido o blanco) o dicromaticas (moradas,
rojo carmin, rojo palido, rosa oscuro, sobre verde; verdes sobre ante o café). La
longitud y ancho promedio de las vainas inmaduras variade 1.5a7cmy 0.2a 0.8

cm respectivamente en las variedades silvestres (Vargas et al., 1998).

Figura 1.10. Colores de las vainas del frijol (Bascur y Tay, 2005)
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1.3.2.8 Semilla

Las semillas son ex-albuminosas (no poseen albumen, por lo tanto las reservas
nutritivas se concentran en los cotiledones), se origina de un 6vulo campil6tropo
(6vulo curvo) y puede tener varias formas: cilindrica, rifidn, esférica u otras. Las
secciones externas mas importantes de la semilla son: 1) testa o cubierta, que
corresponde a la capa secundaria del évulo; 2) hilio, cicatriz dejada por el funiculo,
el cual conecta la semilla con la placenta; 3) micrépilo que es una abertura en la
cubierta o corteza de la semilla cerca del hilio, a través de esta abertura se realiza
la absorcion de agua y 4) rafe, proveniente de la soldadura del funiculo con los
tegumentos externos del oOvalo campilotropo. Internamente la semilla esta
constituida solamente por el embridn, el cual esta formado por la plumula, las dos
hojas primarias, el hipocotilo, los dos cotiledones y la radicula (Figura 1.11)
(Debouck et al., 1984).

Hojas primarias

Hipocotilo

Cascarilla Cotiledones

Figura 1.11. Secciones externas e internas de la semilla de frijol (adaptada de Paredes et al.,
2006)

El color de la testa de la semilla se clasifica del mas oscuro al mas claro en
diferentes categorias especificas que van desde el negro, hacia los diferentes
tonos de colores como: café palido a café oscuro, marrén, gris con café o verde,

amarillo o verde con amarillo, blanco, blanco con matiz morado, verde clorofila, de
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verde a olivo, rojo, rosa y hasta morado (Figura 1.12). En cuanto al moteado la
clasificacion abarca diferentes categorias que van desde la ausencia del moteado
a las otras categorias como: moteado constante, veteado, con manchas
romboides, salpicada de puntos, con manchas circulares, con un patrén de color
en algan margen, con una mancha larga grande, bicolor, bicolor con manchas, con
color alrededor del hilio. El brillo de la testa de la semilla también permite una
diferenciacion fenotipica de la misma en tres categorias: mate, media o brillante
(Vargas et al., 1998).

Figura 1.12. Diferenciacion del frijol con base en el color de la testa. A) Negro, B) Amarillo oscuro y
C) Café claro (autor personal).

1.4 Variedades

Las variedades del frijol se clasifican de acuerdo a diferentes criterios:

% Por la forma de consumo, se considera que hay variedades para consumo
como grano seco, como grano semi-maduro, como Vvaina verde
(habichuelas, ejotes o vainitas) y como grano tostado (fiufia o poroto).

s Desde el punto de vista agrondmico; generalmente se utilizan
caracteristicas como la duracion del periodo vegetativo y se tienen
variedades precoces o tardias

% Considerando el fotoperiodo se tienen variedades sensibles, insensibles o
neutras.

% Considerando la sensibilidad a factores limitantes de la produccién se

tienen dos categorias: resistentes y susceptibles.
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% Segun el habito de crecimiento se cuenta con variedades de habito
determinado (Tipo I) o indeterminado (Tipos Il, lll 'y V).

% Por tamafio, forma y colores del grano.

Esta Ultima resulta subjetiva y dificil, por lo que se utiliza la clasificacion de la
Unidad de Recursos Genéticos (URG) del CIAT. El tamafio es determinado
por el peso de los granos, donde son clasificados como pequefios (hasta
25g*100 semillas™?), medianos (entre 25 y 40g*100 semillas?) y grandes
(desde 40g*100 semillas™?); o bien para medir el tamafio se puede usar el
calibre del grano (nimero de semillas en 100g), llamado gramaje. Referente a
la forma se utilizan como redondos, elipticos y ovoides. La URG admite en su
catalogo descriptivo del germoplasma de frijol comin ocho grupos de colores
gue corresponden a siete familias de colores, y dentro de cada familia incluye
una graduacion de tonalidades. Esta clasificacion toma en cuenta solo el color
primario, indicados como: 1 (blanco), 2 (crema), 3 (amarillo), 4 (pardo o

marron), 5 (rosado), 6 (rojo), 7 (morado) y 8 (negro) (Voysest, 2000).

1.5 Variedades de mayor consumo en México.

El consumo de frijol en nuestro pais depende de la ubicacion geografica y de la
variedad de frijol, de tal manera que; en la zona norte se consumen las variedades
claras y azufradas, que se cultivan principalmente en los estados de Sinaloa y
Durango; mientras que una gran parte de frijol negro y rojo (principalmente
ayocotes y sangre de toro) se cultivan en Nayarit, Estado de México, Guanajuato,
San Luis Potosi y Zacatecas y son consumidos principalmente en la zona centro y
sur del pais (Rodriguez-Licea, 2008).

Los consumidores identifican al frijol por su nombre comercial o por el color, pero
desconocen la variedad que estan adquiriendo, ya que en el mercado existen
muchas variedades que se comercializan con el mismo nombre pero que son
diferentes en tiempo de coccidn, color y contenido de proteina. Por ejemplo, se

conoce como frijol pinto nacional al café claro, mientras que al café oscuro se le
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conoce como frijol delicias, otro ejemplo es el frijol bayo que es confundido con el
canario. A pesar del desconocimiento que existe por parte de los consumidores,
existe una importante diferencia en las preferencias por tipo de frijol: 77.2% de la
poblacion prefiere frijol grano (limpio, seleccionado, cribado, pulido y empacado,
siendo el 45.2% de primera clase, 21.6% de segunda y 10.4% extraclase) y el
22.8% el industrializado (17.9% opta por el enlatado, 2.9% por el empaque al
vacio, 1.5 % por el empaque tetra-Pack y 0.5% por el deshidratado) (Rodriguez-
Licea et al., 2010).

Por la aceptacion del consumidor, el frijol se ha clasificado en, muy preferente
donde se encuentran variedades como azufrado, mayocoba, negro jamapa,
peruano, flor de mayo, flor de junio, pinto saltillo y bayo; preferente, donde se
encuentran variedades como garbancillo, manzano, negro San Luis, negro
Querétaro y pinto y no preferente representado por el bayo blanco, alubia blanca,

negro Zacatecas, 0jo de cabra y bayo berrendo (Secretaria de Economia, 2012).

1.6 Frijol ayocote (Phaseolus coccineus)

El frijol ayocote (P. coccineus) es una planta perenne cultivada como anual,
trepadora, con un gran vigor vegetativo; los tallos alcanzan varios metros de
longitud, aunque hay algunos cultivares que son de mata, con hojas compuestas,
vaina de 8 a 10 cm de largo y semillas grandes, de color variable, con una
inflorescencia de 20 cm, con flores de color rojo escarlata (Figura 1.13)
(Benavides et al., 2010).
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Figura 1.13. Planta y variedades de semilla de Frijol Ayocote (P. coccineus): A) Vaina, B)
Inflorescencia y flor, C) hoja compuesta y D) Colores de la semilla. (Adaptada de Ruiz-Salazar,
2009)

El frijol ayocote es nativo de Mesoameérica, se encuentra generalmente en las
zonas altas tropicales y hiumedas de México, en tiempos precolombinos, se cultivd
extensivamente en el altiplano mexicano (Vargas et al., 1998 y Benavides et al.,
2010), siendo tan antiguo como el frijol lima, actualmente esta especie no se
cultiva en forma tan amplia como el frijol comun, tiene cuatro subespecies, dos de
las cuales presentan formas cultivadas: P. coccineus subsp. coccineus distribuida
especialmente en la zona de Meéxico y Guatemala, y P. coccineus subsp.
polyanthus que se encuentra tanto en México y Guatemala como en Colombia,
Ecuador y Venezuela y las otras dos subespecies no cultivas son; P. coccineus
subsp. formosus y P. coccineus subsp. obvallatus (Vargas et al., 1998).

Actualmente las especies cultivada se producen a baja escala en algunos estados
de México, donde ademas se aprovechan sus variedades silvestres (Benavides et
al., 2010). Se siembra en monocultivo de temporal e intercalado con el maiz, éstas
Gltimas pueden ser de guias cortas, o plantas trepadoras que maduran mucho
después que el maiz. En los municipios de Libres y Serdan, Puebla, el frijol

ayocote se siembra en monocultivo, mientras que en regiones de los estados de
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Hidalgo, México y Tlaxcala se siembran, junto al maiz o al frijol coman (P.
vulgaris). También se cultiva y consume el frijol ayocote en otras regiones del pais,
como las partes altas del estado de Chiapas, donde por lo general se asocia con
el maiz, y en los estados de Chihuahua, Durango y Zacatecas, donde se cultiva
junto al frijol comun (P. vulgaris L.) de temporal. A nivel mundial, se cultiva en
paises de Centro y Sudamérica, ademas de Inglaterra y Estados Unidos. (Vargas-
Vazquez et al., 2011).

El aporte nutricional del frijol ayocote es comparable al de P. vulgaris L., por lo que
las vainas verdes se aprovechan como verdura y la semilla madura como una
leguminosa; ademas la planta se usa también como ornamental, de cobertura (se
usa como techo principalmente de habito indeterminado trepador) y como forraje
(Benavides et al., 2010).

Aunque México es el centro de origen del frijol ayocote, la atencion que se le ha
dado ha sido insuficiente para impulsarlo como alternativa de produccion y mucho

menos como fuente de compuestos nutracéuticos.

1.7 Frijol como fuente de compuestos nutracéuticos

En la actualidad existen diferentes enfermedades crénico degenerativas que han
cobrado muchas vidas en el pais y el mundo, por lo que se ha buscado
alternativas alimenticias que por su contenido de compuestos nutracéuticos
permitan disminuir o controlar la incidencia de estos padecimientos, tal es el caso
del frijol. En investigaciones recientes se ha incluido al frijol en la dieta de conejos
diabéticos y ratas con cancer de colon (inducidas quimicamente por agentes
xenobidtico) para evaluar el efecto que tiene su consumo sobre el control de estas
enfermedades. Las variedades Pinto Zapata y Negro fueron las mas
sobresalientes para contrarrestar el cancer de colon y disminuir los niveles de
glucosa en sangre estas propiedades se han atribuido a su contenido proteina,
fibora, almidon resistente, compuestos fendlicos, y antocianinas (Herrera-
Hernandez y Guzman-Maldonado, 2010), efectos similares se han observado con
frijol negro y blanco cocido cuyos resultados mostraron una disminucién en la
incidencia total de tumores (Hangen y Bennink, 2002), mientras que en el afno

2006 se demostrd el efecto protector del frijol cocido contra el cancer (Garcia,
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2006). De forma especifica se ha observado que animales alimentados con frijol
Ayocote Morado, Ayocote Negro, Negro 8025 y Pinto Zapata presentaron menor
incidencia de tumores (Herrera-Hernandez y Guzman-Maldonado, 2010).

Los compuestos nutracéuticos extraidos del frijol podrian ser una buen opcion
para usarse como ingredientes para la elaboracion de alimentos funcionales o
pueden incluirse en matrices no alimentarias y ejercer efectos benéficos para la
salud (Escudero et al., 2012). Aunque existe el hecho de que debe probarse los
posibles efectos adversos que podrian ejercer. Para ello existen algunos
requerimientos de seguridad que incluyen la ausencia de toxicidad, citotoxicidad y
genotoxicidad (Hartmann et al., 2007).

1.8. Genotoxicidad

La genotoxicidad es un término amplio que se refiere a cualquier tipo de dafo
causado sobre el material genético en cuanto a la fijacion y transmisién del cambio
inducido en el ADN, dando como consecuencia una mutacion génica o cambios
cromosémicos ya sean estructurales o numéricos y por ello es asociado a la
aparicion de procesos cancerigenos (Kramer, 1998; Erickson, 2003). Los ensayos
de genotoxicidad se definen como ensayos in vitro e in vivo disefiados para
detectar agentes que inducen dafio genético de forma directa o indirecta, mediante
diversos mecanismos. Si bien estos fueron desarrollados para la deteccion de
agentes capaces de producir defectos hereditarios, mediante la induccién de
mutaciones en células germinales, sin embargo en la actualidad los ensayos de
genotoxicidad constituyen una herramienta esencial en la determinacién de riesgo
cancerigeno, evaluando sus efectos en células somaticas. Existen evidencias
contundentes de que las mutaciones que causan alteraciones en oncogenes y
genes supresores de tumores en las células somaticas estan implicadas en la
induccion del cancer (Alvis-Davila, 2010).

En cuanto a los ensayos utilizados habitualmente corresponden a ensayos bien
establecidos y ampliamente aceptados. Estos ensayos se realizan siguiendo
protocolos rigurosos que optimizan la capacidad de detectar un posible potencial

genotoéxico, con el fin de asegurar que un resultado negativo puede ser aceptado
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con un grado suficiente de confianza, también existen directrices en elaboracion
como es por ejemplo el caso del ensayo de micronucleos in vitro e in vivo (Kramer,
1998; Zeiger, 1998).

1.9. Citotoxicidad

La citotoxicidad se define como una alteraciéon de las funciones celulares béasicas
gue conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado (Repetto,
2002).

Normalmente las células de la sangre tienen una vida corta y se renuevan
constantemente por la proliferacion mitotica de las células madre localizadas en
los 6rganos hemopoyéticos (Alvis-Davila, 2010). Las células madre son células
gue se dividen continuamente y sus células hijas siguen dos destinos: unas
permanecen como ceélulas madre, manteniendo esta poblacion, y otras se
diferencian en otros tipos celulares con caracteristicas especificas (Junqueira y
Carneiro, 1996).

Dependiendo de su grado de madurez, las células eritrociticas se denominan EPC
(Eritrocitos policromaticos) “eritrocito joven” y ENC (Eritrocitos normocromicos)
“eritrocitos maduros” (Junqueira y Carneiro, 1996). Cuando existe la presencia de
un agente xenobiodtico, este induce un efecto citotoxico sobre las células
nucleadas precursoras de la medula 6sea, causando muerte celular o reduccion
de la division celular, causara un descenso en la formacion de EPC quedando
reflejado en la relacién entre EPC/ ENC (Alvis-Davila, 2010).

1.10. Carcinogénesis y Mutagénesis

La informacién genética es transmitida de una célula a su sucesora por la precisa
duplicacién de las cadenas de ADN, en un proceso que es comun a todos los
seres vivos, desde simples bacterias hasta complejos animales o plantas.
Alteraciones en la informacion genética ocurren como resultado de pequefias

alteraciones en la estructura de la molécula de ADN, por lo cual, la secuencia de
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bases transmitida a la otra generacidn celular es distinta. Estas alteraciones son
mutaciones, las que pueden ser compatibles con una vida normal y sana, dando
lugar a las pequefas diferencias entre miembros de una especie y constituyendo
la fuerza motriz de la evolucién (Trossero et al., 2006).

Estas mutaciones pueden provocar el crecimiento de las células cancerosas ya
qgue se dividen continuamente y en forma autébnoma, invadiendo e interfiriendo la
funcion de los tejidos normales. La transformacién de una célula normal en
cancerosa seria consecuencia de anomalias en los sistemas de regulacion que
son fundamentales en la fisiologia celular normal. La caracteristica mas importante
de la célula maligna es que se multiplicara dando siempre origen a células
cancerosas y nunca volvera a originar células normales. Asi, las anomalias que
producen las células cancerosas son heredadas en forma permanente y son
estables a nivel celular. Esto nos sugiere la hipotesis que cambios genéticos son
responsables de la transformacion neoplasica (Sherr, C.J. 1996 y Trossero et al.,
2006). Por otra parte se sabe que la mayoria de los estudios concluyen que el
cancer tiene relacion con alteraciones del material genético y que existe una
correlacion de un 90% entre carcinogenesis y mutagénesis (Marques et al., 2002),
aunque es conveniente particularizar que la etiologia del cancer es multifactorial,
una de las principales causas es la mutacion génica y cromosémica. Las
mutaciones que provocan cancer afectan a los genes responsables de la
proliferacion celular, del desarrollo celular y las que controlan otras actividades
celulares fundamentales. Las anomalias pueden presentarse en dos tipos de
genes, los protooncogenes, que al mutar y activarse originan la oncogénesis y con
ello propician la transformaciéon maligna y los genes supresores que, bloquean el
desarrollo del tumor regulando los genes que participan en el crecimiento celular
(Deshpande, 2002).

Debido a esto, es justificable y necesario el creciente interés por desarrollar
sistemas de prueba que detecten a todos aquellos agentes potencialmente toxicos
para el material genético asi como, aquellas sustancias que protejan al DNA de
dicha toxicidad. En general, las evaluaciones se realizan en bacterias, en células

somaticas y gaméticas (Preston y Hoffmann, 2001), y se pueden realizar tanto en
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sistemas in vitro como in vivo. A continuacién se menciona las caracteristicas

generales de la técnica mas usada in vivo.

1.10.1. Pruebas de mutagénesis in vivo

Esta técnica evalla el efecto de una sustancia en un sistema completo y expuesto
a las condiciones metabdlicas normales. Entre este grupo se encuentra la de
dominantes letales, esta prueba esta disefiada para mostrar los efectos tdxicos en
células germinales del animal macho intacto, por lo general ratbn o rata. Estos
efectos se deben en general a dafios cromosémicos, que conducen a errores de
desarrollo que son mortales para el cigoto, por lo tanto se debe de utilizar la

prueba de micronucleos (Lu, 1992).

1.10.1.1. Modelo experimental de micronucleos

En la eritropoyesis (Fig. 1.14) se presentan mitosis sucesivas del proeritroblasto
en la médula 6sea, proceso en el cual éstas células en maduracién constante son
susceptibles de dafio genotoxico, una vez que salen a circulacion sistémica se
pueden observar dos tipos de células, los eritrocitos policromaticos (EPC) o
células inmaduras que aun contienen RNA y al terminar la sintesis de
hemoglobina disminuyen de tamafio y terminan su maduracién convirtiéndose en
eritrocitos normocromicos (ENC). En etapas previas a la formacién de estas
células, diversos xenobidticos o compuestos clastogénicos pueden dafar el
material genético y evidenciar lesiones cromosomicas que se manifiestan como
micronucleos (MN).

Los micronucleos son fragmentos citoplasméaticos de cromatina, separados del
nucleo principal y se forman a partir de la ruptura de fragmentos acéntricos o bien
por rezago anafasico, lo cual se traduce en la aparicion de un pequefio nucleo en
células anucleadas como los eritrocitos, o bien en el citoplasma de células
nucleadas como los linfocitos o espermatogonias. Debido a este dafo, en las

investigaciones es necesario asegurar que la division celular no ha sido blogueada
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y el tiempo permite que la forma mutagénica activa alcance la poblacion de células
blanco, previa a la division celular y proxima al conteo (Madrigal-Santillan, 2000).
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Figura 1.14. Formacién de microndcleo durante el proceso de eritropoyesis y su observacion
microscopica en sangre periférica (Adaptado de Madrigal et al., 2002).
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JUSTIFICACION.

Para considerar la posible utilizacion de un compuesto como agente terapéutico,
es necesario evaluar su eficacia nutracéutica y seguridad toxicologica,
actualmente los principales compuestos bioactivos son extraidos de fuentes
vegetales y de manera especifica se ha considerado el género Phaseolus como
una fuente probable, sin embargo existen especies que aun no han sido
estudiadas en nuestro pais, tal es el caso del frijol ayocote, una especie silvestre y
endémica de la cual no existen estudios del aporte nutracéutico, estudios previos
en nuestro laboratorio han mostrado que es una fuente importante de proteina.
Ademas existen evidencias experimentales de péptidos bioactivos de otras
especies de Phaseolus como agentes antihipertensivos, antioxidantes,
anticarcinogénicos en cultivos celulares in vitro. En la literatura consultada no se
encontraron estudios acerca de la bioactividad de Phaseolus coccineus L., por lo
tanto es importante la realizacion de estudios que indiquen la naturaleza de los
extractos proteinicos con fines nutricionales asi como su posible efecto en la

citotoxicidad y genotoxicidad de células hematicas in vivo.
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HIPOTESIS

La implementacién de una dieta basada en extractos proteinicos procedentes del
frijol ayocote, tendran un impacto significativo en la toxicidad inducida en los
animales de experimentacion, disminuyendo la citotoxicidad y la genotoxicidad

producida por la daunorrubicina.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto citotdxico y genotdxico de extractos proteinicos derivados de la

semilla del frijol ayocote y su accibn como protector contra un agente xenobibtico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la composicion quimico proximal del frijol ayocote

Separar 'y caracterizar electroforéticamente las proteinas de

almacenamiento del frijol ayocote.
Determinar el punto isoeléctrico de las proteinas del frijol ayocote
Obtener el extracto proteinico de la semilla de frijol ayocote

Determinar la citotoxicidad y genotoxicidad del extracto proteinico del frijol

ayocote.

Evaluar la accion protectora del extracto proteinico contra un agente

xenobibtico
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Se utilizaron 2 variedades de frijol ayocote (morada y negra) provenientes del
municipio de Zacatlan ubicado en la Sierra Norte del estado de Puebla sus
coordenadas geograficas son 19° 56' 5" latitud norte, 98° 12' 36" latitud occidental
(Figura 2.1). Las semillas se limpiaron manualmente retirando materia extrafia y

granos dafados, y se almacenaron a 4°C hasta su analisis.

Figura 2.1. Mapa del estado de Puebla y la ubicacién del municipio de Zacatlan.

2.2. Acondicionamiento de la materia prima

Las semillas limpias de ambas variedades se molieron en un molino manual, se
tamizaron con malla No. 40, la harina obtenida se sec6 en estufa de flujo laminar
(BINDER, Alemania) a 30 °C por 3 h, la muestra seca se almacené a temperatura

ambiente (= 25 y 30) hasta su anlisis.
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2.3. Anédlisis proximal de la harina de frijol ayocote

El analisis quimico proximal del frijol se realizé segun los métodos descritos en el
AOAC (1995).

a) Contenido de proteinas: Método 955.04, factor N X 6.25,

b) Humedad: Método 934.01

c) Extracto etéreo: Método 920.39

d) Cenizas: Método 923.03

e) Carbohidratos totales (por diferencia)

2.4. Separacion de las proteinas de almacenamiento del frijol ayocote

Para el fraccionamiento de las proteina de la harina de frijol ayocote se utilizo el
método de Osborne, 1924.

Albuminas; se extrajeron con agua destilada en una proporcion de 1:10 (p/v) con
agitacion constante (1 h; 4 °C), se centrifugd a 6000 x g (30 minutos; 4 ° C). El

sobrenadante se almacenod a 4 °C hasta su analisis.

Globulinas; el pellet obtenido de la extraccion de las albuminas fue utilizado,
agregando NaCl al 10%, se mantuvo en agitacion (1 h; 4 °C) se centrifugd a 6000

X g (30 minutos; 4 °C). El sobrenadante se almacenoé a 4 ° C hasta su analisis.

Prolaminas; el pellet obtenido de la extraccion de globulinas fue utilizado para
preparar una disolucién con 2-propanol al 70%, se mantuvo en agitacion (1 h; 4
°C) se centrifugd a 6000 xg (30 minutos; 4 °C). El sobrenadante se almacené a 4 °

C hasta su andlisis.

Glutelinas, el pellet obtenido de la extraccibn de prolaminas fue mezclado con
acido acético al 10%, se mantuvo en agitacion (1 h; 4 °C) se centrifugd a 6000 x g

(30 minutos; 4 °C). El sobrenadante se almacené a 4 ° C hasta su analisis.
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2.5. SDS-PAGE de las fracciones proteinicas del frijol ayocote

El andlisis electroforético de las fracciones proteinicas del frijol ayocote se realiz6
segun la metodologia descrita por Laemmli, 1970. La muestra (1ug de
proteina*mL!) se solubiliz6 en disolucién reguladora (0.1M Tris-HCI, pH 6.8, 2%
SDS), se agitd y se coloco en bafio maria a 96°C durante 5 minutos Se aplicaron
10 puL de muestra en cada pozo del gel de poliacrilamida. La separacion
electroforética se realiz6 a 120 V durante 1.5 h. El gel se tifio6 con disolucion de
azul de Coomassie R-250. La masa molecular de las proteinas se determiné
graficando la movilidad relativa de los estdndares de referencia contra masa
molecular en papel semilogaritmico y extrapolando el valor correspondiente de las

fracciones de las proteinas analizadas.

2.6. Determinacién del punto isoeléctrico y obtencidén de los extractos
proteinicos del frijol ayocote

Para obtener el extracto proteinico, primero se determiné el punto isoeléctrico de
las proteinas del frijol ayocote con el método de precipitacion isoeléctrica
reportado por Bernardino-Nicanor et al., 2000, el cual consistié en dos pasos: en el
primero se determind el pH de maxima solubilidad de las proteinas y en el

segundo se determiné el pH de maxima precipitacion.

Se prepard una disolucién con harina de frijol y agua destilada en una relacion
1:14 (p/v), se ajustd el pH con NaOH (0.1N) en el intervalo de 9 a 11, se centrifugd
a 4°C durante 30 minutos a 3000 x g para encontrar el pH de maxima solubilidad
mediante la determinacion de proteina en el sobrenadante por el método de
Bradford, usando el sobrenadante seleccionado se ajusté el pH en un intervalo de
3 a 7 con HCI (0.1N), el punto isoeléctrico de las proteinas fue aquel pH donde se

obtuvo la menor concentracion de proteinas en el sobrenadante.
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2.7. Secado del extracto proteinico

Una vez obtenido el extracto proteinico, se realizaron pruebas de almacenamiento,
utilizando dos temperaturas de secado; temperatura ambiente (16 h) o 50 °C (4 h);
ademdas dos temperaturas de congelacién con la finalidad de conservarlos en
fresco -18 °C o -72 °C. Las condiciones adecuadas para la conservaciéon de las
muestras fueron seleccionadas considerando los resultados obtenidos en la

electroforesis de poliacrilamida al 8 % tefido con azul de coomassie.

2.8. Determinaciéon de la DLgg

La determinacion de la dosis letal media (DLso) se realizd de acuerdo al método
descrito por Lorke, 1983. Los animales empleados fueron 45 ratones machos de la
cepa CD1* con un peso aproximado de 20-25g, los cuales fueron mantenidos con
libre acceso al agua y al alimento. Se dio una sola administracion por dosis, la cual
fue por via intragastrica a 3 ratones por dosis, las cuales fueron de 10, 100, 1000
mg*kg™. Se observaron 7 dias y se anotaron los pesos, durante este periodo no se
observéo mortandad de los sujetos, por lo que, se procedid a administrar los
extractos a otros grupos de ratones con dosis de 1600, 2900 y 5000 mg*kg

observando nuevamente por 7 dias.

2.9. Ensayo de Genotoxicidad y Citotoxicidad

Para esta prueba se utilizaron dos dosis de acuerdo a lo reportado por Reynoso-
Camacho et al., 2006 (430 y 860 mg*kg?! de masa corporal/dia) asi como una
dosis combinada con Daunorrubicina (Dau) (860 mg*kg™ + Dau 1 mg*kg™?) y los
controles (administracion de solucion salina isotonica) y control positivo (Dau),
este ensayo fue subcrénico y se administraron por via intragastrica durante 5 dias
consecutivos, dejando 7 dias de recuperacién, se tomaron muestras de sangre
periférica a diferentes tiempos (0, 48, 96, 144, 264 y 360 h.) para posteriormente

fijar, tediir y leer los frotis.
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2.9.1. Prueba de micronutcleos

Para determinar el efecto genotoxico y citotoxico se utilizaron ocho grupos con

cinco ratones por grupo:

SS: Testigo negativo (solucién salina)

Dau: Testigo positivo (2.5 mg*mL-1).

FN 430: Extracto proteinico de frijol negro (430 mg)
FN 860: Extracto proteinico de frijol negro (860 mg)

AR A

FN+Dau: Extracto proteinico de frijol negro (860 mg) mas Daunorrubicina
(2.5 mg * mL1)
FM 430: Extracto proteinico de frijol morado (430 mg).

o

7. FM 860: Extracto proteinico de frijol morado (860 mg).
8. FM+Dau: Extracto proteinico de frijol morado (860 mg) mas daunorrubicina
(2.5 mg * mL1).

Esta técnica sugiere que los eritrocitos constituyen la manera mas eficaz de
evaluar la afeccion de la actividad medular (Chandra y Aruna, 1998). La razén de
este estudio es monitorear la presencia de micronucleos en eritrocitos
normocromicos (ENC) (Figura 2.2). Los EPC son células jovenes (reticulocitos)
recientemente liberadas a la circulacion sanguinea, ademas se distinguen de los
ENC por que se tifien de color azul violaceo y son de un tamafio mayor al de los
ENC. De tal forma que para evaluar la citotoxicidad se determinoé la relacion entre
el nimero de EPC y de ENC en 1000 células por cada raton y para determinar la
genotoxicidad se observé el nimero de eritrocitos normocrémicos micronucleados

(ENCMN) en un total de 1000 eritrocitos por cada raton tratado.
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Figura 2.2. Tipos de Eritrocitos cuantificables ENCMN (Eritrocitos Normocrémicos Micronucleados
son ligeramente rosados con fragmentos de cromatina en el citoplasma), EPCMN (Eritrocitos
Policromaticos Micronucleados son azulados con fragmentos de cromatina morada en el
citoplasma), EPC (Eritrocitos policromaticos) y ENC (Eritrocitos Normocromicos)

La toma de muestra se realiz6 en sangre periférica para cada raton, se tomaron
muestras a diferentes tiempos (0, 48, 96, 144, 264, 360, 408 y 504 h) después de
cada administracion (una administracion por un periodo de cinco dias)
intragastrica (Figura 2.3. A) del extracto proteico.

Se inmovilizaron a los animales procurando que la cola pudiera ser manipulada
para tomarles muestras sanguineas de manera individual, la obtencion de la
muestra sanguinea se realizd, haciendo una limpieza aséptica con etanol al 70 %
y cortando aproximadamente 1 mm de la punta de la cola con tijeras de diseccidn
previamente desinfectadas. Se tomaron las muestras por duplicado (Figura 2.3.
B).
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Figura 2.3. Pruebas in vivo, A) Administracion intragastrica y B) Toma de muestra sanguinea
(Adaptada de Martinez-Fregozo, 2008)

El frotis sanguineo se realizdé de siguiente manera, la primera gota de sangre se
elimin6é y la segunda gota fue depositada en una laminilla de vidrio, con otra
laminilla se procedié a realizar un frotis (Figura 2.4), se dej6 secar a temperatura

ambiente (=25°C) y se fijé con metanol absoluto por 5 minutos.

Figura 2.4. Realizacién de Frotis, 1) Muestra de sangre, 2) Se coloca la punta de otro cristal
encima de la gota de sangre 45° procurando que se expanda a lo ancho de la punta del mismo y 3)
Se desliza el cristal superior para esparcir la muestra de sangre y separa los eritrocitos.

Posteriormente se realizo la tincion de Giemsa en donde se colocaron los frotis en
un vaso de Coplin con colorante Giemsa (el cual se prepar6é con 2.0 mL de
colorante Giemsa en 5 mL de amortiguador de fosfatos 0.3 M a un pH de 6.8, y 43
mL de agua destilada; Anexo 1). Las laminillas quedaron totalmente cubiertas

durante 50 minutos, al terminar se lavaron con agua destilada, se dejaron secar a
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temperatura ambiente (Brown, 1993), para realizar el conteo de eritrocitos con un
microscopio optico (OLYMPUS CX21) con el objetivo de inmersién de aceite 100X,
se contaron 1000 eritrocitos totales, obteniendo la relacion de EPC/ENC como
indice de citotoxicidad y, al mismo tiempo, se cuantificaron los eritrocitos
normocromicos micronucleados (ENCMN) vy los eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN).

2.10. Hidrdlisis de los extractos proteinicos.

Los extractos proteinicos se hidrolizaron por medio de un tratamiento secuencial
con pepsina, pancreatina y peptidasa, de acuerdo al método establecido por Mora-
Escobedo et al., 2009.

El extracto proteinico (2.5 g de extracto* 50 mL* de agua destilada) se ajusté a pH
2 con HCI 1.0 N y se digirié con 100 mg de pepsina (E/S= 1/25) por 60 minutos a
37°C, Posteriormente se ajustd el pH a 5.3 con NaHCO3 0.9 M y se adicionaron
100 mg de pancreatina (E/S= 1/20), ajustando nuevamente el pH a 7.5 con NaOH
1 N se dejo digerir durante 120 minutos a 37°C y después se agregaron 3.25 mg
de peptidasa y se continu6é con la digestiéon durante 60 minutos a 37°C. Para
detener la digestion la muestra se colocdé en un bafio de agua en ebullicion

durante 5 minutos

2.11. Determinacién del grado de hidrdlisis

Se determiné el grado de hidrélisis (%GH) utilizando el método reportado por Kim
et al., 1990, el cual se estimé midiendo la cantidad de nitrdgeno soluble en acido
tricloroacético (TCA) al 10% y su proporcidbn con respecto a la cantidad de

nitrégeno total en la suspension del extracto proteinico segun la siguiente férmula:

Nitrogeno soluble en TCA al 10%

aGH =
’ Nitrdgeno Total

100
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Para evaluar la cantidad de nitrégeno soluble en TCA se tomaron 10 mL del
hidrolizado y se mezclaron con 10 mL de TCA al 10%. Esta mezcla se centrifugo a
12,100 x g por 15 minutos, el nitrégeno presente en el sobrenadante se determiné
por el método Kjeldahl (AOAC, 1997).

El nitrogeno total se midié tomando 10 mL de una suspensién de proteina
preparada de forma similar a la utilizada para desarrollar la hidrolisis enzimatica
pero sin la presencia de enzima y se le determin6 el contenido de nitrdgeno por el
método Kjeldahl (AOAC, 1997). En ambos casos se utilizé el factor de conversion
N X 6.25.

2.12. Separacion de las fracciones peptidicas mediante ultrafiltracion

Los hidrolizados proteinicos se centrifugaron a 10,000 x g por 20 minutos. El
sobrenadante con las fracciones solubles se utilizé para iniciar la separacion por
ultrafiltracion. Se utiliz6 una unidad de ultrafiltracion equipada con un agitador
magnético (Amicon, milipore, USA) para evitar el sedimento de la muestra sobre
las membranas. Se utilizaron cinco membranas de manera secuencial con
diferentes cortes de masa molecular (MWCO): 30000 Da (30kDa), 10000 Da (10
kDa); 5000 Da (5 kDa); 3000 Da (3 kDa) y 1000 Da (1 kDa), para obtener seis
fracciones peptidicas marcadas como: A (masa molecular > 30 kDa), B (masa
molecular entre 30 y >10 kDa), C (masa molecular entre 10 y >5 kDa), D (masa
molecular entre 5 y >3 kDa), E (masa molecular entre 3 y >1 kDa) y F (masa
molecular 1y <1 kDa) (Cho et al., . 2004).
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2.13. Esquema Experimental

FRIJOL MOLIENDA AISLADOS
PROTEINICOS
|
QuiMICO FRACCIONAMIENTO -
PROXIMAL DE PROTEINAS HIDROLISIS

PRUEBAS DE
CITOTOXICIDAD Y
GENOTOXICIDAD

Grado de SIMULACION DIGESTIVA
Hidrolisis
|
ULTRAFILTRACION
1 kDa. 3 kDa. 5 kDa. 10 kDa. 30 kDa.

ELECTROFORESIS
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Material vegetal.

Se utilizaron dos variedades de frijol ayocote: morada y negra (Figura 3.1) con
tamafno de 1.93 £ 0.18 cm de largo, 1.23 + 0.15 cm de ancho y 0.81 + 0.20 cm de
grosor para el frijol morado y para el frijol negro se obtuvieron tamafos de 1.71 £
0.27cm de largo, 1.18 + 0.09 cm de ancho y 0.75 = 0.18 cm de grosor.

A

Figura 3.1. Frijol ayocote: A) variedad morada y B) variedad negro

3.2. Andlisis Quimico Proximal de la harina de frijol

La composicion quimico proximal de ambas variedades de frijol ayocote (P.
coccineus) muestra que existen diferencias estadisticamente significativas. El frijol
morado presentd 1.87% menos concentracion de proteina en comparacion con el

frijol negro (Cuadro 3.1)
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Cuadro 3.1 Composicion quimico proximal de las variedades de frijol Ayocote

Variedad de Frijol Ayocote

Composicién

Negro Morado
Humedad 9.37°+0.208 9.622+0.113
Cenizas* 3.50°+0.876 3.77%+£0.133
Grasa Cruda* 3.50°+0.021 3.78%+0.115
Proteina cruda* 23.80%+0.876 21.93+0.683
**Carbohidratos totales* 59.83°+0.00 60.902+0.00

Letras iguales entre filas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05
*Los componentes estan en base seca.
** Se determind por diferencia.

Los resultados obtenidos para la concentracion de proteina en las variedades
utilizadas en la presente investigacion se encuentran dentro del intervalo reportado

para otras variedades de frijol ayocote (Cuadro 3.2)

Por otra parte, los valores de humedad fueron mayores a los reportados por
Alvarez-Salas y Turbay-Ceballos, 2009 en la variedad de frijol petaco donde
reportan 7.79%. Mientras que, el contenido de extracto etéreo del frijol negro y
morado (Cuadro 3.1) se encuentran por debajo de lo reportado por Aremu et al.,
2010 y Pérez-Herrera et al.,, 2002 (Cuadro 3.2). Finalmente, el contenido de
cenizas de las variedades analizadas en el presente trabajo se encuentran dentro
del intervalo reportado por Aremu et al., 2010 y Alvarez-Salas y Turbay-Ceballos,
2009, (Cuadro 3.2).

Las diferencias observadas en la composicion quimico proximal de las variedades
analizadas y las referenciadas podria ser debido a que fueron cultivadas en
distintos lugares, son variedades diferentes y por ende las propiedades de cultivo

y de suelo son distintas.
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Cuadro 3.2. Composicion quimico proximal de diferentes variedades de frijol ayocote
(9*100g* de muestra seca)

Varieda Composicién
d de Referencias
Frijol - Grasa Proteina Fibra
Ayocote Humedad  Cenizas Cruda* cruda* cruda*
Aremu et al.,
Escarlata 3.79+0.050 4.62+0.460 13.4°+0.250 20.29+0.150  58.1°+0.00 i 2010
Alvarez-Salas y
Turbay-

Petaco 7.79°40.625 2.419+0.159 15.18%+0.863 21.65°+0.678 52.97°+0.86 Ceballos, 2009

Letras iguales entre columnas indican que no hay diferencia estadistica. P<0.05

3.4. Separacion de las proteinas de almacenamiento del frijol ayocote

El fraccionamiento de las proteinas de la semilla de frijol resulta ser muy
conveniente ya que se inicia la caracterizacion de las proteinas de reserva de una
variedad de frijol ayocote que aun no ha sido estudiada del todo, por lo que es
importante no solo para comparacion sino también como paso inicial de una
posible purificacion (Shewry et al., 1995), en el caso del frijol ayocote se observa
gue como toda leguminosa las fracciones mayoritarias son las albuminas y
globulinas (Cuadro 3.3), las cuales representan el 60% y 58.74% para el frijol
negro y morado respectivamente, siendo las prolaminas las fracciones presentes
en menor proporcibn en ambas variedades, sin embargo se observa que la
concentracion de prolaminas en el frijol negro es el doble de la concentracion

obtenida para el frijol morado.
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Cuadro 3.3. Proteinas de reserva del frijol ayocote obtenidas por el método de Osborne

Recuperacion (%)

Fraccion
Negro Morado
Albuminas 41.54 41.74
Globulinas 18.50 17.00
Prolaminas 4.46 2.14
Glutelinas 6.81 4.50
Residuo 28.69 34.62

Los resultados obtenidos para ambas variedades son menores a los reportados
por Gallegos-Tintore et al., 2004, donde reporta para albuminas y globulinas, 62.3
% y 34.4% respectivamente para Phaseolus Lunatus, sin embargo estos valores
se encuentran dentro del intervalo reportados por Gallegos, en el 2000 (36% de
albumina y 25.5 % globulinas en Phaseolus Lunatus). Las variaciones observadas
podrian ser atribuidas a diferentes factores, entre los cuales se encuentran,
distinta variedad, proceso de extraccion diferente y caracteristicas de la harina
usada en la extraccion; ya que se ha demostrado que existen variaciones en los
resultados cuando se maneja harina desengrasada o sin desengrasar (Nikokyris y
Kandylis, 1997).

3.5. Caracterizacion electroforética (SDS-PAGE) de las fracciones proteinicas
del frijol ayocote.

El analisis electroforético SDS-PAGE (Figura 3.2) mostré que las fracciones de
albuminas y globulinas presentaron un banda de 34 kDa en ambas variedades,
esto puede ser debido a que ambas fracciones presentan regiones conservadas

tanto en la misma como en diferente variedad o bien, se trata del mismo

46



polipéptido, ya que se ha demostrado que debido a que albuminas y globulinas
presentan propiedades semejantes de solubilizacion, la extraccion de ambas
fracciones podria contaminarse (Kortt and Caldwell 1990, Du et al., 2012).

En el caso de las prolaminas la concentracion presente en las muestras fue muy
pequenfia, por lo que fue imposible observar los polipéptidos presentes.

Por altimo, las glutelinas mostraron tres bandas en ambas variedades de 79 kDa,
53 kDa y 34 kDa (Figura 3.2), lo cual nuevamente podria ser un indicio de que

existen regiones conservadas entre variedades dentro del frijol ayocote.

1 2 3 4 5 A 1 2 3 a4 s B
193 kDa | 193 kDa |
122 kDa 122 kDa
80 kDa
80 kDa 79 kDa - 79 kDa
53 kDa 53 kDa
38 kDa 38 kDa
— 34 kDa y — 34 kDa
30 kDa 30 kDa
16 kDa 16 kDa
6kDa ... 6 kDa i e

Figura 3.2. SDS-PAGE de las fracciones de frijol ayocote. A) Frijol negro, B) Frijol morado: Carril 1
Patrén electroforético, Carril 2 Albuminas, Carril 3 Globulinas, Carril 4 Prolaminas y Carril 5
Glutelinas.

El polipéptido de 34 kDa obtenido en ambas variedades de frijol ayocote podria
ser semejante al reportado por Gallegos-Tintore 2004, para albuminas (33 kDa) de
P. Lunatus y se encuentra dentro del intervalo reportado para globulinas de P.
Lunatus y Lupinus mutabilis sweet (32 kDa y 33 kDa respectivamente ((Gallegos-
Tintore 2004 y Acufia et al., 1996)

La banda de 34 kDa observada en las glutelinas de las dos variedades de frijol
ayocote es semejante a la reportada para el frijol lima (P. lunatus L.) (Gallegos-
Tintore 2004), asi como la presentada para leguminosas como Jatropha curcas L.

(Peralta-Flores, 2004), sin embargo el resto de las bandas presentes en el frijol
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ayocote (79 y 53 kDa) muestran masas moleculares superiores a las de las otras
leguminosas (34, 31, 24, 21 y 17 kDa) (Gallegos-Tintore 2004 y Peralta-Flores,

2004).

3.6. Determinacion del punto isoeléctrico y obtencién de los extractos
proteinicos del frijol ayocote

Los extractos proteinicos se obtuvieron mediante precipitacion isoeléctrica, los

resultados mostraron que el pH de maxima solubilidad para ambas variedades se

encuentra en un intervalo entre 11y 12.5 (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Solubilidad de las proteinas a diferentes pH’s.

Considerando los pH's de 11, 11.5. 11.8. 11.9, se encontrd que el pH de maxima

solubilidad se encuentra en 11.8 para ambas variedades (Figura 3.4).

48



700.000

600.000 -

500.000 -

Ina

400.000 -
—¢—Frijol Morado

== Frijol Negro
300.000 - noree

mg de Prote

200.000 -

100.000 -

0.000 =N

0 11 11.2 114 11.6 11.8 12 12.2
pH

Figura 3.4. Segundo barrido de la solubilidad de las proteinas a diferentes pH’s.

El pH de maxima solubilidad encontrado en este estudio es superior a los
reportados por Betancur-Ancona et al., 2004 para el P. lunatus y Torruco-Uco,
2009 para frijol lima (P. lunatus) y frijol Jamapa (P. vulgaris) donde reportan un pH
de méaxima solubilidad de 11 para estas variedades, esta diferencia pudiera
atribuirse a que son distintas variedades de frijol y a las modificaciones que se le

hicieron al método.

Tomando como base la proteina solubilizada a pH 11.8, se realiz6 la busqueda del
punto isoeléctrico, considerando el intervalo de 3 a 5, los resultados mostraron que
para ambas variedades es a pH 4.0 (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Punto isoeléctrico del frijol ayocote.

Considerando los resultados obtenidos, el punto isoeléctrico de las proteinas del
frijol ayocote analizado en el presente estudio es similar al obtenido por Bressani
en el 2012, para el frijol terciopelo (P. vulgaris), y se encuentra dentro del intervalo
reportado para otras especies del género Phaseolus tales como frijol lima (P.
lunatus) y frijol comun (P. vulgaris) cuyos puntos isoeléctricos se encuentran en

4.0y 4.9 respectivamente (Cordova-Lizama et al., 2013, Gonzalez-Quijada, 1999)

Finalmente, los extractos proteinicos obtenidos mostraron un rendimiento del
53.78% para el frijol negro y 55.35% para el frijol morado, con un contenido

proteinico dentro del intervalo reportado por otros autores (Cuadro 3.4)
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Cuadro 3.4. Contenido proteinico del extracto de frijol ayocote y otras especies.

. . . % de .
Variedad Variedades de Frijol , Referencia
proteina
Phaseolls Morado 83.7 Experimental
coccineus Negro 90.8 Experimental
Phaseolus Lima 95.7 Boye et al., 2010.
lunatus
Azufrado 91.0 Conde-Martinez y Ortega-Delgado,
Phaseolus 1990.
vulgaris
Azufrado Regional 87 66.7 Medina-Godoy et al., 2010.

3.7. Secado del Extracto Proteinico

Para seleccionar el método de almacenamiento de los extractos proteinicos se
consideré el comportamiento electroforético de cada muestra después de ser
sometido a secado o congelaciéon (Figura 3.6), encontrando que el perfil
electroforético de todas las muestras es similar, por lo que se seleccion6 el secado

a 50 °C por 4 h el cual permite optimizar el tiempo de obtencién del Extracto.
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Figura 3.6. SDS-PAGE del Extracto proteinico a diferentes secados. A) Frijol negro. 1) Patrén
electroforético, 2) Extracto conservado a -72 °C, 3) Extracto conservado a -18 °C, 4) Extracto seco
a temperatura ambiente, 5) Extracto seco a 50 °C. B) Frijol morado. 1) Patron electroforético, 2)
Extracto seco a 50 °C, 3) Extracto seco a temperatura ambiente, 4) Extracto conservado a -18 °C,

5). Extracto conservado a -72 °C.

La comparaciéon entre el perfil electroforético de la harina desengrasada del frijol

ayocote contra su respectivo extracto proteinico mostré6 en ambos casos la
desaparicion de dos bandas (94.4 kDa y 65.5 kDa) (Figura 3.7), lo cual podria ser

atribuido a que durante el proceso de obtencion del extracto proteinico la proteina

se hidroliz6.
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Figura 3.7. SDS-PAGE de las proteinas del frijol negro y morado. 1) Patron electroforético, 2)

Harina de frijol negro, 3) Extracto de frijol negro seco a 50 °C, 4) Harina de frijol morado, 5).
Extracto de frijol morado a 50 °C.

Con la finalidad de determinar la presencia de puentes disulfuro dentro de la
proteina, se realiz6 la electroforesis bidimensional de los extractos proteinicos de
frijol ayocote (Figura 3.8) , donde se observo claramente que ambos extractos no
cuentan con puentes disulfuro dentro de su conformacion, estos resultados son
semejante a lo reportado por Camacho-Espinoza et al., 2010 quienes reportan que
no existen puentes disulfuro, en tres variedades de frijol comun ya que no
presentaron bandas por debajo de la linea de 45°. Indicando que no hay uniones

internas de la proteina con dichos puentes.
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Figura 3.8. SDS-PAGE 2D del extracto de frijol ayocote. A) Frijol negro, B) Frijol morado

3.8. DLsg de los Extractos Proteinicos

Los resultados mostraron que la DLso de los extractos proteinicos es superior a
5000 mg*kg™! de extracto, ya que la administracién de dicha dosis no provocé
muerte ni alteraciones en los sujetos de estudio, por lo que se puede considerar
gue a dicha concentracidén los extractos son inocuos segun lo indicado en las
normas de las Comunidad Europea donde se establece que un xenobiotico se
considera no téxico cuando supera la dosis de 2000 mg*kg™ sin tener alteraciones

o dafo sobre el organismo analizado (Gorriti et al., 2010).

3.9. Evaluacién Citotoxica de los Extractos Proteinicos (Negro y Morado)
Los resultados obtenidos (Figura 3.9) muestran el efecto citotoxico del extracto
proteinico de la variedad negro, el cual fue evaluado cuantificando el nimero de

EPC por cada 1000 eritrocitos totales, encontrando que para las dosis de 430 y
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860 mg*kg* administrada a los animales a las 48 h hay un incremento significativo
con respecto al control negativo, lo cual indica que el xenobibtico utilizado
(extracto proteinico) tiene efecto citotoxico significativo (p< 0.05) y posiblemente
atribuido a la presencia de lectinas (tienden a unirse a algunos azucares de
membrana de eritrocitos provocando inestabilidad homeostatica) en el extracto ya
gque se ha comprobado que estas tienen efecto citotoxico en ratones CD1*
(Reynoso-Camacho et al., 2003), en otros estudios se ha encontrado que algunas
lectinas ademas de tener la propiedad de aglutinar eritrocitos pueden presentar
efecto mitogénico in vitro (Bernaldo, 1998), debido a esto puede deberse el
aumento de la eritropoyesis representado en el conteo elevado de EPC.

Mientras que a las 96 h se observo un decremento de los EPC del 22.7% y 26.1%
respectivamente, es decir, depresion de médula 6sea, lo cual también es un indice

de citotoxicidad.
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Relacion EPC/ENC

Tiempo (h)
Control - - Control + Aislado FN . Aislado FN . DAU (1 mg*kg™)+ Aislado FN860 mg*kg™
(SSI0) (Dau 1 430 mg*kg? 860 mg*kg ™

Figura 3.9. indice de citotoxicidad del extracto de frijol negro, en sangre periférica de ratones
CD1+. *Diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo (SSI to)
P<0.05.

Por otro lado, en los ratones de control positivo se observé que a las 48 h
disminuyeron los EPC indicando que hubo deplecion de la eritropoyesis, sin
embargo a las 96 h hubo una recuperacion de EPC, llegando a una sobre
produccion a las 144 h indicando que tanto la deplecién como el aumento de EPC
son signos de citotoxicidad de la Dau. En cambio los animales administrados con
Dau (1 mg*kg?) y extracto FN 860 mg*kg* fueron aumentando la cantidad de EPC
significativamente con respecto al control negativo, indicando una sobre
produccion de EPC con respecto a los ENC, lo que indica dafio citotoxico
generado por la combinacion de Dau:extracto (1 mg*kg?': 860 mg*kg?) que

pudiera actuar en sinergia y provocar un dafio severo en el animal originando
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decesos, a partir de las 144 h.; ademds se observdO que estos animales
presentaron signos clinicos, como piloereccién, caida de pelo, estrefimiento,
perdida de la visién y pérdida del apetito, estos signos también se observaron en
los animales de control positivo, aunque fue mas lenta su aparicién y los decesos
comenzaron después de las 264 h.

En cuanto a la evaluacion citotoxica del extracto de frijol morado, los resultados
(Figura 3.10) muestran que la cantidad de EPC en las dosis de extracto de FM
430 y FM 860 mg*kg? a las 48 h aumenta significativamente con respecto al
control negativo (SSI t0) indicando que hay elevada produccion de EPC
ocasionada por el efecto citotdxico del extracto de frijol morado, que al igual que
en el extracto de frijol negro, se podria atribuir a la presencia de lectinas. En las
horas siguientes (96, 144, 264 h.) los EPC se estabilizaron en un promedio de
28.11 por cada 1000 ENC teniendo diferencia estadisticamente significativa
respecto al control negativo (SSI t0), sin embargo a las 360 h hay un incremento
en numero de EPC de un 39.6%.

En el lote tratado con extracto FM860 mg*kg y Dau (1 mg*kg™?), se observé que a
las 48 h hubo deplecién de la eritropoyesis provocando disminucion de EPC con
respecto al numero de ENC, mostrando signos de recuperacion de la eritropoyesis
a las 96, 144, 264 y 360 h, sin embargo a partir de las 144 h comenzaron los
decesos de los animales, lo que indica un sinergismo entre el extracto de frijol

morado y Dau.
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Relacion EPC/ENC

Tiempo (h)
Control - .l Control + (Dau - Aislado FM 430 Aislado FM 860 DAU (1 mg*kg'l)
(SsSI0) 1 mg*kg'l) mg*kg'1 mg*kg'l + Aislado FM

860 mg*kg™

Figura 3.10.indice de citotoxicidad del extracto de frijol morado, en sangre periférica de ratones
CD1*.*Diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo (SSI to)
P<0.05.

3.10. Evaluacién Genotéxica de los Extractos Proteinicos (Negro y Morado)

En la figura 3.11 se muestran los valores promedios de ENCMN en 1000
eritrocitos totales tratados con extracto de frijol negro donde se muestra que el
namero de ENCMN aumento de manera estadisticamente significativa a las 48,
144 y 360 h en el lotes administrado con Dau (1 mg*kg?) respecto al control
negativo (SSI t0), datos que son similares a los reportados por Alvarez-Gonzélez
et al., 2004, que indican que la Dau es un agente inductor de la produccién de
EPCMN en sangre periférica de ratén. En cuanto a las dosis de extracto FN 430

mg*kg!y FN 860 mg*kg? se observd que a partir de las 48 h se incrementé el
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namero de ENCMN cesando a las 360 h e inicio el decremento de los ENCMN
hasta el 19% y 2.6 % respectivamente en comparacion al control negativo (SSI t0),
sin embargo estos resultados no presentaron diferencia estadistica significativa
por lo que considera que no tuvieron efecto genotdxico considerable, estos
resultados son similares a los obtenidos por Azevedo, 2003 donde no se reporto
efecto genotoxico del frijol negro (P. vulgaris L).

En la combinacién de Dau (1 mg*kg?) y extracto FN 860 mg*kg? aumento el
namero de ENMN de forma estadisticamente significativa con respecto al control
negativo (SSI t0) lo que indica que hay dafio genotéxico provocado por la sinergia
entre el extracto y Dau, a partir de las 144 h comenzaron los decesos de animales.

801

604

40

No. ENCMN

204

Tiempo (h)
Control - - Control + (Dau 1 - Aislado FN 430 - Aislado FN 860 - I;DAALIJ E:{l n;%'%ggg
(SSIt0) mg*kg‘l) mg*kg'l mg*kg—l islado

mg*kg™

Figura 3.11. indice de genotdxica del extracto de frijol negro, en sangre periférica de
ratones CD1*. *Diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo (SSI to)
P<0.05.

La evaluaciéon genotoxica del extracto de frijol morado (Figura 3.12) mostro que

dosis de 430 mg*kg?! y 860 mg*kg?, mantiene estable la cantidad promedio de
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ENCMN (5.89) y no presentaron diferencia estadistica significativa con respecto al
control negativo (SSI t0).

Por otra parte, el tratamiento con la combinacién Dau:extracto (1 mg*kg':860
mg*kg?) no mostré un comportamiento definido en nimero de ENCMN durante las
primeras 144h, estabilizandose a partir de las 264 h en un promedio de 33
ENCMN siendo diferente estadisticamente con respecto al control negativo. Estos
resultados son similares a los obtenidos para el frijol negro, por lo que se observa
gue hubo dafio genotéxico provocado por el Dau y este no fue detenido por los

extractos sino que probablemente actuaron en sinergia.

40

No. ENCMN

Tiempo (h)
-1
Control - Control + (1 - Aislado FM 430 ! Aislado FM 860 DﬁlJAﬁll "&9*"2!’3\1/' )
(SSIt0) mg*kg—l) mg*kg'l mg*kg-l islado

860 mg*kg™

Figura 3.12. indice de genotdxica del extracto de frijol morado, en sangre periférica de
ratones CD1*. *Diferencia estadistica significativa con respecto al control negativo (SSI to)
P<0.05.

Con lo que se puede mencionar que el extracto de frijol negro y morado no solo
presentan caracteristicas estructurales muy similares ente ellas, sino que también

presentaron resultados similares de citotoxicidad y genotoxicidad.
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3.11. Hidrdlisis enzimatica y Porcentaje de Hidrolisis (%H).

Los extractos proteinicos de ambas variedades de frijol ayocote se hidrolizaron por
un tratamiento secuencial con pepsina, pancreatina y peptidasa. Esto debido a
gue estas enzimas estan involucradas en la digestion gastrointestinal humana, los
resultados obtenidos podran proporcionar informacion sobre la generacion de
péptidos bioactivos durante la digestion fisioldgica de estos extractos.

La hidrdlisis (%H) de los extractos obtenido con este tratamiento (Cuadro 3.5) fue
superior en un 42.46% y 10.95% con respecto a lo reportado por Lo et al., 2005 y
Pedroche et al.,, 2002 para extracto de soya hidrolizado, 69.86% y 83.5% con
relacion al frijol mungo (Hong et al., 2005), 2.80%, 2.71%, con relacion en extracto
de soya sin germinar y germinada (Dikshit y Ghadle, 2003). Estos resultados son
semejantes a los obtenidos en el presente estudio ya se obtuvo un 73.00 y 72.90
para la variedad de frijol morado y negro respectivamente.

Cuadro 3.5. Comparacion del Grado de hidrdlisis del frijol ayocote con respecto a otras
leguminosas

Enzimas usadas

Material utilizado para la hidrélisis % de Hidrolisis Autor
Extracto Pepsina
proﬁ:)r;:god(epfruol Pancreatina y 73 Experimental
! : Peptidasa
coccineus, L)
Extracto Pepsina
prOti'Q'Crg ((js frijol Pancreatina y 72.9 Experimental
9 ' Peptidasa
coccineus, L)
Extracto de soya Pepsina y 42 Lo et al., 2005

Pancreatina

Alcalasaey 65 Pedroche et al.,

Extracto de soya Flavourzimae 2002
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Extracto

proteinico de frijol Alcalasaey 22y 12 Hong et al., 2005
mungo (P. Neutrasae
radiatus L.)
Zﬁ'ngr?n?nsgya Pepsinay 70.95, 71.02 y Dikshit y Ghadle,
9 y Tripsina 73.53 2003

germinada

3.12. Separacién de péptidos mediante ultrafiltracion

Se separaron por ultrafiltracion las fracciones peptidicas de los hidrolizados a
través de las membranas de corte de 1, 3, 5, 10 y 30 kDa. A cada fraccion se le
determiné el porcentaje de proteina (Cuadro 3.6) de ambas variedades de frijol
ayocote, ademas de que se caracterizo electroforéticamente (Figura 3.13).

Cuadro 3.6. Porcentaje de proteina de las fracciones peptidicas de los hidrolizados de frijol
Ayocote.

Tamafo Nitrégeno

Frijol de recuperado
péptido (9)

<30 1.549

30 0.007

Neg ro 10 0023

0.019

3 0.004

1 0.149

<30 1.488

30 0.045

Morado 10 0.026

5 0.023

3 0.039

1 0.130

62



-f _ f

Figura 3.13. SDS-PAGE de los péptidos de frijol ayocote A) Frijol negro, B) Frijol morado: carril 1-
2: Péptidos de 1 kDa, carril 3-4: Péptidos de 3 kDa, carril 5-6: Péptidos de 5 kDa, carril 7-8:
Péptidos de 10 kDa y carril 9-10: Péptidos de 30 kDa.
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VIl. CONCLUSIONES

e Estadisticamente, la composicibn quimica proximal de ambas
variedades de frijol ayocote es distinta.

e Lavariedad negra presenta mayor concentracion de proteina respecto al
frijol morado.

e No existe diferencia en el patron electroforético de las proteinas de
reserva de ambas variedades de frijol ayocote, sin embargo la
concentracion de prolaminas es superior en el frijol negro.

e EIl punto isoeléctrico de las proteinas de ambas variedades de frijol
ayocote se encuentra a pH 4.0.

e La extraccion de proteina a partir de ambas variedades de frijol ayocote
es superior al 50% con un contenido proteinico por encima del 80%.

¢ No existe efecto en el perfil electroforético de las proteinas del extracto
por efecto de las condiciones de almacenamiento.

e La DLso de los extractos proteinicos es superior a 5000 mg*kg? de
extracto

e Los extractos proteinicos de frijol ayocote de ambas variedades
mostraron citotoxicidad en concentraciones de 430 y 860 mg*kg™ a
partir de las 48h, a estas dosis no se mostraron signos de
genotoxicidad.

e Se observé sinergia de ambos extractos cuando son combinados con un
agente xenobidtico generado incremento en el efecto citotdéxico y
genotoéxico del Dau.

e Los extractos proteinicos obtenidos en el presente trabajo presentan
una concentracion de proteina superior al 80%, por lo que se consideran
aislados.
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ANEXOS

ANEXO I. Tincién de GIEMSA.

En este método se reemplazan los colorantes policromaticos empiricos por
distintos compuestos de azur (tionina y sus derivados metilados) con eosina y azul
de metileno. Los frotis deben fijarse durante tres minutos en alcohol metilico.
Luego se secan y se sumergen en colorante de Giemsa diluido (un volumen de
colorante para nueve a 15 volumenes de agua destilada o de amortiguador de pH
6.8) en frasco de Copling, durante quince minutos a una hora. Luego se lava en

agua destilada y se seca al aire, sin montar (Lunch, 1977).

El procedimiento de tincion que se realizo fue el de Giemsa May-Griunwald, con
las siguientes modificaciones:
1. Los frotis secados al aire se fijan durante cinco minutos de alcohol metilico.
2. Se pasan a colorante de May-Grinwald diluido recientemente con un
volumen de agua destilada 43 mL, una solucién reguladora de fosfatos 0.3
M (pH 6.8) y 2 mL de colorante de Giemsa, se deja actuar durante 45-50
minutos.

3. Aclarar con agua destilada y dejarlos secar al aire y evaluar (Brown, 1993).
Preparacién del buffer de fosfatos 0.3 M
1.- Solucion A (KH2PO4)....oveiiiiiiiiiiiee Masa molecular = 136.09g

Pesar 40.827g de KH2PO4y disolver en 1000 mL de H>O desionizada

2.- Solucion B (NazHPO4 )., masa molecular = 141.969g
Pesar 42.588g de Na:HPO4 y disolver en 1000 mL de H20 desionizada

Mezclar ambas soluciones (A 'y B) y ajustar a un pH de
6.8.
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